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RESUMO

A enzima que degrada (IDE) é uma proteina intracelular que degrada insulina e outros
peptideos e horménios. A degradacdo da insulina € um processo importante tanto para o
controle das respostas celulares ao horménio como para a interagdo da insulina com
seus tecidos-alvo. Muitas fungtes celulares est@o relacionadas com a IDE em adicéo a
degradacdo, incluindo funcdes regulatérias e de ligagdo. A IDE é regulada em situagdes
de proliferacdo celular e apoptose, mostrando um aumento ou diminuicdo em sua
gquantidade e atividade respectivamente nessas condi¢des. Foi demonstrado que a
atividade do proteassoma é requerida para que as células cancerigenas sobrevivam e que
0 consumo de vegetais e frutas estd associado a diminuicdo do risco de cancer. As
catecinas (polifendis sollveis em agua) presentes em muitos alimentos, incluindo cha
verde, guarang, frutas e vegetais, apresentam efeitos inibitorios sobre a atividade do
proteassoma e induzem apoptose em células tumorais. O presente trabalho avaliou o
efeito do extrato aquoso do cha verde e do guarana (GTE e GE) e das catecinas puras
encontradas nesses extratos, a epigaocatecina-3-gaato (EGCG), a (-) epicatecina e a
(+) catecina, sobre a atividade da IDE "in vitro". Fractes citosolicas de homogenizados
de prostatas de rato foram incubadas com **l-insulina na presenca de GTE: 87.5 a 70
Hg/ML, GE: 175 a 1400 pg /ML e EGCG: 50 a 300 pg /ML.Os resultados mostraram
que o GTE e o GE séo capazes de inibir a atividade da IDE e que esse efeito foi
mimetizado somente pela EGCG. A presenca de um grupo galato na epigal ocatecina-3-
gaato parece ser importante para seu efeito inibitério na degradacdo da insulina,
sugerindo uma relacdo estrutura-atividade nesse efeito inibitdrio. O €efeito inibitério do
extrato de guarana pode ser devido a presenga dos taninos.

Palavras chave: enzima que degrada a insulina — cha verde — guarand — catecinas —
prostata.



ABSTRACT

Insulin degrading enzyme (IDE) is an intracellular protein that degrades insulin and
others peptides and hormones. Insulin degradation is important both in the control of
cellular responses to the hormone and in the interaction of the hormone with their target
tissues. Multiple cellular functions are related to the IDE in addition to degradation,
including binding and regulatory functions. IDE is regulated in conditions of cellular
proliferation and apoptosis, showing an increase or decrease in quantity and activity
under these respective conditions. It has been demonstrated that the proteasome function
is necessary for cancer cells to survive and that vegetable and fruit consumption are
associated in the reduction of cancer risk. Catechins (water-soluble polyphenols) present
in many diets including green tea, guarana, fruits and vegetables show inhibitory effects
on the proteasome activity and induce tumor cell apoptosis. The present study
evaluated the effect of agueous green tea and guarana extract (GTE and GE) and the
pure catechins found in these extracts, epigalocatechin-3-gallate (EGCG), (-)
epicatechin (EC) and (+) catechin (C) on the activity of IDE in vitro. Cytosolic fractions
of arat prostate homogenate were incubated with *#I-insulin in the presence of GTE:
87.5t0 70 pg/ML, GE: 175 to 1400 pg /ML and EGCG: 50 to 300 pug /ML.The results
showed that GTE and GE are capable of inhibiting the activity of IDE and that this
effect was mimicked only by EGCG. The presence of a gallate group in the EGCG it
seems to be important for its inhibitory effect on **°I-insulin degradation, suggesting a
structure-activity relationship in this inhibitory effect. The inhibitory effect of guarana

extract may be due to its tannins.

Key words: insulin-degrading enzyme — green tea— guarana — catechins — prostate



1. INTRODUCAO

A enzima que degrada a insulina (IDE) é uma proteina intracelular que inicia e
controla a degradagcdo da insulina (Burghen e col., 1972; Duckworth e col.,1998;
Duckworth e col, 1997; Duckworth e col., 1988; Kuo e col., 1991; Camberos e col.,
2001; Kaylar e col., 1989; Sdltiel, 2000; Shii e col., 1986; Udrisar e col., 1992). A
degradacdo da insulina € um processo regulado e € considerado parte integral da
interacdo do horménio com seus tecidos-alvo (Duckworth e col., 1998; Udrisar e col.,
1992). Esse evento bioldgico apresenta correlacdo significante com vérias fungdes
celulares como crescimento e diferenciacdo celular (Udrisar e col., 2005). Esta enzima
degrada, além de insulina e glucagon, o fator de crescimento transformante a (TGF-a)
“in vitro” (Garcia e col.,1989), o peptideo 3 amiléide (Kurochkin, 1998), o peptideo
natriurético atrial (ANP) “in vivo” (Muller e col., 1991) e outros peptideos (Duckworth
e col., 1998). Essa protease capaz de remover insulina e fatores de crescimento pode
desempenhar um papel importante nos processos de expressdo génica e crescimento
celular. Recentemente evidenciou-se 0 proteassoma como um avo particularmente
importante da ag&o dainsulina. Este se encontra envolvido no controle do ciclo celular e
sofre o efeito inibitério da insulina através da interagdo desta com a IDE (Duckworth e
col., 1994; Bennett e col., 2000). Células tumorigenas também parecem ser dependentes
da fungdo do proteassoma uma vez gue a inibicdo deste leva a uma interrupcdo do
crescimento na fase G1 e/ou a uma inducdo da apoptose (Chen e col., 2004). Estudos
recentes demonstraram que a | DE encontra-se aumentada em quantidade e atividade sob
condigBes de proliferacdo celular na fragéo citosolica de homogenizados de prostata de
ratos, enquanto que sob condi¢des de apoptose ocorre uma diminuicdo nesses dois
parémetros (Udrisar e col., 2005). Nas Ultimas décadas o uso de produtos naturais
tornou-se crescente em todo o mundo (Santa Maria e col, 1998). O guarana (Paullinia
cupana Mart. Var sorbilis Mart Sapindaceae) € uma planta encontrada na Amazonia e
muitas qualidades lhe sdo atribuidas: de estimulante a afrodisiaca. A semente do
guarana contém cafeina (2,5 — 5%), teofilina e teobromina e atas concentragdes de
tanino (16 %), além da presenca dos polifendis (catecinas ou flavonoides). O tanino tem
efeitos antioxidante e antiproliferativo, 0 que permite inferir que o guarana pode
modificar o balango apoptose/proliferacdo celular. O cha verde (Camellia sinensis) é

uma bebida mundial mente popular e seu consumo tem feito parte da cultura chinesa nos
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tltimos 5.000 anos. Seu amplo consumMo NOs paises asiaticos esta associado a baixa
incidéncia de determinados canceres e doencas em humanos e a ele vérias atividades
biolégicas tem sido relatadas incluindo efeitos antifngicos, anticarcinogénico,
antitumorigeno, antioxidante e redutor de colesterol (Kao e col., 2000; Wu e col., 2004).
Os congtituintes das folhas de cha verde incluem altos niveis de polifendis (30 a 45 %)
principalmente a epigaocatecina-3-galato (EGCG), a qua esta ausente no guarana,
seguida em percentual pela (-) epigalocatecina, (-)-epicatecina, (-)-epicatecina-3-gal ato;
também contém 3 a 4 % de cafeina e < 0,2% das outras metilxantinas teobromina e
teofilina (propor¢do similar & do guarand) (Graham, 1992). Recentemente foi descrito
gue a administracdo sistémica de EGCG isolada do cha verde diminui o peso da prostata
em ratos (Kao e col., 2000). Postula-se que a EGCG possui efeitos inibitérios sobre o
crescimento de células cancerigenas em sistemas de cultura e em modelos in vivo
(Gupta e col., 2003). Estudos epidemiol dgicos prévios sugerem que o consumo de cha
tem um efeito protetor contra cancer em humanos e em animais. Os polifendis presentes
neste podem suprimir aformac&o e crescimento de cancer incluindo os de pele, pulmao,
figado, esdfago e estdbmago (Nam e col., 2001). Além disso, hipéteses sugerem os
flavondides como responsaveis por atividades inibitorias do proteassoma e indutoras da
apoptose (Chen e col., 2005). Dessa forma, este trabalho objetivou determinar o efeito
do extratos aquosos de guarana e do cha verde, assim como também dos componentes
puros mais importantes presentes nessas duas plantas (flavondides) sobre a atividade da

IDE em citosol de homogeneizado de préstata de ratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agdes da Insulina

A insulina é o mais potente hormdnio anabdlico conhecido, sendo essencial para
0 apropriado desenvolvimento e crescimento tecidual e para a manutencdo da
homeostase da glicose. E secretada pelas células R das ilhotas pancredticas de
Langerhans principalmente em resposta a niveis circulantes aumentados de glicose e
aminoé&cidos no periodo pos-prandia (Pessin & Saltiel, 2000). A extensdo das acOes da
insulina é mais diversa do que a de qualquer outro horménio. Os sistemas influenciados
pela insulina incluem quase todo o tipo de funcdo celular: metabolismo da glicose,
metabolismo dos lipidios, metabolismo das proteinas, expressdo génica e controle da
atividade enzimatica (Duckworth e col., 1997). Os efeitos da insulina podem dividir-se
em processos de curto, intermediario e longo prazo. Dentre os processos de curto prazo
destacam-se transporte de glicose, sintese de glicogénio e glicélise, porém outros
eventos como fluxo de ions, proliferacdo da membrana e antilipdlise também se
classificam dentro dessa divisGo e assim como os anteriormente citados requerem
segundos a minutos para ocorrer. A maioria dos eventos intermedi&rios envolvem
regulacdo de RNAm, eventos transcricionais e metabolismo de proteinas e lipidios,
necessitando de minutos a horas para a sua realizac&o. Os processos alongo prazo como
crescimento e diferenciagdo celular requerem horas a dias (Duckworth e col., 1997).

Asagbes dainsulinaao nivel celular sdo iniciadas pelaligacéo dainsulinaao seu
receptor de membrana, uma glicoproteina heterotetramérica constituida de 2
subunidades o e 2 subunidades 3 ligadas por pontes dissulfidicas. A subunidade o €
totalmente extracelular e contém o sitio de ligagéo a insulina. A subunidade 3 € uma
proteina transmembrana responsavel pela tradugdo do sina. A insulina ligase a
subunidade o e estimula a autofosforilagdo das tirosinas da subunidades (3s do receptor
dainsulina. A subunidade 3 € uma proteina quinase capaz de se autofosforilar (atividade
tirosina quinase intrinseca) e de fosforilar outros substratos nos residuos tirosina. A
autofosforilagdo do receptor da insulina ocorre através de uma cascata de reacOes de
fosforilag@o intramoleculares (Saad, 1994). Ao tornar-se ativado pela fosforilagdo, o

receptor da insulina fosforila varios importantes substratos na tirosing, incluindo
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