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RESUMO

A enzima que degrada ainsulina (IDE) € a principal enzima responsavel pela degradacéo da
insulina. A IDE tem multiplas funcdes celulares, incluindo funcdes regulatorias e de ligagao.
Durante o desenvolvimento e crescimento de véarios tecidos, particularmente os do sistema
reprodutor masculino, a IDE esta envolvida. Tem sido demonstrado que a IDE interage com
receptores de androgenos e glicocorticoides e aumenta a ligagdo desses receptores ab DNA
no compartimento nuclear. A glandula prostdtica no adulto existe num ambiente
multihormonal e tem a capacidade de responder a uma variedade de sinalizadores
intracelulares, incluindo esterdides, retindides, horménios peptidicos e fatores de crescimento.
Os androgenos desempenham um papel chave na fungdo da préstata, mas os glicocorticoides
podem também interferir na homeostase prostatica e modular a atividade celular. Esta bem
estabelecido que a administracdo de glicocorticoides leva a um aumento da producéo
hepatica de glicose, resisténcia periférica a acéo dainsulina e hiperinsulinemia compensatoria.
O céncer de préstata pode ser outro aspecto da sindrome de resisténcia a insulina. O uso de
um modelo de diminuic&o da sensibilidade a insulinainduzida pela administragdo de 6 dias de
dexametasona prové um ambiente hiperinsulinémico e pode ser Util para a elucidacdo dos
efeitos da dexametasona (D), testosterona (T) e dexametasona mais testosterona (D+T) na
regulacdo da IDE. Foram também investigados os efeitos desses horménios no
remodelamento da préstata ventral apos a castracéo (C). A castragdo provoca uma evidente
reducéo do peso da préstata (PW). O peso corpora (BW) foi significativamente diminuido
nos animais castrados e tratados com dexametasona e o PW relativo foi: 2.6 £ 0.2 vezes maior
no grupo D,2.8 £ 0.3 vezes maior no grupo T € 6.6 + 0.6 vezes maior no grupo D + T quando
comparado aos ratos castrados. M odificagdes ultraestruturais na prostata ventral em resposta a
privacdo androgénica foram observadas nesse estudo. As ateractes foram restauradas apos
tratamento com testosterona e com testosterona mais dexametasona e parcialmente
restauradas com dexametasona somente. Estes resultados indicam que a resisténcia a insulina
induzida pela dexametasona pode aterar significativamente o peso corporal, 0 peso prostatico
e arelacdo peso da prostata/peso corporal. A quantidade de IDE no nucleo indica um aumento
de 4.3 vezes (x0.4) no grupo castrados tratado com D + T em comparagdo com O grupo
castrado. Os niveis de IDE na célula como um todo aumentaram aproximadamente 1.5 vezes
(x0.1), 1.5 vezes (£0.1) e 2.9 vezes (£0.2) nos grupos D, T e D+T, respectivamente, quando
comparados ao grupo castrado. A andlise da degradago da insulina indicou um aumento na
atividade de 1.4 vezes (+0.1), 2.1 vezes (+0.1) e 1.7 vezes (+0.1) apos 6 dias de castragdo nos
grupos D, T e D+T, respectivamente quando comparados ao grupo castrado. Assim, a
presenca no plasma de dexametasona, altos niveis de insulina ou testosterona ou ainda os trés
combinados podem prevenir a atrofia e regresséo celular e/ou restaurar a prostata ventral de
ratos apos a castragdo. A IDE nuclear pode ser importante para o remodelamento do tecido
prostético apds o tratamento dos ratos castrados com dexametasona e testosterona.

Palavras-chave: enzima que degrada a insulina, castracdo, prostata, testosterona,
glicocorticdide, resisténciaainsulina, ultraestrutura.



ABSTRACT

Insulin-degrading enzyme (IDE) is the major enzyme responsible for insulin degradation. In
addition to degradation, IDE has multiple cellular functions, including binding and regulatory
functions. During development and growth of various tissues, particularly those of male
reproductive system, IDE isinvolved. It has also been shown that IDE interacts with AR and
GR and enhances the binding of these receptors with DNA in the nuclear compartment. The
adult prostate gland exists in a multihormonal environment and has the capability to respond
to a variety of intracellular communicators, including steroids, retinoids, peptide hormones
and growth factors. Androgens play a key role in prostate function but Glucocorticoids can
also interfere in prostatic homeostasis and modulate cellular activity. It is established that
administration of glucocorticoids leads to increased hepatic glucose production, periphera
resistance to insulin action and compensatory hyperinsulinaemia.Prostate cancer may be
another aspect of insulin-resistance syndrome. Use of a model of decreased insulin sensitivity
induced by 6-day dexamethasone administration provides a hyperinsulinaemic environment
and may be useful for the elucidation of the effect of dexamethasone (D), testosterone (T) and
dexamethasone plus testosterone (D+T) on the regulation of IDE.It was also investigated the
effects of these hormones on the remodeling of rat ventral prostate after castration
(C).Castration promoted a marked reduction in prostate weight (PW). Body weight (BW) was
significantly decreased in the castrated animals treated with dexamethasone and the relative
PW was 2.6-fold (x 0.2) higher in the D group, 2.8-fold (= 0.3) higher in the T group and 6.6-
fold (= 0.6) higher in the D+T group in comparison to the castrated rats. Ultrastructura
changes in ventral prostate in response to androgen deprivation were observed in this study.
The aterations were restored after testosterone and dexamethasone plus testosterone
treatments and partially restored with dexamethasone alone. These results indicated that
insulin resistance induced by dexamethasone can significantly alter body weight, prostate
weight and the relationship PW/BW. The nuclear IDE protein level indicated a4.3-fold (£0.4)
increase in castrated rats treated with D+T when compared to castration alone. Whole cell
IDE protein levels increased approximately 1.5-fold (x0.1), 1.5-fold (+0.1) and 2.9-fold
(x0.2) in the D, T and D+T groups, respectively, when compared to castration aone. The
insulin degradation analysis indicated a .1.4-fold (+£0.1), .2.1fold (x0.1) and 1.7-fold (£0.1)
increase in IDE activity six days following castration in the D, T and D + T groups,
respectively, in comparison to the castrated group. Thus, the presence in the plasma of either
dexamethasone or high insulin levels, testosterone or all of them combined could prevent
cellular atrophy and regression and/or restore rat ventral prostate after castration. Nuclear IDE
could be important to tissue remodeling following the treatment of castrated rats with
dexamethasone and testosterone

Keywords: insulin-degrading enzyme, castration, prostate, testosterone, glicocorticoid, insulin
resistance, ultrastructure
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APRESENTACAO

A enzima que degrada a insulina (IDE) descrita ha mais de 50 anos por Mirsky e
Broh-Kahn (1949), é uma metaloprotease de 110 kDa que requer cétions bivalentes (Zn ™)
para sua atividade de protease e degrada a insulina com ato grau de especificidade
(DUCKWORTH ecal., 1997).

Embora a insulina apresente a maior afinidade pela enzima, varios outros peptideos
podem ser degradados pela IDE como o glucagon, o fator de crescimento semelhante a
insulina 1l (IGF-11), o peptideo atrial natriurético (ANP) e TGF-a (MISBIN & ALMIRA,
1989; DUCKWORTH & KITABCHI, 1974; GEHM & ROSNER, 1991; ROTH et al., 1984;
BURGHEN et a, 1976, MULLER et a, 1991, HAMEL et a, 1997). Estudos demonstram que
a IDE também atua na quebra de peptideos [Z-amildides, esses peptideos apresentam a
propriedade estrutural de formar fibrilas amilGides sob certas condi¢fes, 0 que revela uma
similaridade com os demais substratos também degradados pela enzima. O acimulo de 3
amiloides esta presente na enfermidade de Alzheimer e pode ocorrer devido a ateragcBes na
atividade da IDE (KUROCHIN & GOTO, 1994).

Multiplas fungdes celulares em adicdo & degradagdo séo relacionadas a | DE, incluindo
fungdes regulatorias e de ligagdo. Demonstrou-se, por exemplo, que a | DE interage e aumenta
a ligacdo dos receptores de Androgenos e de Glicocorticoides ao DNA, sugerindo que essa
enzima pode ser importante para a atividade transcricional dos receptores de esteréides
(KUPFER et al, 1993)

A degradacéo da insulina é um processo regulado e é considerado parte integral da
interacdo do hormonio com seus tecidos-alvo (DUCKWORTH et al, 1988; UDRISAR et d.,
1992). Esse evento bioldgico apresenta correlagdo significante com vérias fungdes celulares
como crescimento e diferenciacdo celular (UDRISAR et a, 2005). Kuo et a (1993)
observaram que a IDE estd expressa e é regulada de diferentes maneiras durante o
desenvolvimento e crescimento de diversos tecidos, mas principa mente no sistema reprodutor
masculino.

Outra funcdo regulatéria da IDE inclui sualigagdo ao proteassoma com a consequiente
regulagdo do mesmo. O proteassoma € uma proteinase multicatalitica importante na
degradagdo intracelular de proteinas (DUCKWOTH et a, 1998). Essa proteinase é o alvo
primério do efeito anti-catabolico dainsulina (ROOY ACKERS & NAIR 1997, GRIZARD et
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al. 1999, GALBAN et a. 2001). A habilidade da insulina em inibir a atividade do
proteassoma requer apresencada |DE (BENNETT et al, 2003)

A interagdo do AR e/ou GR com a IDE pode ter consequéncias importantes para a

traducéo do sinal mediada pela insulina e pelos esterdides (androgénios e glicocorticoides). A
ligaco de ambos receptores com a IDE parece relacionar-se com aguns fendémenos
biol6égicos como resisténcia a insulina, metabolismo dos receptores de esteréides e
especificidade de acdo dos hormdnios esterGides aém de possivelmente ter implicacdes no
Diabetes Méllitus e na enfermidade de Alzheimer (LEISSRING & SELKOE, 2006).
Udrisar et a (2005) evidenciaram um possivel papel da IDE na regulagdo do crescimento da
prostata e Utero de ratos. Verificaram ainda que a testosterona e estradiol podem ser
importantes fatores para a expressdo e regulacdo da IDE na prostata e Utero. Apesar da
importancia ébvia da IDE no controle do metabolismo da insulina e de outros processos, 0
controle metabdlico da IDE ndo foi ainda extensivamente estudado (FAWCETT &
DUCKWORTH, 2009)

A préstata, apesar de ser considerada um exemplo tipico de glandula dependente de
androgénio, existe num ambiente multihormonal e através da expressdo de receptores tem a
capacidade de responder a uma variedade de sinalizadores incluindo os esterdides, retindicos,
horménios peptidicos e fatores de crescimento. Perturbagdes da rede regulatdria consequientes
a superproducdo, auséncia ou introdugcdo de um ou mais componentes inevitavelmente leva a
uma ruptura de padrédo normal da transcricdo génica, causando aberracOes na proliferacéo
celular (DAVIES & RUSHMERE, 1990). Apo6s a castracéo, a prostata ventral sofre regressdo
devido a inducdo da apoptose nas células epiteliais da glandula.Por outro lado, o tratamento
com testosterona restabel ece o tecido prostatico (UDRISAR et al, 2005).

As interacdes entre o epitélio e estroma sdo importantes tanto para o desenvolvimento
prostético como para a progresséo de tumor na glandula. Na prostata, o crescimento e a
fisiologia das células epiteliais dependem da expressado de receptores de hormanios esterdides
e das interacfes parécrinas estabelecidas secundariamente a estimulagdo androgénica
(AUGUSTO et a, 2008). Os receptores de androgenos estdo presentes nas células epiteliais
secretdrias, células musculares lisas e células estromais nos lobos ventral, dorsal e lateral da
préostata. Apesar de se saber que os receptores de androgenos estdo primariamente sob o
controle androgénico no tecido prostético, 0 mecanismo exato de regulacdo ainda permanece
desconhecido (PRINS & BIRCH, 1993)

Ja esté bem estabelecido que a administracgo de glicocorticoides leva a um aumento

da producéo hepética de glicose, resisténcia a acdo periférica da insulina e hiperinsulinemia



12

compensatéria e postula-se que o cancer de préstata pode ser um outro aspecto da resisténcia
ainsulina (BARNARD et al, 2002). Os estrogenos, glicocorticoides, fatores de crescimento e
agentes esterdides atuam como sinalizadores influenciando o crescimento da préstata
(LOPACZYNSKi et a, 2001, UDAYAKUMAR e a, 1999; MARCELLI &
CUNNINGHAMAUS 1999). Os glicocorticoides sdo utilizados freqlientemente em meio de
cultura para promover o crescimento das células epiteliais prostéticas e também afetam a
homesotase prostética em experimento in vivo. Demonstrou-se ainda que o cortisol reverte ou
retarda os processos moleculares associados com a morte celular programada nas células
prostéticas (DAVIES & RUSHMERE, 1990). Outros autores referiram ainda que o estimulo
das células prostaticas com dexametasona resulta em aumento da proliferacéo celular e na
sintese de fibronectina (Albrecht et al, 2002)

Estudos demonstram gue ratos com Diabetes induzida por streptozotocina apresentam
uma significativa reducdo no peso prostético e nos niveis séricos de testosterona enquanto que
o tratamento com insulina de ratos diabéticos normaliza ambos os parédmetros (IKEDA et
al.,2000.Nessas comdi¢des experimentais as alteracOes observadas na prostata pos tratamento
com streptozotocina sdo semelhantes as vistas em ratos castrados (YONO et a, 2008)
Segundo Carvaho et a (2003) em resposta a privacdo androgénica, ocorrem ateracdes nas
glandulas sexuais acessorias. Fatores como diabetes, alcoolismo crénico (SATTOLO et al.,
2004) e a propria castracdo (VILAMAIO et al., 2000) causam tranformagdes nesses 0rgaos
acessorios, especialmente na prostata, em resposta as alteragoes testiculares. As modificacfes
observadas na préstata incluem atrofia epitelial, desorganizacéo das organelas envolvidas nos
processos secretérios acompapanhadas de destruicdo das biomembranas e ateracdes da
secrecdo lumina (CARVALHO et dl., 2003; SATTOLO et d., 2004) Entretanto, o tratamento
com testosterona estimula o reestabel ecimento do tamanho e da fungéo prostatica (CUNHA et
al, 1987).

Fatores de risco para a hiperplasia prostética como insulina, fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGFs) e dislipidemia podem agir através de mecanismos independents
de androgenio (BARNARD et al., 2002). Vikram et al. (2010) recentemente evidenciaram
uma correlacdo entre hiperinsulinemia e crescimento prostético, interligando hiperinulinemia
com hyperplasia prostética em ratos resistentes ainsulina

Assim, 0 estudo proposto no presente trabalho investigou o efeito da dexametasona,
testosterona e dexametasona em associacdo com a testosterona no remodelamento da prostata

ventral de ratos apds a castracao.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

[.Traducao do sinal e acao intracelular da insulina

A acdo dainsulina € um processo complexo, uma vez gque se relaciona com multiplos
efeitos celulares como o metabolismo da glicose, dos lipidios e das proteinas, aém de
controlar a expressao génica e a atividade enzimatica (DUCKWORTH et a, 1997).

A insulina é 0 mais potente horménio anabdlico conhecido, sendo essencial para o
apropriado desenvolvimento e crescimento tecidual e para a manutencdo da homeostase
glicémica. E secretada pelas células R das ilhotas pancreéticas de Langerhans em resposta a
niveis circulantes aumentados de glicose e aminoacidos no periodo pos-prandial (PESSIN &
SALTIEL, 2000).

O primeiro passo para a atividade celular da insulina envolve sua ligagdo com seu
receptor de membrana especifico, uma glicoproteina heterotetramérica constituida de 2
subunidades o e 2 subunidades 3 ligadas por pontes dissulfidicas. A subunidade o é
total mente extracelular e contém o sitio de ligago a insulina. A subunidade 3 € uma proteina
transmembrana responsavel pela traducdo do sinal. A insulina liga-se a subunidade o e
estimula a fosforilagdo das tirosinas da subunidade 13 do receptor dainsulina. A subunidade 13
€ 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 reagdes de fosforilagdo intramoleculares (SAAD, 1994).
Uma vez ativado, o receptor da insulina fosforila vérios importantes substratos proximais em
seus residuos tirosing, incluindo os membros do substrato do receptor de insulina (IRS-
1/2/3/4). A fosforilagdo dos substratos IRS cria sitios de reconhecimento para moléculas
efetoras adicionais, incluindo SHP2 tirosinofosfatase e Pl 3-kinase (fosfatidilinositol 3-
guinase). A ativagdo da Pl 3-kinase leva a translocag&o do transportador de glicose GLUT4
para a membrana plasmatica (PESSIM & SALTIEL, 2000; SEOL & KIM, 2003). A SHP2
tirosinofosfatase ativa 0 complexo SOS-Ras, 0 qual se relaciona com a atividade mitogénica
dainsulina e de outros fatores de crescimento (DUCKWORTH et a, 1998).

A diversidade da resposta (transportadores de glicose, sintese de proteinas, lipideos,

glicogénio, regulacdo da expressdo génica e crescimento celular) é controlada por
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determinadas sequiéncias de aminoécidos em torno dos residuos fosfotirosina individuais que

determinam os tipos de proteinas acessorias que serdo trazidas para 0 complexo sinalizador.
ll.Degradacéao celular da insulina

A degradacdo dainsulina & um evento subsequiente a ligagdo dainsulina ao receptor de
superficie e a0 metabolismo intracelular mediado pelo receptor. Esse processo auxilia no
controle das respostas celulares a este hormdnio, diminuindo sua biodisponibilidade, mas a
sua degradacdo também esta possivelmente implicada na mediagdo de alguns aspectos da
atividade hormonal da insulina. A maioria dos estudos conclui que a degradagdo dainsulina é
realizada pela enzima que degradaainsulina— IDE (DUCKWORTH et al, 1998).

A resposta celular ainsulina é controlada pela remocéo da insulina da circulacéo e sua
degradacéo (FAWCETT & DUCKWORTH, 2009). As agdes da insulina seréo finalizadas
pela sua degradacdo e subsequente desfosforilagdo do seu receptor (DUCKWORTH et dl,
1998).A interacdo da insulina com suas células-alvo requer 0s seguintes eventos
(processamento da insulina): 1) ligacdo a receptores especificos, 2) internalizagdo do
complexo insulina-receptor e formagdo do endossoma; 3) transporte e processamento do
complexo insulina-receptor; 4) deslocamento da insulina no citosol; 5) degradacdo da insulina
pelalDE; 6) liberacdo dos produtos de metabolizacdo dainsulina (UDRISAR et a, 1984)

insulina [l
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Nesses eventos, a insulina pode associar-se a organelas intracelulares (elementos de
Golgi), mobilizar-se para 0 nicleo ou para um compartimento de metabolizagdo, ou ser
reciclada para a membrana (EXTON, 1991; PLAS, 1982; UDRISAR e col., 1984;
GOLDFINE, 1987).

As interacOes intracelulares da insulina com a IDE também estdo envolvidas no
controle da agdo da insulina sobre a metabolizagdo das proteinas e gorduras (através da
ligagdo ao complexo | DE-proteassoma,) (DUCKWORTH e col., 1998).

A remocdo da insulina através do processo de degradacdo possibilita um auxilio no
controle da resposta celular a hormdnio. Com a ativagdo da tirosina quinase (via ligagéo
insulina-receptor), o complexo hormoénio-receptor € internalizado através da invaginagéo da
membrana plasmética e formacéo da vesicula endocitica. Esta sofre processo de acidificacéo,
resultando na dissociagdo da insulina do seu receptor e transporte dessas proteinas a
compartimentos intracelulares. Parte da insulina € reciclada para a superficie celular, sendo
liberada intacta, mas a maioria dainsulina € degradada intracel ularmente.

Assim, a intima e intrincada relagdo entre degradacéo da insulina e agdo da insulina
sugere que a degradacdo do horménio € parte integra da resposta celular a insulina
(DUCKWORTH, 1988)

[ll. A IDE e suas funcdes bioldgicas

A |IDE é uma metaloprotease de 110 kDa que requer zinco, localizada principa mente
no citoplasma e que degrada a insulina com certo grau de especificidade (BURGHEN et al,
1972, DUCKWORTH et al, 1997;). Embora a insulina apresente a maior afinidade, outros
peptideos podem ser degradados pela IDE como o glucagon, o fator de crescimento
semelhante a insulina Il (IGF-II), o peptideo atria natriurético (ANP) e TGF-a
(DUCKWORTH & KITABCHI, 1974, BURGHEN et a, 1976;ROTH et a, 1984;MISBIN &
ALMIRA, 1989;GEHM & ROSNER, 1991; MULLER et a., 1991; HAMEL et a, 1997).

A maioria dos estudos identifica a IDE como a responsavel principal pelo mecanismo
enzimatico primério desencadeador da metabolizacéo e da degradacéo dainsulina (HAMMEL
et a., 2003).Essa proteina possui sua atividade de degradagdo méxima em homogenizados

celulares. A maioria da sua atividade é encontrada no citosol (95%), com pequena, mas com
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significativa atividade em outras fragbes subcelulares (DUCKWORTH, 1998). Apesar de
estar predominantemente localizada no citoplasma, outros compartimentos subcelulares
também podem conter a enzima incluindo peroxissomos, endossomos e hulcleo
(DUCKWORTH, 1998).Esta difusamente expressada nos tecidos, porém com maior
intensidade no figado, testiculos, musculo e cérebro sendo esse evento regulados durante a
diferenciacéo e crescimento celular (BAUMEISTER et al., 1993; KUO et al., 1993).

Embora a habilidade da IDE em degradar a insulina venham sendo estudadas ha mais
de 50 anos, essa enzima € expressa tanto em tecido sensiveis como em tecidos insensiveis a
insulina, sugerindo a existéncia de fungbes ndo reconhecidas para esta endopeptidase
(LEISSRING et al., 2004)

As proteases sd0 enzimas vitais que tem sido avo para o tratamento de muitas
doencas. A IDE apresenta forte ligagdo com diabetes e enfermidade de Alzheimer
(LEISSRING & SELKOE, 2006). A IDE, aém de ser peca fundamental na ac&o do proprio
horménio insulina, atua também na quebra de peptideos -amilGides; esses peptideos
apresentam a propriedade estrutural de formar fibrilas amil6ides sob certas condigdes, 0 que
demonstra uma similaridade com os demais substratos também degradados pela enzima. O
acumulo de 3-amilGides esté presente na enfermidade de Alzheimer e pode ocorrer devido a
ateragdes na atividade da IDE (KUROCHIN & GOTO, 1994). Em um modelo de rato
diabético detectou-se mutacOes na IDE, as quais reduzem sua habilidade de degradar tanto a
insulina como peptideos R-amildides (LEISSRING & SELKOE, 2006) Recentemente foi
criado um camundongo modificado geneticamente com auséncia de gene para IDE. Este
camundongo apresentou niveis elevados de insulina durante jejum, além de intolerancia a
glicose e niveis aumentados de proteinas R-amildides. Esses resultados sugerem que em
aguns casos de diabetes e de Alzheimer existe uma menor atividade da IDE que
cronicamente elevaria os nivels de insulina, possivelmente acarretando em resisténcia a
insulina (FARRIS et al., 2003, LEISSRING & SELKOE, 2006). Dessa forma, a diminuicéo
da IDE em camundongos causa um acumulo de amil6ides, hiperinsulinemia e intolerancia a
glicose sugerindo que a hipofungdo da IDE poderia mediar doengas em humanos (FARRIS et
al. 2005)

Em estudo de cristalografia, desenvolvido por Shen et al (2006), a estrutura da IDE
revela uma conformacéo que a difere da classica ligacéo enzima-substrato, degradacéo do
substrato e posterior eliminacdo dos produtos da degradacdo. Essa configuragdo da IDE
demonstra duas metades conectadas por uma dobradica flexivel que permite a esta protease a

possibilidade de transitar de um estado aberto para um fechado. A ligagdo de hidrogénios as
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duas metades da IDE cria uma linglieta que mantém a conformacdo fechada. Mutacdes na
enzima que desestabilizem a lingleta ligada por hidrogénios aumentam o papel de protease da
enzima, aumentando a eficiéncia de degradacdo de substratos, como por exemplo, da insulina
e do peptideo B-amildide. A IDE pode apresentar-se em duas conformagdes. A primeiraé a
conformacgdo aberta que permite a entrada de substratos e a saida de produtos. A outra
conformagdo é a fechada na qual o sitio ativo encontra-se de dificil acesso. A mudanca da
conformagdo fechada para a aberta favorece a entrada de substratos na cavidade catalitica
Condic¢oes, drogas ou mutacdes que previnam a configuracéo fechada aumentam a eficiéncia
da atividade catalitica da enzima em aproximadamente 40 vezes.Considera-se entdo que esta
estrutura da IDE quando no estado aberto permite a acdo de moduladores farmacol 6gicos da
atividade da IDE (SHEN et a 2006),

Niveis de ATP podem regular a concentragéo intracelular de insulina dependendo do
estado metabdlico celular. Dessa forma, o ATP pode participar da regulacdo intracelular de
insulina através da modul agéo da sua degradacdo (CAMBEROS et al., 2001)

S&o atribuidas também a IDE funcbes regulatorias para a atividade do proteassoma,
para os receptores de esterdides, oxidacdo peroxissoma de écidos graxos, crescimento e
desenvolvimento (KUO et a, 1993; KUPFER et al, 1994; HAMEL et al, 2001. Udrisar et a
2005) evidenciaram um possivel papel desta enzima na regulagdo do crescimento da prostata
e Utero de ratos. Verificaram ainda que a testosterona ou estradiol e/ou os fatores de
crescimento semelhantes a insulina podem ser importantes fatores para a expresséo e
regulacdo da IDE na prostata e Utero. Além disso, a IDE também atua na otimizagdo da agdo
dos receptores de esteroides (GR e AR) ao aumentar a ligagéo de ambos ao DNA (KUPFER
et a, 1994).

IV. Traducéo do sinal dos glicocorticoides

Os glicocorticides s@o horménios esterGides produzidos e secretados pelo cortex
adrenal e exercem papel importante em vérios 6rgdos e sistemas. Agem no metabolismo
intermedidrio da glicose, lipidios e das proteinas, participando também da regulacdo
fisiologica e da adaptacdo as situagdes de estresse. Sdo fundamentais para a manutencdo da
homeostasia do organismo (BIOLA & PALARDI, 2000; FARIA & LONGUI, 2006).



18

A regulagdo da concentragdo dos horménios glicocorticoides circulantes é realizada
via eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) sendo influenciada por 3 fatores: o ritmo
circadiano (BRADBURY et d., 1991), o stresse (MAKINO et a., 2002) e o feedback
negativo . O feedback negativo é exercido pelo préprio horménio agindo sobre receptores de
glicocorticdides presentes no hipotalamo e na hipéfise (LAUGERO, 2004).

Os glicocorticoides sGo muito conhecidos pela sua potente atividade farmacol6gica
antiinflamatéria e imunossupressora, atuando nas células imunolégicas como mondcitos,
macrofagos, células T, granuldcitos, células endoteliais e fibroblastos (BUTTGEREIT et al.,
2005) Os glicocortictides também elevam a glicemia e desempenham importante papel na
resposta ao estresse.Além disso, esse grupo de horménios interrompe a progresséo do ciclo
celular em diversos sistemas (RENNER et a., 2003; AUSSERLECHNER et al., 2004).

Na clinica médica sdo utilizados para tratar diversas doengas, mas a0 mesmo tempo o
potencial dessas drogas em induzir efeitos indesgjdveis tornou-se obvio. As drogas sintéticas
utilizadas em grande escala sGo a dexametasona e betametasona (SCHACKE et ., 2002).

No corpo humano, o principal glicocorticéide enddgeno é o cortisol, sua secregdo
basal diériaficaem torno de 6-8 mg/m? (Ql & RODRIGUES, 2007). Em resposta a0 estresse,
a liberagdo de cortisol € aumentada em 10 vezes do vaor basal. A liberaco e sintese dos
glicocorticdides endogenos séo regulados pelo eixo HPA (DELBENDE et a., 1992). Apés
sua liberacdo via eixo HPA , o cortisol é convertido na sua forma inativa, a cortisona; a
cortisona, por sua vez, também pode ser convertida em cortisol. Essa conversdo € a
responsavel pelas mediagbes das ages tecido-especificas dos glicocorticoides (SECKL,
2001)

Os efeitos fisiol gicos e farmacol 6gicos dos glicocorticoides devem-se & sua ligacéo a
receptores especificos (BIOLA & PALARDI, 2000). O receptor de glicocorticdide (GR) €
membro da superfamilia de receptores nucleares que incluem o0s receptores de
mineralocorticoides, de progesterona, androgenos, estrégenos, hormbnios tireoidianos,
vitamina D e é&cido retindico (ROBINSON-RECHAVI et a, 2001).Estes receptores sdo
ativados por agdo hormonal e se comportam como fatores de transcricdo regulando
positivamente ou negativamente a expressdo génica (CHANG et al., 2001).

O receptor de glicocorticéide € uma proteina de 94 Kda localizada no citosol como um
complexo multiprotéico contendo proteinas de choque térmico, Hsp 90, Hsp 70, Hsp 56, e
Hsp 40. Esses receptores interagem também com imunofilinas e vérias quinases da cascata de
sinalizacdo intracelular da proteina quinase ativada por mitégeno MAPK (STAHN et a.,
2007).
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Os glicocorticéides passam livremente através da membrana plasmética devido a sua
estrutura lipofilica. A formag@o do complexo horménio/receptor resulta na dissociacdo das
mol écul as protéi cas anteriormente acopladas ao receptor e esse complexo € entéo trand ocado
a0 nucleo. No nucleo o complexo hormdnio-receptor modula a resposta transcriciona
ligando-se diretamente aos sitios especificos no DNA- o0s elementos responsivos aos
glicocorticdides (GRE) ou viainteragéo proteina-proteina (DITTMAR et al., 1997, 1998).

A ligacdo do complexo horménio-receptor aos GRE positivos resulta na inducéo da
sintese de proteinas anti-inflamatérias como também na producéo de proteinas regulatorias
importantes para 0 metabolismo.A transcricdo de genes pode ser inibida pelos
glicocorticdides via interacd dos GRs aos GRE negativos, processo pelo qual esses
hormonios podem inibir a transcricéo de genes pro-inflamatérios, incluindo as interleucinas
IL-1 e IL-2 (FALKENSTEIN et a, 2000).Mecanismos moleculares evidenciam a
possibilidade de ligagdo do complexo horménio receptor a fatores de transcricdo como as
proteinas ativadoras 1 (AP1), fator nuclear-kB (NF-kB), ambos envolvidos na regulacéo da
transcricdo de genes pro-inflamatérios (BUTTGEREIT et al., 2004).

A dexametasona é um glicocorticoide sintético o qual possui uma afinidade 50 vezes
maior ao receptor de glicocorticdide do que o cortisol (GOUNARIDES, 2008). Quando
administrada em excesso, a dexametsona induz efeitos adversos como catabolismo muscular
(PRELOVSEK et al., 2006), hiperfagia (DEBONS et al., 1986), aumento da adiposidade
(ASENSIO et a, 2004; KORACH-ANDRE et a, 2005) e aumento da resisténcia & insulina
Esse horménio sintético tem sido utilizado em roedores para produzir resisténcia ainsulina de
forma répida. O mecanismo pelo qual a dexametasona induz resisténcia a insulina inclui
inibicdo da translocagdo do transportador de glicose GLUT-4 (DIMITRIADIS et al., 1997),
aumento da atividade da lipoproteina lipase no tecido adiposo (ONG et al, 1992) e ateracéo
da vasodilatacdo endotélio-dependente (LUCHI et al., 2003). A maior vantagem do uso da
dexametasona € que o estado de resisténcia a insulina pode ser gerado num curto periodo de
tempo (Al et a., 2005).No musculo esquel ético os glicocorticoides diminuem o transporte de
glicose através de uma diminuicdo da translocacdo do GLUT-4 estimulada pela insulina (QI
& RODRIGUES, 2007). O tratamento cronico com dexametasona diminui a captacdo de
glicose estimulada pela insulina e a translocagdo do GLUT--4 no musculo esquelético sem
haver, contudo reducdo no contetdo total de GLUT-4 (HABER, 1992, DIMITRIADIS, 1997).

Os glicocorticdides atuam normamente sobre o metabolismo dos carboidratos,
proteinas e gorduras e sd0 secretados em maiores quantidades em situacfes trauméticas e

estressantes.  Entretanto, quando em concentragdes plasméticas dos glicocorticoides
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suprafisiologicas, podem ocorrer disturbios metabdlicos (SANTOS et al., 2007) Desta forma,
quando em excesso 0s glicocorticoides apresentam-se como hormdnios diabetogénicos,
promovendo aumento da producdo hepética de glicose e diminuicdo da captacdo periférica
deste aclcar em tecidos como muscular, hepatico e adiposo (SAAD,1994).

AlteracOes metabolicas podem ser observadas em modelos experimentais com
roedores por administragdo de glicocorticoide in vivo. Perda de massa muscular associada a
hipertrofia do figado (SAVARY et a., 1998), reducdo do peso corpOreo em ratos
(CALDEFIECHAZET et a., 2001, SAVARY et al., 2001) alteracdo do perfil protéico
(RUZZIN et al., 2005) e do perfil lipidico (NOVELLI et a., 1999; BARBERA et 4.,
2001;HOLNESS et a., 2005) sdo caracteristicas comuns apos tratamento com dexametasona,
aém de aumento dos niveis plasméticos de glicose e de insulina (NOVELLI et a., 1999;
BARBERA et a., 2001).0s efeitos dos glicocorticoides sobre 0 metabolismo podem ser
particularmente dependentes da dose e do tempo de administragdo (SANTOS et a., 2007)

Estudo recente revela que o aumento dos niveis circulantes de insulina plasmatica é a
primeira alteracdo manifestada apds 24 horas de administragdo da dexametasona
concomitante com peguena elevacdo das concentragtes de glicose sanguinea. A elevagdo dos
nivels de insulina pode ser explicada parcialmente como resposta adaptativa das células
pancredticas a eventos periféricos como a resisténcia a insulina desenvolvida na presenca de
concentracdes elevadas de glicocorticdides (SANTOS et a., 2007)

Os glicocorticéides também tém sido estudados por seu efeito estimulatério sobre a
glandula prostética, de maneira semelhante aos efeitos metabdlicos da testosterona. Esses
horménios atuam como moléculas sinalizadoras que influenciam no crescimento prostético
(LOPACYNSKI et al., 2001) Esses hormonios sdo usual mente utilizados em meio de cultura
para promover o crescimento das células epiteliais prostéticas e também afetam a homeostase
prostética sob condicfes “ artificiais” in vivo.O Cortisol pode reverter ou retardar processos
moleculares associados com morte celular programada na glandula prostética (DAVIES &
RUSHEMERE, 1990).

Estudos demonstraram que fragmentos do receptor de glicocorticoide podem ligar-se a
IDE e inibir a sua capacidade de degradar a insulina in vitro (KUPFER et al, 1994).Além
disso, os horménios glicocorticoides podem inibir a capacidade da insulina de ligar-se a IDE,
um processo essencial para que a sinalizacdo intracelular normal ocorra (HARADA, 1996).

A utilizagdo de um modelo de diminuicéo da sensibilidade a insulina induzida por 5

dias de administracdo de dexametasona prové um ambiente hiperinsulinémico e pode ser Util
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para elucidacOes a cerca do efeito dainsulina e IDE sobre a homeostase prostética (RIBEIRO
et a., 2008, BARBOSA, 2003).

V. A préstata como modelo experimental: influéncia da IDE no
crescimento prostatico

A préstata ndo € um érgdo homogéneo, sendo constituida por uma diversidade de
tecido, tanto glandular (epitélio) como ndo glandular (estroma). Na préstata humana normal
duas regides anatdmicas distintas podem ser identificadas, uma interna e outra externa. A
prostata externa representa maior parte da glandula e clinicamente relaciona-se com o cancer
prostético ao passo gque na parte interna tem origem a hiperplasia prostética (BOUNDON et
al, 1996, MONT!I e cals., 2000;).

Estudos morfol 6gicos sugerem que o estroma prostatico tem um papel critico sobre o
crescimento e maturacdo do epitélio prostético através de efeitos parécrinos e autocrinos
(fatores de crescimento) responséveis pela proliferagdo de ambos estroma e epitélio glandular,
afetando o crescimento e maturacdo do epitéio prostético (LOPACZYNSKI et a, 2001). As
interacOes entre epitélio e estroma sdo importantes tanto para o desenvolvimento prostatico
como para a progressdo de tumores na glandula (AUGUSTO et a, 2008). O estroma é o
indutor do desenvolvimento da prostata tanto no periodo da embriogénese como da
puberdade, mas também durante a vida adulta, estando implicado na patogénese da doenca
prostatica (MONTI et al, 2001). O crescimento e afisiologia epitelial dependem da expressdo
de receptores de horménios esterdides de alguns tipos celulares e das interacfes parécrinas
estabelecidas secundariamente a estimulagdo androgénica (AUGUSTO et a, 2008).0s
horménios androgénicos agem na préstata a fim de promover o seu desenvolvimento,
diferenciac8o e para a manutencdo do amadurecimento morfoldgico do érg&o.No crescimento
da prostata no adulto, a testosterona age através do musculo liso, fibroblastos via receptores
epiteliais de andrégenos (HAYWARD et a, 1996). Os androgenos mantém o epitélio
prostatico num estado de diferenciacdo e crescimento permanente e a atividade da
testosterona no epitélio estimula a sua fungdo secretéria (PLANTZ et al, 1999). A testosterona
€ metabolizada em 5a-dihidrotestosterona (DHT), a qual forma um complexo com o receptor
de andrégeno para ativar elementos de resposta hormonal especifica e ligar-se a0 DNA
(GRIFFITHS et a, 1999). No estroma prostéico a DHT media mecanismos regulatorios
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induzindo a producéo de varios fatores de crescimento que modulam vias de traducéo do sinal
de células epiteliais para promover o crescimento e diferenciacdo (LOPACZYNSKI et d,
2001)

Os estrogenos, glicocorticdides, horménios peptideos, fatores de crescimento e
agentes esterdides também atuam como sinalizadores influenciando o crescimento da prostata
(MARCELLI & CUNNINGHAM, 1999, UDAYAKUMAR et a, 1999, .LOPACZYNSKI et
al, 2001)

Em qualquer periodo da vida adulta, o tecido epitelial prostatico é alvo de uma gama
de fatores regulatdrios que agem em combinacdo para produzir, caracteristicamente, um
programa coordenado de expressao genética, resultando no equilibrio homeostético (CUNHA
1996; THOMSON, 2001).

A perturbacdo no processo de regulacdo conseguiente a uma superproducdo, auséncia
ou introducdo de um ou mais componentes, inevitavelmente altera o padrdo normal de
transcricdo genética, causando aberragbes na proliferacdo celular (PAPATSORIS &
PAPAVASSILIOU, 2001). Sob condigdes normais, a interrupgdo do suprimento testicular de
andrégenos (castracdo) dé inicio a um processo de morte celular programada que resulta na
involugéo da prostata (DAVIES e RUSHEMERE, 1990)

Sabe-se que hormoénios como andrégenos, estrégenos e glicocorticoides agem como
fatores extrinsecos na prostata, estimulando o crescimento da mesma. Os efeitos desses
horménios parecem ser mediados por fatores intrinsecos produzidos pela glandula: EGK
(fator de crescimento epidérmico), KGF (fator de crescimento queratindcito), IGF-I (fator de
crescimento semelhante & insulina 1), IGF-11 (fator de crescimento semelhante ainsulina 2) e
FGF (fator de crescimento fibroblastico). Sob influéncia modulatéria dos hormbnios
esterdides, tais fatores promovem diretamente efeitos mitogénicos estimulatorios da
proliferacdo celular (STEINER , 1993; PHEEHL et a, 1996; GNANAPRAGASAM et d,
2000).

Em condicbes de proliferagdo celular (tratamento do animal castrado com
testosterona) observa-se um aumento na sintese de receptores de androgénio, de receptores de
IGF-1 e CK-Il (caseinakinase I1), assim como de outros efetores intracel ulares que participam
na traducéo do sinal hormonal mitogénico (BARNARD et a, 2002). Por outro lado, a atrofia
patol 6gica de 6rgéos enddcrino-dependentes apos a retirada da estimulagdo hormonal tréficaé
acompanhada por macica onda de apoptose, 0 que tem sido identificado em prostata apos a
castracdo (KIESS e GALLAHER, 1998). O numero de sitios de ligacdo de andrégenos no

citosol prostético diminui significativamente apés 4-7 dias de orquiectomia bilateral. Em
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contraste ao receptor citosolico, o controle hormonal do receptor nuclear de andrégenos €
ainda pobremente conhecido (BLONDEAU et &, 1982). A rapida indugéo da proliferacdo e
recapitulagdo da glandula a qual é observada quando a testosterona é re-administrada e a
habilidade da préstata em criar mdltiplos ciclos de involucdo em resposta a retirada e re-
administracdo de testosterona indicam a presenca de células progenitoras responsivas a
androgenos na forma de populagfes ou isoladas  no epitélio prostatico (MIROSVICH et d,
1999)

Kuo e col. (1993) observaram que a IDE esta expressa e € regulada de diferentes
maneiras durante o desenvolvimento e crescimento de diversos tecidos, mas principa mente
no sistema reprodutivo masculino. A IDE foi identificada como um fator citoplasmético que
facilita a unido do receptor de andrégeno (AR) e de glicocorticoide (GR) ao DNA nuclear, o
gue resulta numa otimizagdo das agGes de ambos receptores (KUPFER e col., 1994).Em
estudos prévios (Udrisar et al, 2005) demonstrou-se que em situagdes de proliferacéo e
apoptose celular a IDE encontra-se aumentada e diminuida respectivamente na fracéo
citosolica de prostata de ratos

Ao contrario dos ja estabelecidos eventos dos andrégenos e oestrogenos nas células
estromais prostéticas, raros estudos existem sobre o significado dos glicocorticdides nas
sindromes prostaticas (ALBRECHT et a., 2002) Varios fatores etiologicos tém sido
propostos para 0 desenvolvimento da hiperplasia prostética e especialmente horménios
esterdides estdo associados com a patogénese da hiperplasia prostética. Entretanto, o
mecanismo preciso de sua fisiopatologia esta longe de ser completamente compreendido. Em
estudos com ratos aimentados com dieta com alto teor de gordura, Vikram et a (2010)
demonstraram uma elevada proliferacdo na prostata de ratos adultos resistentes a insuling,
fazendo o link entre hiperinsulinemia e hiperplasia prostética .Hipoinsulinemia e castracéo
experimental causam uma diminui¢do no peso da prostata e a hiperinsulinemia induzida por
dieta leva a um aumento na proliferacdo celular e no alargamento da prostata (VIKRAM et
al.,2010). Demonstrou-se que a insulina atrasa 0 aumento da apoptose induzido pela castragéo
na prostata de ratos diabéticos e que os efeitos antiapoptéticos da insulina nas células
epiteliais da prostata ventral ocorreram tanto na presenca como na auséncia do estimulo
androgénico (DAMAS-SOUZA et d., 2010).

Dessa forma, objetivou-se com esse trabaho investigar os efeitos da dexametasona,
testosterona e dexametasona mais testosterona na ultraestrutura celular da prostata ventral de

ratos apos a castracdo bem como naregulacéo da IDE.
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OBJETIVOS

O intuito deste trabalho foi estudar os efeitos da dexametasona, e da testosterona
administradas separadamente ou combinada sobre o remodelamento da préstata ventral em
ratos castrados. Objetivou-se também quantificar a IDE e o receptor de androgeno em células
epiteliais de prostata ventral e a degradacdo da *l-insulina nas condicdes de morte e

proliferacdo celular.

Objetivos especificos:

Determinar 0 peso da préstata e a relagdo peso da préstatal peso corpora dos animais
tratados com dexametasona e testosterona apods a castracao.

Determinar a degradacdo da **I-insulina na fracéo citosdlica de um homogeneizado
de prostata ventral dos animais tratados com dexametasona, testosterona e dexametasona mais
testosterona apos a castragéo.

Determinar, por ultramicroscopia as ateragdes celulares observadas nas prostatas dos
animais submetidos aos diferentes estimulos (testosterona, dexametasona e dexametasona
mais testosterona e apds a castracéo )

Quantificar (por imunocitoquimica) a IDE e AR na célula como um todo e no nicleo

de células epiteliais da glandula prostatica.
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METODOS

. Animais e tratamento

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, com pesos entre 250 e 300g, com
aproximadamente 90 dias de idade, provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacol ogia da Universidade Federal de Pernambuco recebendo ragdo Labina e aguafiltrada
ad libitum.

Os animais foram mantidos sob sistemas de ventilagéo e iluminagdo natural (12 hs
claro/12 hs escuro) e temperatura que varia entre 25°C e 29°C.

A castracéo foi realizada através de incisdo escrotal sob CO, e anestesia.

Os ratos foram sacrificados por inalacdo de CO, seguida de decapitacéo e as prostatas
ventrais foram retiradas rapidamente, pesadas e imediatamente armazenadas em nitrogénio
liquido para andlise.

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo comité de ética da Universidade
Federa de Pernambuco.

Os animais na idade adulta (90 dias) foram divididos nos seguintes grupos

experimentas.

e Castrado: castrados por via trans-escrotal anestesiados com ketamina
(Anasedan, Sespo Comércio e Industria- Ltda.,, S&o Paulo, Brasil) na dose de
87mg/Kg i.m. e xelazina (Dopolen, Sespo Comércio e Industria- Ltda., Séo
Paulo, Brasil) na dose de 13mg/kg i.m.. Tratados com injecéo subcutanea de
veiculo.

e Intacto: mantidos sob as mesmas condi¢gdes ambientais dos demais grupos
experimentais recebendo agua e ragcdo ad libitum.

e Castrado e tratado com dexametasona: castrados por via trans-escrotal e no
primeiro dia apds a castracdo tratados com comprimido de dexametasona
(Decadron, Lab Merck Sharp & Dohme, Brasil) na dose de 1mg/ 100g de peso

corporal dissolvido na agua de beber durante 6 dias consecutivos.
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e Castrado e tratado com propionato de testosterona: no terceiro dia apés a
castragdo os animais foram tratados com 300 pg/Kg de peso corporal/dia de
propionato de testosterona (Sigma Chemical Co., USA) em 0,1 ml de 6leo de

milho, por via subcutanea, durante 3 dias consecutivos.

e Castrados e tratados com dexametasona e testosterona: no primeiro dia apos a
castracdo os ratos foram tratados com dexametasona (1mg/ Kg de peso
corporal) na &gua de beber durante 6 dias consecutivos. No terceiro dia apos a
castragdo os animais foram tratados com 300 pg/ml de peso corporal/dia de
propionato de testosterona em 0,1 ml de 6leo de milho, por via subcuténea,

durante 3 dias consecutivos.

Apbs 24 horas da dltima injecdo e 6 dias apOs a castragdo, os animais foram
sacrificados através da indlacdo de CO, seguida de decapitagdo e a préstata ventral foi
retirada, pesada e separada em amostras para a determinagdo da metabolizagéo da insulina
(UDRISAR et a, 2005), para andlise de microscopia eletrbnica e imunocitoquimica.
Amostras de sangue dos ratos em jejum (12-14 horas) foram obtidas da ponta da cauda dos
animais e a concentracéo da glicose total foi mensurada utilizando um glicosimetro (Accu-
Chek Advantage, Roche, Brasil)

Il. Preparacéo da fracdo citosolica da prostata ventral de rato e
estudo da degradacdo da **l-insulina

A fragdo citosdlica foi obtida através da ultracentrifugacdo diferencial de um
homogenizado. As prostatas obtidas dos ratos dos grupos experimentais j& mencionados
foram cortadas em peguenos pedagos e homogeneizadas em 2ml tamp&o (10 mM TrissHCL,
pH 7.4, 15% glicerol[vol/vol],1,5 mM de EDTA, 2mM Mercaptoetanol, 3mM MgCl2, 3mM
CaCl2 adicionado a inibidores de proteases em um homogeneizador de 7ML de teflon-vidro
(Kontes, Vineland,NJ) a 2ML por grama de préstata.O homogeneizado foi filtrado através de
papel de nylon e centrifugado a 700 x g durante 10 minutos. O sobrenadante foi centrifugado

a 100.000 x g durante 60 minutos. O sobrenadante resultante foi considerado a fragéo
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citosolica. Em seguida, foi feita a purificacéo da fracdo citosolica por precipitacdo, através da
adicéo de 0,42 g de sulfato de ambnia/ML de sobrenadante, 60% de saturagdo. Este material
foi submetido novamente a centrifugacdo (17.000 g por 20 minutos), o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi dissolvido em tampdo (1,5 mM EDTA, 10% glicerol [vol/vol], 10
mM MgCI2, 10 mM Tris-Hcl, pH 7.4) Este material foi utilizado para estudo da degradacéo da
15| _jnsulina e recol heu-se amostra para a determinaco da concentracio de proteinas totais através
do método de Bradford (BRADFORD, 1976). Em todos os experimentos a degradacéo da |-
insulina foi determinada por precipitagdo com 5% de TCA, através de contador de radiacéo
gama, considerando-se a radioatividade soltivel como material degradado (UDRISAR et a,
2005). O controle da **I-insulina (precipitacdo com TCA sem fracdo citosolica) apresentou
mais de 92% de insulina intacta. Os valores foram fornecidos como porcentagens da *%°I-
insulina por 60 pg/ml  de proteina citosdlica As concentracbes de proteinas foram
determinadas baseadas em Bradford (1976) usando albumina bovina sérica como padréo. Os
dados foram expressos como meédia + desvio padréo (n=3 de 9 determinagdes experimentais)

de pelo menos 2 experimentos diferentes.

lIl. Preparacéo da **I-insulina monoiodada

O método utilizado para marcar ainsulinafoi o de “lodo Beads”. Nesse procedimento
foram utilizados reagentes de iodinacdo da Pierce Biotechnology. Essa técnica utiliza-se da
incubacdo das esferas & solucdo tampéo de | e & proteina em questdo (insuling). O iodo
radioativo incorpora-se a proteina por oxidacdo quimica. O procedimento de separacdo da
insulina nativa da marcada envolveu uma cromatografia em DEAE-Bio-Gel-A Agarose. A
insulina assim obtida possui atividade semelhante a insulina ndo-iodada (UDRISAR &
WANDERLEY, 1992).



28

IV. Degradacdo da **l-insulina

Em todos os experimentos a degradacdo da '#l-insulina foi determinada por
precipitacdo com 5% de TCA, considerando-se a radioatividade solivel como material
degradado (UDRISAR et a, 2005).

V. Analise por microscopia eletrénica

Fragmentos da préstata ventral de animais pertencentes a cada grupo experimental
citados anteriormente foram processados para andlise por microscopia eletronica. Para
procedimentos de rotina, os fragmentos das prostatas ventrais dos diferentes grupos
experimentais foram fixados “overnight” numa solucéo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4%
de paraformaldeido em tampé&o cacodilato 0,1 M. Apos fixagdo, as amostras forma lavadas
duas vezes no mesmo tampdo e entdo pds-fixadas numa solugdo contendo 1% de tetroxido,
2mM de Cloreto de Calcio e 0,8% de ferricianeto de Potédssio em 0,1 M de tamp&o
Cacodilato, pH 7,2, desidratado em acetona e embebido em Embed 812. A polimerizagéo foi
realizada a 60° C por 3 dias (SARAIVA et d, 2006) Cortes ultrafinos foram coletados em
grades de cobre 300-mesh , contrastados com 5% de acetato de uranila e de acetato de
chumbo e examinados no microscopio eletronico de transmissdo FEI Morgani. (SARAIVA et
al, 2009)

VI. Analise por imunocitoquimica

Para estudo imunocitoquimico, as prostatas ventrais foram fixadas “overnight” numa
solucdo contendo 0,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1 M.
Apos fixagdo, as amostras forma lavadas 3 vezes no mesmo tampéo, incubadas com 50mM de
cloreto de aménia por 40 minutos, desidratadas em etanol e embebidas em resina LR-White.
A polimerizago foi realizadaa 30° C por 5 dias (PEIXOTO et al, 1999)
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Ultrasecgdes das préstatas foram ent@o cortadas utilizando navalha de diamante e
coletadas em grades de niquel. Foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente em
0,02 M PBS, pH 7,2, contendo 1% BSA e 0,01% de Tween 20 (PBS-BT). As sec¢Oes foram
incubadas por 1 hora com o primeiro anticorpo anti IDE ou anti-AR na dilui¢do de 1:50.As
seccOes foram entdo lavadas em PBS-BT e incubadas com o segundo anticorpo,10 nm anti
mouse 1gG, marcado com ouro. Como controle do anticorpo, as secgdes foram incubadas
somente na presenca de marcador de particulas de ouro. Os cortes foram contrastados com 5%
de acetato de uranila e de acetato de chumbo (PEIXOTO et a, 1999).

As andlises quantitativas foram realizadas por fotomicrografia com magnitude final
de. 28.000X. Analisaram-se amostras retiradas de 10 diferentes, randomizadas, porcdes do
nucleo e citoplasma através da comparacéo do nimero de particulas marcadas com ouro entre
os diferentes grupos experimentais.

VIl Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (n = 3 de pelo menos 9
determinacfes experimentais) de pelo menos 2 experimentos diferentes. Os dados foram
analisados pela ANOVA (ANOVA, Dunnet Multiple Comparison Teste), Comparactes
estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o teste t de Students. A regressdo
linear foi calculada entre a IDE nuclear e o peso prostético relativo. O nivel de significancia

foi de P< 0.05



RESULTADOS

Os resultados geraram a elaborac&o do artigo original submetido arevista
International Journal of Experimental Pathology a seguir relacionado.
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Abstract

Insulin-degrading enzyme (IDE) has been shown to enhance the binding of androgen and
glucocorticoid receptors to DNA in the nuclear compartment. Glucocorticoids cause
hyperglycemia, periphera resistance to insulin and compensatory hyperinsulinemia. The am
of the present study was to investigate the effect of dexamethasone (D), testosterone (T) and
dexamethasone plus testosterone (D+T) on the regulation of IDE and on the remodeling of rat
ventral prostate after castration (C). Castration led to a marked reduction in prostate weight
(PW). Body weight (BW) was significantly decreased in the castrated animals treated with
dexamethasone and the relative PW was 2.6-fold (£ 0.2) higher in the D group, 2.8-fold (+
0.3) higher in the T group and 6.6-fold (+ 0.6) higher in the D+T group in comparison to the
castrated rats. Ultrastructural alterations in the ventral prostate in response to androgen
deprivation were restored after testosterone and dexamethasone plus testosterone treatments
and partialy restored with dexamethasone alone. The nuclear IDE protein level indicated a
4.3-fold (= 0.4) increase in castrated rats treated with D+T when compared to castration alone.
Whole cell IDE protein levels increased approximately 1.5-fold (£ 0.1), 1.5-fold (+ 0.1) and
2.9-fold (= 0.2)inthe D, T and D+T groups, respectively, when compared to castration alone.
In conclusion, the present study reports that dexamethasone induced hyperinsulinemic
condition plus exogenous testosterone treatment leads to synergistic effects of insulin and
testosterone in the prostatic growth and in the amount of IDE in the nucleus and whole

epithelial cell.

Keywords: insulin-degrading enzyme, castration, prostate, testosterone, glucocorticoid,

insulin resistance, ultrastructure
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Introduction

Insulin-degrading enzyme (IDE), a zinc metalloprotease with a molecular weight of
~110 kDa, was first discovered by Mirsky as “insulinase” (Mirsky and Broh-Kahn 1949).
IDE degrades insulin, amyloid-p (A-B) peptide (Qiu et al. 1998), peptides that are critically
important in the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus (DM2) and Alzheimer's disease
(AD) respectively, and also insulin-like growth factors | and Il transforming growth factor-o.
and other bioactive peptide substrates (Duckworth et al., 1998, Guo et al, 2010). Studies on
insulin processing (Udrisar et al. 1984), proteasome modulation (Duckworth et al., 1998), -
amyloid peptide clearance regulation (Kurochkin, 1998) and interaction with androgen
receptor and glucocorticoid receptor (Kupfer et al. 1993) suggest that IDE is a multi-
functional protein with broad and relevant rolesin several basic cellular processes. The ability
of IDE to interact with and enhance the DNA binding of AR and GR suggest that IDE may be
important for transcriptional activity of these receptors (Kupfer et al. 1993). In a previous
work, we showed that testosterone and estrogen regulates the expression and activity of IDE
in male and female reproductive system respectively, where IDE is involved in celular
growth and differentiation (Udrisar et al. 2005). However, the precise mechanism of the
physiological role of IDE is yet to be established. It is well known that the administration of
glucocorticoids leads to an increased production of hepatic glucose, periphera resistance to
insulin action and compensatory hyperinsulinaemia as well as an increase in pancregtic islet
mass (Rafacho et al. 2008). Many risk factors for benign prostatic hyperplasia (BPH) such as
insulin, insulin like growth factors (IGFs), and dyslipidemia might acts through androgen-
independent mechanism and it appears that prostate cancer may be an additional aspect of the
insulin-resistance syndrome (Barnard et al. 2002). Vikram et al. (2010) have recently reported
a correlation between hyperinsulinemia and prostate growth linking hyperinsulinemia with

BPH in insulin resistant rats. After castration, the rat ventral prostate undergoes regression
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due to the induction of apoptosis in the epithelial cells of the gland. However, treatment with
testosterone stimulates the re-growth of the prostate gland (Cunha et al. 1987). The aim of the
present study was to investigate the effect of dexamethasone, testosterone and dexamethasone
plus testosterone on the regulation of IDE and the remodeling of rat ventral prostate following
castration. The results reveal that the level of IDE increased in the nucleus as well as the
whole cell during prostatic re-growth promoted by dexamethasone plus testosterone after rats
castration. Therefore, the increased expression of insulin degrading enzyme could be
important to tissue remodelling after dexamethasone and testosterone treatment in castrated

rats.

Materialsand Methods

Animals

Adult male Wistar rats weighing 250 to 300 g, bred in our animal facilities, were housed
under a controlled conditions (temperature: 25° to 29° C; light from 6 am to 6 pm) with free
access to standard laboratory chow and tap water. Castration was performed via a scrotal
incision under CO; followed by ether anesthesia. After one day, two groups of animals began
to drink water containing dexamethasone (Decadron, Lab. Merck Sharp & Dohme, Brazil) at
doses calculated based on the water intake of each rat to represent approximately 1 mg/Kg
dexamethasone (D) per rat per day (Saad et al. 1993). Oral D administration was continued
until the rats were sacrificed. Three days after castration, two groups [Castrated +
Testosterone (T) and Castrated + D + T] received 300 pug/100 g body weight of testosterone
propionate (Sigma Chemical Co., USA) in corn oil injected subcutaneously daily for three
days (Udrisar et al. 2005). The other group (castrated alone) received a vehicle instead of
testosterone propionate. This yielded four experimental groups. castrated (C), castrated plus

dexamethasone (D), castrated plus testosterone (T) and castrated plus dexamethasone plus
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testosterone (D + T). Rats were sacrificed 24 hrs after the final injection and six days after
castration by exposure to CO,, followed by decapitation. The ventral prostate was immediately
removed, weighed and placed in the corresponding buffers for ultrastructural and
immunocytochemical studies or stored in liquid nitrogen for the insulin degradation study.
The relative weight is given as percentage of ventral prostate weight divided by whole body
weight; the value obtained for intact rat was taken as 100% (de Carvalho et al. 1997). Blood
from fasted (12-14 hr) rats was obtained from the tail tip and whole-blood glucose
concentrations were measured using a glucometer (Accu-Chek Advantage, Roche, Brazil).
The local ethics committee for anima experimentation at the institution approved al
treatments.

Preparation of Cytosolic Fractions from Rat Ventral Prostate and Degradation Assay
The preparation of the cytosolic fraction and '#I-insulin degradation were performed in
separate groups, as described in detail elsewhere (Udrisar et al. 2005). **I-insulin control
(precipitation with TCA without the cytosolic fraction) contained more than 92% intact
insulin; hence, the experimental results were corrected for this value. Vaues are given as
percentage of ®l-insulin degradation per 60 pg/ml of cytosolic protein. Protein
concentrations were determined based on Bradford (1976), using bovine serum albumin as the
standard.

Electron transmission microscopy

For routine procedures, fragments of the ventral prostate from the rats of the different groups
(intact, C, D, T and D+T) were fixed overnight in a solution containing 2.5% glutaraldehyde
and 4% paraformaldehyde in 0.1M cacodylate buffer. After fixation, the samples were washed
twice in the same buffer, post-fixed in a solution containing 1% osmium tetroxide, 2 mM
calcium chloride and 0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2,

dehydrated in acetone, and embedded in Embed 812. Polymerization was carried out at 60° C



36

for three days (Saraiva et al. 2006, 2009). Ultrathin sections were collected on 300-mesh
nickel grids, counterstained with 5% urany| acetate and lead citrate and examined with a FEI
Morgani 268D transmission electron microscope. For the immunocytochemica study, the
samples from the castrated, dexamethasone, testosterone and dexamethasone plus testosterone
groups were fixed overnight in a solution containing 0.1% glutaradehyde and 4%
paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer. After fixation, the samples were washed three
times in the same buffer, incubated with 50 mM ammonium chloride for 40 min, dehydrated
in ethanol and embedded in LR-White resin. Polymerization was carried out at 30° C for five
days. This procedure was carried out as described by Peixoto et al. (1999).

I mmunocytochemistry

Ultrathin sections of ventral prostate from the castrated, dexamethasone, testosterone and
dexamethasone plus testosterone groups were cut with a diamond knife, collected on nickel
grids and incubated for 30 min at room temperature in 0.02 M PBS, pH 7.2, containing 1%
BSA and 0.01% Tween 20 (PBS-BT). The sections were then incubated for one hour with
primary antibodies against IDE (mouse monoclona antibody, MM S-282R, Covance Research
Products, USA) or against AR (mouse monoclona antibody AR441:SC-7305, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA) at adilution of 1:50 in PBS-BT. The sections were then washed in
PBS-BT and incubated with a secondary antibody — 10 nm colloidal gold-labeled goat anti-
mouse 1gG. As the antibody control, sections were incubated only in the presence of the gold-
labeled marker. Following the immunostaining procedures, the sections were counterstained
with 5% uranyl acetate and lead citrate (Peixoto et al. 1999). Quantitative analysis was
performed on photomicrographs at a final magnification of 28.000X taken from 10 different,
randomly chosen, portions of nucleus and cytoplasm for the comparison of the numbers of
gold-labeled particles among the different groups using the Student’s t test. Since the samples

were processed in an identical manner, no correction of tissue shrinkage was performed.
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Statistics

Results are expressed as the mean = SEM (n = 3 to 9 experimenta determinations) of at |east
two different experiments. The data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA,
Dunnett Multiple Comparison Test). Statistical comparisons between groups were performed
using the Student’s t-test. Linear regression was calculated between the nuclear IDE and the

relative prostate weight. The level of significance was set at P < 0.05.

Results

Body weight (BW) was significantly decreased (Fig 1A) and glucose increased (Fig 1B) in
animals treated with dexamethasone. Castration led to a marked reduction in absolute and
relative prostate weight (Fig 2A and B). Five days after dexamethasone treatment, three days
after the administration of testosterone or both dexamethasone plus testosterone to castrated
rats, the regression of absolute and relative prostate weight (PW) was significantly inhibited
in castrated plus D group and significantly restored in castrated plus T and castrated plus D
plus T groups (Fig 2A and B). The relative PW was 2.6-fold (+ 0.2) higher in the D group,
2.8-fold (= 0.3) higher in the T group and 6.6-fold (+ 0.6) higher in the D+T group in
comparison to the castrated rats (Fig 2B). In intact rats, the ultrastructure of the acinar
epithelium of the ventral prostate was characterized by columnar cells with a basa nucleus at
the periphery, rough endoplasmic reticulum (RER) intensively arranged in the perinuclear
surface, Golgi complex scattered throughout the cytoplasm and mitochondria well distributed
in the cell; secretory vacuoles were mainly in the apical region and homogenous secretion was
observed in the lumen of prostate acini (Figure 3: A and B). In castrated rats, the acinar
epithelium of ventral prostate was characterized by marked atrophy of the organelles; the
RER was scarce and disintegrated; residual bodies were encountered in the cytoplasm; and a

heterogeneous el ectron-dense secretion was observed in the lumen of prostate acini (Figure 3:
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C and D). In castrated rats treated with dexamethasone, the epithelial cells exhibited dilated
organelles, including RER, Golgi and mitochondria, and the luminal space exhibited
homogenous secretion (Figure 3: E and F). The castrated rats treated with testosterone (Figure
3: G and H) and dexamethasone plus testosterone (Figure 3: | and J) had similar
characteristics to those of the control group (intact rats); abundant RER, Golgi complexes,
mitochondria scattered throughout the cytoplasm and homogenous secretion in the lumen of
prostate acini were observed. Ultrastructural changes in the ventral prostate occurred in
response to androgen deprivation. The alterations were restored following treatment with
testosterone and dexamethasone plus testosterone and partialy restored with dexamethasone
aone. To study the effect of dexamethasone, testosterone and dexamethasone plus
testosterone on the activity and amount of the IDE in rat ventral prostate after castration, the
degradation of ®l-insulin in cytosolic fraction was measured (60 pg/ml of prostate
homogenate at 100,000 g for 60 mins for supernatant), along with the immunodetection of
IDE by immunocytochemistry. Figure 4 illustrates the effect of castration and castration
following by administration of dexamethasone, testosterone or both treatments on cytosolic
IDE activity. The insulin degradation analysis indicated a 1.4-fold (£0.1), 2.1-fold (+0.1) and
1.7-fold (x0.1) increase in IDE activity six days following castration inthe D, Tand D + T
groups, respectively, in comparison to the castrated group. Mouse monoclona antibody
against IDE was used to detect the presence of IDE in the nucleus and whole epithelial cell in
all experimental groups (Fig. 5). The immunocytochemistry analysis revealed the presence of
gold-labeled particles corresponding to the IDE protein in al groups and in both the nucleus
(A) and whole cells (B) (Fig. 6). The estimation of nuclear IDE protein level after
immunocytochemistry indicated a 4.3-fold (£0.4) increasein IDE protein levels six days after
castration in the rats treated with dexamethasone plus testosterone in comparison to castrated

rats. Whole cell IDE protein levels increased approximately 1.5-fold (+0.1); 1.5-fold (£0.1)
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and 2.9-fold (¥0.2) inthe D, T and D + T groups, respectively, in comparison to the castrated
rats. Figure 7 A and B displays the results of the immunocytochemistry analysis when the
antibody against AR was used. Nuclear AR (A) protein level indicated a 4.6-fold (£0.4), 10.5-
fold (x2.2) and 3.6-fold (+0.6) increase in the D, T and D + T groups, respectively, in
comparison to the castrated rats. Following the same pattern, the whole AR (B) protein level
indicated a 3.1-fold (£0.3), 5.1-fold (£0.7) and 3.0-fold (x0.3) increaseinthe D, Tand D + T
groups, respectively, in comparison to the castrated rats. Figure 8 shows that nuclear IDE
plotted against the relative prostate weight in all four groups (data derived from Figs. 6A and
2B) results in a linear correlation (r? = 0.944), suggesting that the altered relative prostate

weight observed in all four groupsisrelated to the nuclear IDE level.

Discussion

Following castration, the rat ventral prostate undergoes regression due to the induction of
apoptosis in the epithelia cells of the gland. However, treatment with testosterone stimulates
the re-growth of the prostate gland (Cunha et al. 1987). It is established that administration of
dexamethasone leads to an increased production of hepatic glucose, peripheral resistance to
insulin  and compensatory hyperinsulinaemia (Saad et al. 1993). Experimenta
hypoinsulinemia and castration causes decrease in the weight of prostate and diet-induced
hyperinsulinemia causes increase in the cellular proliferation and the enlargement of the
prostate gland (Vikram et al. 2010). It was showed that insulin delays castration associated
increased apoptosis in the prostate of diabetic rats and that the survival and antiapoptotic
effect of insulin on ventral prostate epithelial cells was in both the presence and absence of
androgen stimulation (Damas-Souza et al.2010). Thus, chronic change in the systemic insulin
level affect the growth of the prostate gland. It has been shown that IDE is regulated during

development and is differentially expressed in various rat tissues, supporting the possibility
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that IDE plays a physiological role in the regulation of cell growth and development (Kuo et
al. 1993; Udrisar et al. 2005). In the present study, the effect of dexamethasone-induced
hyperinsulinemia, testosterone and dexamethasone plus testosterone on the activity and
guantity of IDE in ventral prostate after castration was investigated, along with the
remodeling of rat ventral prostate. The prostate was used as a suitable model of castration-
induced apoptosis and testosterone-induced cell proliferation (re-growth of the prostate gland
after castration) with the addition of dexamethasone-induced hyperinsulinemia in both
experimental conditions. Castration, as expected, produced a marked reduction in absolute
prostate weight (PW). The regression of PW was significantly inhibited in castrated plus D
group and significantly restored in castrated plus T and castrated plus D plus T groups. These
results are magnified when expressed as relative PW because body weight was significantly
decreased in animals treated with dexamethasone. The reduced regression in castrated plus D
group and the re-growth of prostate gland after dexamethasone plus testosterone treatment in
castrated rats can be attributed to high dose of dexamethasone-induced hyperinsulinemia.
Yono et al. (2008) addressed that the higher prostatic weight in genetically diabetic rats as
compared to STZ-treated hypoinsulinemic rats was due to difference in the level of insulin. In
addition, the survival and antiapoptotic effect of insulin on ventral prostate epithelial cellswas
recently reported by Damas-Souza et al.(2010). In contrast, it was showed that
dexamethasone treatment in intact rats resulted in atrophy and decreased proliferative activity
of prostatic epithelial cells (Ribeiro et al. 2008). Under the condition of castration plus D, plus
T and plus D+T, there was an increase in IDE activity in the cytosolic fraction of the prostate
homogenate as well as the amount of IDE in the whole cell when compared to castration
alone. The androgen receptor (AR) level also increased in the proliferative state in the nucleus
and whole cell, but to alower degree when in the presence of dexamethasone. The increasein

the amount of IDE in the nucleus and whole cell in the D + T group suggests an additive
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effect of hyperinsulinic state induced by dexamethasone and testosterone treatment. The same
additive effect between insulin-testosterone was aso found in the prostate weight and in the
relative prostate weight. Thus, the present study demonstrates a positive correlation between
nuclear IDE and the relative PW. Recently, it was reported the synergistic action of insulin
and testosterone in the prostatic growth (Fan et al. 2007). The importance of hyperinsulinemia
and testosterone in the activity and amount of IDE was aso previously reported by us
(Udrisar et al. 1984, 2005). Further, literature also supports molecular basis for the interaction
between insulin and androgen signaling (Fan et al. 2007; Srinivasan and Nawaz, 2010).
Ultrastructural changes occurred in the acinar epithelium of ventral prostate in response to
androgen deprivation. These aterations were restored following treatment with testosterone
and dexamethasone plus testosterone and were partialy restored with dexamethasone aone.
The development, growth and function of the prostate are known to be androgen dependent
(Cunha et al. 1987) and AR levels are regulated by androgens (autoregulation). While
androgen stabilizes AR levels, glucocorticoids block this effect and predominate, as
demonstrated by Burnstein et al. (1995) and the present study. Androgen action is mainly
indirect, occurring through the prostatic production of certain growth factors (Steiner 1993,
Lopaczynski et al. 2001, Cunha 1996). These locally produced growth factors are considered
autocrine and/or paracrine mediators of the stromal-epithelia interaction (Culig 1996). A
number of studies have indicated that insulin-like growth factors (IGFs), epidermal growth
factor (EGF), keratinocyte growth factor, TGF-«, and basic fibroblastic growth factor are
mitogenic in prostate tumor cells and normal prostate cells (Steiner 1993, Culig et al. 1996,
Cohen et al. 1991, Byrne et al. 1996). A link between hyperinsulinemia and benign prostate
hyperplasia has recently been demonstrated in insulin-resistant rats (Vikram et al. 2010).
Some of these growth factors are IDE substrates, such as insulin, IGFs and TGF-a, or bind to

IDE, such as EGF (Gehm 1991, Mishin 1989). Moreover, there is evidence that IDE and the
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receptors for insulin and | GFs share a common anatomic distribution (Bondy et al. 1994). As
IDE is a protease that degrades insulin and growth factors, it is feasible to presume that the
increase in growth factors that occurs in the prostate in situations of cell proliferation may lead
to an increase in the growth factor receptors and, consequently, to an increase in IDE in order
to terminate the growth signal. On the other hand, a reduction in the expression and/or
bioavailability of these growth factors may lead to apoptosis. Castration is known to
significantly reduce the local expression and concentration or bioavailability of certain
prostate-derived growth factors that affect prostate cell proliferation (Nishi et al. 1996,
Nickerson et al. 1998). This reduction in the expression and/or bioavailability of growth
factors leading to apoptosis must consequently lead to a reduction in IDE. A previous study
demonstrated a reduction in both the level and activity of IDE in the prostate gland of
castrated animals and revealed IDE in the nuclear fraction of the ventral prostate with no
degradation activity, thereby suggesting that proteolytic activity is not the sole physiological
function of this enzyme (Udrisar et al. 2005). Furthermore, the presence of IDE in the nucleus
and its lack of degradation activity may suggest an interaction between IDE and AR, as has
been reported previously (Kupfer et al. 1993, Kupfer et al. 1994, Udrisar et al. 2005). The
inhibition of IDE activity has been shown to be necessary for the accumulation of insulin or
insulin-cytosolic protein complexes in nuclei (Cresto et al. 1984, Harada et al. 1999). It has
been demonstrated that IDE activity is inhibited by a phosphorylation reaction (Udrisar,
Wanderley 1992) and that ATP induces conformational changes in IDE and inhibits insulin
degradation in vitro (Camberos et al. 2001). Furthermore, recent studies (Pivovarova et al.
2009, Fawcett, Duckworth 2009) suggest that the increase in intracellular ATP under
conditions of high glucose may result in the inhibition of IDE activity. It was recently
demonstrated in rats fed a high-fat diet that hyperinsulinemia per se can result in enhanced

mitogenic signaling in the prostate gland and consequent cell proliferation and prostate
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hyperplasia (Vikram et al. 2010). The regulatory protein function of IDE has also been
observed in different subcellular fractions, with different intracellular effectors related to
intracellular insulin action (Kupfer et al. 1994, Duckworth et al. 1997, Harada et al. 1999). It
has also been demonstrated that estradiol upregulates IDE in the rat uterus (Udrisar et al.
2005). Insulin-degrading enzyme degrades insulin and amyloid p-protein (Ap) and alterations
in the metabolism of these substrates are critically important in the pathogenesis of Type Il
diabetes mellitus and Alzheimer’s disease, respectively (Fawcett, Duckworth 2009, Perez et
al. 2000, Farris et al. 2003). It has been suggested that testosterone and 17p-estradiol reduce
the neuronal secretion of p-amyloid peptides in Alzheimer’s disease (Gouras et al. 2000, Xu
et al. 1998). It has also been demonstrated that ovariectomy and 17p-estradiol modulate the
levels of AP peptidesin the brain (Petanceska et al. 2000). A decrease in prostate weight has
been described as a consequence of hypoinsulinemia induced by STZ or alloxan and a greater
prostate weight has been reported in genetically diabetic rats (Yono et al. 2008). These
findings, together with those of the present study, demonstrate the important role of insulin in
the development and differentiation of the prostate gland. Thus, physiological conditions or
compounds that upregulate or disinhibit IDE would be expected to lower hyperinsulinism or
AP levels in vivo. The data presented here suggest that IDE may participate in prostatic
growth and that insulin plus testosterone may be an important factor for the expression and
regulation of IDE in this tissue. The possibility of a protein—protein interaction (IDE-insulin,
IDE-AR, IDE-GR) for IDE regulation exists (Kupfer S et al,1993,1994; Udrisar et al, 2005),
and may be important for various biological phenomena, such as insulin resistance,

Alzheimer’s disease and benign prostate hyperplasia.
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Figure 1. Body weight changes (panel A) and basal glycemia (panel B) in intact rats,
castrated (C) rats, castrated rats treated with dexamethasone (D), castrated rats treated with
testosterone (T) and castrated rats treated with dexamethasone plus testosterone (D + T); data
are expressed as mean £ SEM; n = 3; *P < 0.001 vs. intact (one-way analysis of variance
ANOVA, Dunnett Multiple Comparison Test); for conditions, see Materials and Methods.



50

=2 Intact A
3 Castrated
/) Castrated+D
Em CastraledsT
750 -
o 0 mmm Castrated«D-T
o
E "
£ 500+ *
(=]
]
=
2 *
L ——
w
o —
o
0
= Infact
C—1 Castrated B
3 Castrated+D
EEm Castraled-T
s 2009 mEE Castraled+D-T
i=
m -
©
=
@
)
(1]
‘5 10{]_ ¥
o e -
m —— —
=
®
&
0

Figure 2. Absolute and relative prostate weight (A and B) in castrated rats after five days,
castrated rats treated with dexamethasone (1mg/Kg per day for 5 days), castrated rats after 3
days plus 3 days of testosterone administration and castrated rats treated with dexamethasone
plus testosterone; data were obtained 6 days after castration; columns represent mean + SEM
of four to eight rats; *P < 0.01 vs castrated group, (one-way analysis of variance ANOVA,
Dunnett Multiple Comparison Test); for conditions, see Materials and Methods.
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Figure 3. Ultrastrutural analysis of epithelium of ventral lobe prostate; (A and B) control
columnar cells with basa nucleus (N), rough endoplasmic reticulum, mitochondria, well-
developed Golgi complex (arrow) and secretory vacuoles; (C and D) cells from castrated rats
with atrophied rough endoplasmic reticulum, mitochondria, Golgi complex (arrows) and
residual body (full star); lumina surface with heterogeneous €l ectron-dense secretion (empty
star); (E and F) cells from castrated rats treated with dexamethasone presenting dilated rough

endoplasmic reticulum, mitochondria and Golgi (arrow); secretory vacuoles in apical region
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and luminal space with homogenous secretion (empty star); (G and H) cells from castrated
rats treated with testosterone showing abundant rough endoplasmic reticulum, Golgi complex
(arrows), mitochondria and presence of secretory vacuoles; (I and J) cells from castrated rats
treated with dexamethasone plus testosterone presenting well-distributed rough endoplasmic
reticulum, Golgi complex (arrow) and mitochondria; RER = rough endoplasmic reticulum; M

= mitochondria; SV = secretory vacuoles; L = lipid droplet; Bar = 1 um.
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Figure 4. Cytosolic **I-insulin degradation in ventral prostates six days after castration in
castrated rats, castrated rats treated with dexamethasone (1 mg/Kg per day for 6 days),
castrated rats after 3 days plus 3 days of testosterone administration and castrated rats treated
with dexamethasone plus testosterone; Cytosolic proteins (60 pg/ml of prostate homogenate
at 100,000 g for 60 mins for supernatant) were incubated with ***l-insulin (20,000 cpm) in
500 pl of 20 MM Tris-HCI, with 10 mM MgCl,, pH 7.4, for 15 mins at 32° C. The reaction
was terminated by the addition of 0.4 vol TCA (50% v/v) and 0.6 vol bovine abumin (1%
wiv) at 4° C. After centrifugation, the pellet and supernatant were separated; the pellet was
washed and radioactivity was measured (radioactivity total = cpm pellet + cpm supernatant).
The radioactivity in the supernatant was considered degraded *#I-insulin. The degradation
was linear in relation to incubation time and cytosolic protein concentration. Values are
expressed as percentage of degraded '#°I-insulin (see Materials and Methods) per 60 ug/ml of
cytosolic protein. Results are expressed as the mean £+ SEM of three determinations; *P <
0.001 vs. castrated group, unpaired Student’s t-test.
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Figure 5. IDE immunocytochemistry. A and B - Few labeling was observed in castrated
samples for IDE in nucleus (A) and cytoplasm portion (B) (arrows). C and D - An increased
labeling to IDE in nucleus (B) and cytoplasm (D) was detected in cells from castrated rats
treated with dexamethasone plus testosterone (arrows). M, mitocondria; N, nucleus;, RER,
rough endoplasmic reticulum. Bars, 500nm.
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Figure 6. Quantitative analysis of gold-labeled particle distribution (anti-IDE as first
antibody) in nucleus (panel A) and whole cell (panel B) of the epithelium of the ventra
prostate lobe in C, D, T and D + T groups;* p < 0.0001 vs. castrated group, unpaired
Student’s t-test; for conditions, see Materials and Methods.
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Figure 7. Quantitative analysis of gold-labeled particle distribution (anti-AR as first antibody)
in nucleus (panel A) and whole cell (panel B) of the epithelium of the ventral prostate lobe in
C,D, Tand D + T groups* p < 0.0001, unpaired Student’s t-test ; for conditions, see
Materials and Methods.
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Figure 8. Correlation between nuclear IDE (gold-labeled particle; panel A of Figure 6) and
relative ventral prostate weight (panel B of Figure 2); Y -intercept when x= 0.0: 0.116 * 2.36,
X -intercept when Y =0.0: -0.7585, r ? = 0.944; Pearson r: 0.972; total number of values: 40.
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CONSIDERACOESFINAIS

O desenvolvimento estrutural e funcional da préstata € um fenémeno muito complexo
e é sensivel ap ambiente enddcrino global. O desenvolvimento desta glandula é primariamente
governado pelos andrégenos, estrogenos e interactes epiteliais-mesenquimais. Nesse estudo,
observaram-se modificagdes na ultraestrutura do epitélio da prostata ventral em resposta a
castragcdo com evidente atrofia das principais organelas. A analise por microscopia el etrénica
dos efeitos do tratamento com dexametasona isoladamente ou em associagdo com a
testosterona permite concluir-se que os glicocorticoides quando administrados em ratos
castrados tendem a reestabelecer parcialmente as caracteristicas das células epiteliais
prostéticas de ratos castrados e que em combinagcdo com a testosterona retornam o ambiente
celular prostético a condigdo pré-castracdo, prevenindo destaformaaatrofia celular.

A IDE desempenha um papel fisiologico na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento celular. No presente estudo evidenciou-se 0 aumento da atividade dessa
enzima na frag&o citosolica e da sua quantidade na fracéo nuclear e no epitélio da préstata de
ratos quando em condigdes de proliferacdo celular induzida pelos horménios glicocorticoides
e testosterona. Assim, sugere-se que a IDE participa do crescimento prostético e que o estado
de hiperinsulinemia, evidenciado quando no tratamento com dexametasona e testosterona, &
um importante fator para a expressdo e regulacéo da IDE na préstata. A correlagdo linear
positiva existente entre a IDE imunodetectada e a relagdo peso da prostata/peso corporal
existente em todos 0s grupos experimentais demonstra que a IDE pode ser importante para o
remodelamento do tecido prostético.

O presente estudo ainda demonstrou que o estado de resisténcia a insulina induzido
pela dexametasona pode alterar significativamente o peso corporal, o peso prostético e a
relacdo peso da prostata/peso corporal. Conclui-se que a presenca no plasma de altos niveis
dexametasona, insulina e testosterona ou dos trés hormonios pode prevenir a atrofia e
regressao celular e restaurar as caracteristicas da prostata ventral apds a castragao.

A hiperplasia prostatica, condicdo atamente prevalente na prostata de homens idosos,

caracterizada por proliferacéo celular, apresenta etiologia multifatorial, sendo afetada por
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fatores genéticos, nutricionais e hormonais. Obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e
hiperinsulinemia so fatores de risco para 0 desenvolvimento desta condi¢do. Dessa forma,
demonstra-se a importancia da insulina no desenvolvimento e diferenciagdo da glandula
prostética o que relaciona também a IDE com a regresséo ou progressdo da proliferacéo
celular no tecido prostatico. Devido as multiplas fungfes celulares relacionadas com a IDE,
incluindo os dados obtidos no presente estudo, pode-se afirmar que compostos ou condi¢oes
fisiologicas que estimulem ou inibam a IDE podem ter repercussdes sobre a mecanismos
celulares implicados na fisiopatol ogia de condigdes como diabetes tipo 2, mal de Alzheimer e

hiperplasia prostética.
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