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INTRODUCAO

Ao longo da evolugdo, os seres vivos tém contado com a eficiéncia de varios mecanismos
de defesa em nivel celular. Estes mecanismos atuam se contrapondo principalmente a toxinas de
baixo peso molecular encontradas no ambiente. Neste nivel, podem ser destacados alterages na
membrana celular que reduzem a concentragdo intracelular das toxinas, alteragbes no seu
metabolismo, alteragdes no alvo das toxinas ou aumento dos niveis de reparo do dano induzido
pelas toxinas.

Paradoxalmente, estas mesmas toxinas, contra as quais existem na natureza eficientes
mecanismos de defesa, vém sendo utilizadas, ha mais de vinte anos, como base para tratamentos
quimioterapicos. Destacam-se aqui principalmente as antraciclinas, os alcaldides de vinca, as
epipodofilotoxinas e os antibidticos antitumorais.

A redugio do acumulo de drogas citotoxicas com conseqiiente resisténcia celular comegou
a ser estudado na década de 60, quando Kessel e colaboradores constataram que células
leucémicas murinas selecionadas para resisténcia a vimblastina apresentavam resisténcia cruzada a
actinomicina D, alcaléides de vinca e daunorrubicina (Kessel e cols., 1965 e 1968). Nestas células,
o decréscimo no acimulo de drogas era paralelo a sua resisténcia. Deste modo, o termo
resisténcia a multiplas drogas (multidrug resistance, MDR) comegou a ser empregado para
descrever o fendmeno pelo qual uma célula, depois de submetida a um tratamento com uma
droga, adquire resisténcia cruzada a uma variedade de agentes ndo relacionados em sua estrutura
ou mecanismo de agdo (Pastan & Gottesman, 1987; Bradley e cols., 1988). Drogas atualmente
envolvidas no fenotipo MDR incluem além das ja citadas os taxanos e agentes sintéticos como
mitoxantrone e trimetrexate. O desenvolvimento da resisténcia a multiplas drogas tem, portanto,
sérias implicacdes no sucesso de um tratamento quimioterapico.

Células resistentes a multiplas drogas sdo caracterizadas por um decréscimo na
acumulagiio intracelular de drogas que ¢ principalmente causada por um aumento na expressdo de
uma bomba de efluxo de drogas dependente de ATP: a glicoproteina P. A glicoproteina P pertence
a uma familia de proteinas que sio capazes de transportar substratos naturais que incluem
peptideos, fons inorganicos, esterdides, lipidios e drogas citotoxicas. O mecanismo de expulsao
mais aceito é o do “aspirador hidrofobico” de Gottesman & Pastan (1993), onde a Pgp interage
diretamente com o substrato na membrana plasmatica bombeando-o para fora da célula. Este
modelo explica o efluxo aumentado, o influxo diminuido ¢ a natureza hidrofébica dos substratos
envolvidos .

No camundongo, esta proteina é composta de 1276 aminoacidos, tem uma massa
molecular de 141 kDa na auséncia de glicosilagsio e é constituida por duas metades homologas.
Estas duas metades provavelmente evoluiram como resultado de duplicagio génica (Gros e cols,,
1986). Cada metade contém um dominio hidrofébico com seis o-hélices transmembrana e um
dominio citoplasmatico contendo um sitio de ligagio com ATP. Uma seqiiéncia central que
conecta as duas metades homologas da proteina, ou linker region, mostra em analises in vitro a
presenca de residuos de serina, sendo a primeira alga extracelular fortemente N-glicosilada (ver
revisio de Di Pietro e cols., 1999). Em relagdo & glicosilagdo, sabe-se que este processo €
responsavel por grande parte das variagdes encontradas no total da massa molecular da Pgp.

Estas proteinas de membrana sdo codificadas por uma pequena e estruturalmente
conservada familia de genes mdr (Chen e cols., 1986; Gros e cols., 1986; Van der Bliek e cols,,
1987; Croop e cols., 1989; Ng e cols., 1989), e pertencem a superfamilia ABC (ATP- binding
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cassete) que contém proteinas de transporte, de acordo com Higgins, 1992. A familia de genes
mdr ¢é caracterizada por conter dois membros (MDRI e MDR2) em humanos e trés em roedores:
mdrl, mdr2 e mdr3 em camundongos e pgp/, pgp2 e pgp3 em hamster chinés.

Os genes da Pgp estdo localizados no cromossomo 1 do hamster (Teeter e cols., 1986;
Jongsma e cols., 1987), no cromossomo 5 do camundongo (Martinson & Levan, 1987) e no
cromossomo 7 em humanos (Trent & Witkowsky, 1987; Fojo e cols., 1987).

Comparando-se os genes humanos e murinos observa-se que o mdr3 de camundongo e o
MDR1 humano sdo 88% idénticos. As regides evolutivamente mais conservadas sdo aquelas de
ligagdo com o ATP (Gottesman & Pastan, 1993). A despeito do alto grau de similaridade
estrutural as diferentes isoformas da glicoproteina P sdo funcionalmente diferentes e tém padroes
de expressdo distintos. A Pgp humana MDR/ e as murinas mdrl e mdr3 podem expulsar uma
ampla variedade de drogas hidrofobicas, embora de acordo com Yang e cols., 1989, mdr3 seja
uma bomba mais eficiente do que mdr/. Ao passo que mdrl estd também envolvida na secregdo
de hormonios esterdides (Gottesman & Pastan, 1993 ). Ja a isoforma MDR3 e seu correspondente
murino mdr2, que ndo conferem resisténcia a multiplas drogas devido a uma habilidade reduzida
da proteina em se ligar as mesmas (Buchman & Gros, 1994), estdo relacionadas com o transporte
de colesterol e fosfolipidios para a bile (Smit e cols., 1994; Oude-Elferinke ¢ cols., 1996).

Tabelal: Comparagdo da homologia dos genes mdr de humanos, de roedores e entre eles.

Classe Humanos Homologia entre Camundongos Fenotipo MDR
genes humanos e
murinos
| MDRI 88% mdr3 sim
I - - mdrl sim
111 MDR3 90% mdr2 nao
76% 85%

Lewis, em 1994 exp0s a idéia de que os genes da familia MDR violam a regra geral dos
transportadores por serem amplamente inespecificos. Sugeriu que um gene mdr é uma variagdo de
um transportador regular, que simplesmente ampliou seu espectro de substratos, provendo a célula
de um sistema simples de defesa contra toxinas sempre presentes nos organismos.

Os genes Pgp-like estdao associados com resisténcia a drogas semelhante a MDR em
aparentemente todo tipo de organismo onde é pesquisado: bactérias, leveduras, parasitas como
Plasmodium e Leishmania, insetos (género Drosophila) e plantas como Arabidopsis thaliana
(Lewis, 1994; Balzi & Goffeau, 1994; Ouellette e cols., 1994; Basco e cols., 1996; Dudler &
Hertig, 1992). Em mamiferos, a Pgp tem sido caracterizada principalmente em humanos, macacos,
porcos e roedores (hamster chinés, camundongo e rato). O estudo do padrdo de expressdo da
glicoproteina P nos diferentes tecidos destes animais tem auxiliado na compreensdo dos papéis
fisiologicos por ela desempenhados.

Varios estudos sobre a distribuigdo tissular da Pgp e da expressdo dos genes madr
envolvendo humanos e roedores tem sido realizados utilizando os mais variados métodos .

Borst e colaboradores, em 1993 apresentaram uma revisdo relacionando as possiveis
fungdes da Pgp com sua distribuic@o tissular. Esta revisdo esta baseada principalmente nos dados
de Croop e colaboradores de 1989, que é um trabalho classico em murinos onde os autores



analisaram a expressdo de RNAm de mdr. Concluiram que mdrl é observado no utero, na glandula
adrenal, rins, figado, bago, coragdo, musculo, cérebro, pulméo e placenta. Mdr2 € expresso na
glandula adrenal, figado, musculo, bago, coragdo. Mdr3, por sua vez € observado nos rins, figado,
musculo, bago, coragio, cérebro, pulmao, intestino, testiculo e estdmago. Estes autores afirmaram
que ocorrem poucas variagdes individuais e entre linhagens e ndo observaram a expressdao em
murinos de mdr3 na glandula adrenal, ovarios e utero e de mdr/ nos ovarios.

Segundo revisdo de Di Pietro e colaboradores, em 1999, altos niveis de expressdo génica e
proteica de MDR/ humano foram detectados na medula, glandula adrenal, rim, jejuno, célon,
endotélio capilar dos testiculos e barreira hematocefalica. Em contraste, a isoforma MDR3 foi
quase exclusivamente localizada no figado. Em camundongos, mdr/ foi principalmente expressa
na glandula adrenal, placenta e utero de fémeas gravidas enquanto mdr3 foi encontrada no
pulmao, tubo digestivo e barreira hematocefalica e mdr2 foi restrito ao figado e aos musculos. A
Pgp foi predominantemente localizada nas membranas apicais do epitélio, na superficie luminal do
jejuno e colon, nos tubulos proximais do rim, indicando uma expressio polarizada consistente com
um papel na detoxificagdo celular natural.

Nosso grupo desenvolveu um trabalho de caracterizagdo da expressdao dos genes madr
murinos durante a ontogenia (submetido a publicagdo), onde foram analisados cinco individuos de
sete estagios de desenvolvimento (dois fetais e cinco pos-natais) em sete diferentes orgéos (bago,
cérebro, figado, glandula adrenal, intestino, rim, ovarios/testiculos) em duas linhagens (BALB/c e
C57BL/6). Neste trabalho, observamos a ocorréncia de mdr3 na glandula adrenal e de mdr3 e
mdrl nos ovarios. No entanto, verificamos que na grande maioria dos individuos analisados
independentemente do 6rgao, a expressao de mdrl ocorreu concomitante a expressao de mdr3. A
unica exceqdo observada foi verificada na glandula adrenal de uma fémea de 45 dias.

Varios autores tém se preocupado com o papel dos hormdnios esterdides na expressdo da
glicoproteina P em murinos. Arceci e colaboradores, em 1988 demonstraram que nestes animais a
glicoproteina P esta predominantemente localizada na superficie luminal das células epiteliais
secretoras do endométrio. Yang e colaboradores, em 1989, verificaram que no endométrio do
utero gravido, a progesterona interage com a Pgp e que o efeito dos esterdides sobre o acimulo
de outras drogas estava relacionado a sua hidrofobicidade. Arceci e colaboradores, em 1990,
demonstraram que a expressdo de genes de resisténcia a multiplas drogas no epitélio secretor do
endométrio era aumentada pela combinagdo de estrogénio e progesterona e que no entanto, os
niveis de expressdo de RNAm mdr ndo parecem aumentar durante o ciclo estral normal. Pierkarz ¢
colaboradores, em 1993, observaram que a progesterona, cujo nivel € aumentado durante a
gravidez, regula a atividade do promotor de mdr/ ja que este gene tem um elemento responsivo a
progesterona no seu primeiro éxon ndo traduzido. Altuvia e colaboradores, também em 1990,
verificaram a importancia de mdrl na secre¢ao de hormonios esteréides na glandula adrenal. Kuo
e colaboradores, em 1995, observaram que camundongos ovarioctemizados tratados com estradiol
mais progesterona apresentavam uma taxa de transcrigao de mdr/ quase 3 vezes maior que 0s nao
tratados mas salientaram que as condi¢des experimentais ndo foram suficientemente estringentes
para distinguir entre as seqiiéncias altamente similares de mdr1l e mdr3.

Assim, neste trabalho temos como objetivo verificar a ocorréncia de padrdes diferenciais
de expressdo das isoformas mdr nas diferentes fases do ciclo estral e sob estimulo hormonal.



MATERIAL E METODOS
Matenal

Anélise da expressdo dos genes mdr nas diferentes fases do ciclo estral (proestro, estro e diestro):

Foram utilizados sete 6rgdos (bago, cérebro, figado, glindula adrenal, intestino, rim,
ovarios) de cinco camundongos BALB/c fémeas adultas (3 a 6 meses ) identificadas com cada
uma das fases. Estas fémeas foram mantidas no Biotério Central do Instituto de Ciéncias Basicas
de Saide da UFRGS em condi¢des adequadas de temperatura e fotoperiodo onde receberam
ragdo e agua.

Analise do efeito dos hormonios esterdides na expressdo dos genes mdr :
Foram utilizadas 21 fémeas adultas também da linhagem BALB/c provenientes da
Fundagio Estadual de Produgao e Pesquisa em Saude.

Meétodos

Para identificagdo da fase do ciclo estral:

Cada fémea teve, durante o periodo de uma semana, as fases do seu ciclo estral (proestro,
estro, diestro) acompanhadas duas vezes ao dia. A secre¢do vaginal foi obtida em cada caso
através de dois métodos: a) raspagem junto a abertura vaginal e b) sucgdo com aspiragéo do fluido
em suspensdao. As amostras obtidas através dos dois métodos foram distendidas em lamina
histologica e preparadas e coradas com Hematoxilina de Harris (Knobil & Neil, 1994).

Consideramos uma amostra identificada em relacio a fase do ciclo conforme os tipos de
células presentes e quando os resultados obtidos através das duas formas de coleta foram
coincidentes. Utilizamos cinco fémeas para cada fase do ciclo e imediatamente apos a
identifica¢do, os animais foram sacrificados e os sete 6rgdos foram removidos sob condi¢des
estéreis para posterior extragdo de RNA e analise da expressdo de mdr.

Tratamento hormonal:

Os animais foram ovarioctemizados bilateralmente sobre anestesia de éter e foram
deixados em recuperagdo por doze dias antes do comego dos tratamentos. Os hormonios foram
comprados da Sigma Chemical Company (St Louis, MO), preparados com etanol e salina (soro
fisiologico) e injetados intraperitonialmente. Uma dose priming de 100ng/100pl de 17 estradiol
foi dada por dois dias consecutivos. As injecdes subsequentes de hormodnios foram iniciadas apos
trés dias da Gltima aplicagdo da dose priming. Os animais foram separados em trés grupos com 5
individuos cada e tratados, diariamente, durante cinco dias com 20ng/100ul de 17( estradiol,
20ng/100ul de 17B estradiol com 500ug/100ul de progesterona e com 500ug/100ul de
progesterona sozinha. O grupo controle (6 individuos) recebeu injegdes de salina.

Os 21 camundongos utilizados foram sacrificados oito horas apds a ultima injegdo e seu
RNA total foi, entdo, extraido para a anélise dos tteros quanto a detecg¢do ou ndo das isoformas
mdr.



Extracdo de RNA:

O RNA total foi extraido de cada o6rgdo com 7RIZol (Life Technologies, Gaithersburg,
MD), de acordo com instrugdes do fabricante. Os 6rgdos foram homogeneizados e 7R/Zol foi
adicionado; a suspensdo foi homogeneizada e cloroféormio foi adicionado. A mistura foi
centrifugada e a fase aquosa foi adicionado isopropanol para a precicpitagdo do RNA. O RNA foi
lavado com etanol 75% e suspendido em agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, St
Louis, MO) e estocado a 20°C até ser usado.

A integridade do RNA foi verificada em eletroforese em gel de agarose 1% contendo
brometo de etidio.

Sintese de cDNA:

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total com Bulk First Strand ¢DNA Reaction Mix
kit (Amersham-Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). A reagdo continha 5pl da mistura
Bulk First Strand ¢cDNA Reaction Mix, 1l da mistura de DTT, 1ul do primer pd(N)6 de 0.2
mg/ml, 6ul de agua tratada com DEPC e 2ul do RNA total, adicionada em um tubo de
microcentrifuga. Depois de incubar por 90 minutos a 37°C, a reagdo foi incubada a 90°C por cinco
minutos e estocado a 20°C até o uso.

Amplifica¢@o via PCR :

Primers especificos para as trés isoformas do gene mdr murino (mdrl, mdr2 e mdr3)
foram desenhados de acordo com Vollrath e colaboradores, (1994). As seqiiéncias dos diferentes
primers estao apresentadas a seguir:
mdrl -5 TGCTTATGGATCCCAGAGTGAC 3’ ¢ 5 TTGGTGAGGATCTCTCCGGCT 3’
mdr2— 5’ CTCGTTAACATGCAGACAGCAG 3’ e 5 GACCAGGGAGAACATGTTACAC 37;
mdr3 - 5> AGCTATCACGGACAACATCTCC 3’ e 5 TGTCCGCTCTTCACCTTCAGAT 3’.

Como controle para 0 cDNA foram utilizados primers especificos para RNA ribossémico
com a seguinte seqiéncia: 285 5 GAAAGATGGTGAACTATGCC 37 e 5
TTACCAAAAGTGGCCCACTA 3’ conforme descrito em Muller e colaboradores, (1995).

A reagdo de PCR continha 0,51l de dANTP 10mM; 1 unidade de Taq polimerase
(CENBIOT, Porto Alegre, Brasil); 125 ng de cada primer especifico, totalizando um volume de
25ul. As reagdes de PCR seguiram o seguinte protocolo: um ciclo inicial de desnaturagéo a 94°C
por dois minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 61°C por 45 segundos e 72°C
por um minuto, finalizando com um ciclo de 72°C por 7 minutos.

A verificagio da expressdo foi feita em gel de agarose 1,5% com brometo de etidio e
visualizado em luz UV.

Analise de dados referentes ao ciclo estral:

Os dados foram agrupados de acordo com a amplificagdo negativa ou positiva (auséncia
ou presenca de expressdo no gel de uma banda especifica entre 300 e 400 pb) em cada 6rgao de
cada individuo analisado. Os resultados para as fases do ciclo estral foram analisados de acordo
com dois coeficientes de similaridade (Sneath & Sokal, 1973), os quais podem ser expressos em
porcentagem.

O coeficiente de Combinagdo Simples (Ssy) € baseado tanto em concordancias positivas
quanto negativas.



O coeficiente de Similaridade de Jaccard (S;), entretanto, ndo considera concordéancias
negativas, menciona similaridade somente quanto a expressdo do gene.

O resultado (expressdo ou ndo expressdo) obtido para cada érgdo de cada individuo foi
comparado com aquele obtido para o mesmo Orgéo de cada um dos quatro outros individuos do
mesmo estagio do ciclo estral. Assim, para cada 6rgdo individual, um indice médio de associagdo
com o mesmo 6rgio de outro individuo de mesma fase foi calculado.

Esses indices foram, entdo, usados para calcular o valor médio de Sy € de S; para cada
orgdo em cada fase do ciclo.



RESULTADOS

Analise da expressdo das isoformas mdr durante o ciclo estral:

Para as trés fases do ciclo (proestro, estro e diestro) foram analisados os seguintes 6rgdos:
bago, cérebro, figado, glandula adrenal, intestino, rim e ovario. Com excegdo da glindula adrenal e
do ovario, para os demais Orgdos, a fase do ciclo estral pareceu ndo interferir na expressio dos
genes mdr. A expressdo nestes 6rgaos foi um tanto aleatoria.

A tabela 2 mostra os resultados obtidos quanto a presenga ou auséncia das diferentes
isoformas em cada uma das cinco fémeas analisadas em cada estigio para glindula adrenal e
ovario e a tabela 3, os coeficientes de similaridade médios (Ssy e S;) obtidos entre as fémeas nas
diferentes fases do ciclo estral.

Tabela 2: Presenga (sinal +) ou auséncia (sinal -) de expressdo das isoformas mdr (mdrl, mdr2 e
mdr3) nos Orgdos glindula adrenal e ovarios em 5 individuos fémeas nas diferentes fases
(proestro, estro e diestro) do ciclo estral.
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Tabela 3: Coeficientes de similaridade médios das isoformas mdr na glandula adrenal e nos ovarios
em proestro, estro e diestro.



Proestro Estro Diestro
Adrenal Ovarios Adrenal Ovarios Adrenal Ovarios
Sai 1 1 0,4 0,6 0,4 0,6
mdrl Sy 1 1 0,2 0 0,3 0
Saia 0,6 0,4 0,6 0.4 0.6 0,4
mdr2 Ss 0 0,3 0 0,1 0 0,1
Ssid 0,4 0,6 0,4 0,6 0.4 1
mdr3 S; 0,2 0,6 0,3 0,6 0,3 1
B 0,67 0,67 0,47 0,53 0,47 0,67
) S 0,4 0,63 0,17 0,23 0,2 0,37

Observamos que na glindula adrenal independentemente da fase do ciclo estral mdr2 foi
uma isoforma de rara ocorréncia, expressando-se em uma fémea de cada fase. Todas as fémeas
analisadas durante o proestro expressaram mdr! (Ssu = S; = 1), e nesta fase fémeas puderam
expressar mdrl sem a expressdo concomitante de mdr3.

Com relagdo aos ovarios, observamos que independentemente da fase do ciclo estral, mdr3
foi a isoforma mais freqiientemente observada. No entanto, quando analisamos as diferentes fases,
observamos para mdr/ uma similaridade devida a expressdo génica entre as fémeas analisadas de
100% no proestro e 0% em estro e diestro. A isoforma madr2 foi a de mais rara ocorréncia neste
6rgdo em todas fases analisadas. Foi possivel observar a expressio de mdr/ sem a expressao
concomitante de mdr3.

Analise da expressdo das isoformas mdr no utero de camundongos tratados com hormonios
esteroides:

Seis animais tiveram a expressdo das isoformas mdr avaliadas no ttero sem adicdo de
estimulo hormonal. Trés deles eram ovarioctemizados e trés ndo (tabela 4). Pudemos detectar a
expressio de mdr3 em duas das fémeas ovarioctemizadas. Para as demais fémeas analisadas néo
detectamos qualquer isoforma ativa.

Tabela 4: Expressdo das isoformas mdr em trés tteros de camundongos ovarioctemizados e trés
ateros de camundongos néo ovarioctemizados tratados com salina (grupo controle).

Uteros ovarioctemizados Uteros ndo ovarioctemizados

1 2 3 4 5 6

mdrl - - - - - -

mdr2 - - - - 5 s

mdr3 3 + 2 " " "
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Animais tratados com estradiol (tabela 5) ndo expressaram qualquer isoforma ativa.

Tabela 5: Expressdo das isoformas mdr em cinco uteros de camundongos fémeas
ovarioctemizados tratados com estradiol.

Uteros ovarioctemizados com estradiol

1 2 3 4 5

mdrl - ; - " -

mdr2 - = - - =

mdr3 " - : : "

Em relagdo aos animais tratados com progesterona (tabela 6) verificamos para o utero que
todas as fémeas expressaram mdr3, quatro de cinco, mdr2 e duas de cinco mdr1; nestes casos com
expressdao concomitante de mdr3.

Tabela 6: Expressio das isoformas mdr em cinco uteros de camundongos fémeas
ovarioctemizados tratados com progesterona.

Uteros ovarioctemizados com progesterona

1 2 3 4 5
mdrl - + - + -
mdr2 T + + + .
mdr3 + + + + £

As fémeas tratadas com estrogénio mais progesterona (tabela 7) apresentaram ampla
expressdo das trés isoformas (quatro em cinco mdr3 e trés em cinco mdrl e mdr2), sendo que em
uma delas observamos a expressdo de mdr/ sem a expressdo das outras isoformas.

Tabela 7: Expressao das isoformas mdr em cinco dteros de camundongos fé€meas
ovarioctemizados tratados com estradiol e progesterona.

Uteros ovarioctemizados com estradiol e progesterona

1 2 3 4 5
mdrl + - - + +
mdr2 - + + + -
mdr3 -+ + L o 4t -
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DISCUSSAO

A secregdo de hormonios esteroides vem sendo associada nos ultimos dez anos a
expressao da glicoproteina P, com énfase especial a expressdo de madrl.

Em roedores, o ciclo estral dura em média de 4 a 5 dias. A primeira etapa do ciclo €
conhecida como proestro (proliferagdo). Esta fase € caracterizada citologicamente pela
predomindncia de células epiteliais nucleadas, as quais apresentam nucleos facilmente visiveis.
Estas aparecem em conjuntos (clusters) ou individualmente. Tanto o estradiol como a
progesterona apresentam picos de secreg¢do durante esta fase. Este periodo dura em média 12
horas. A fase seguinte é denominada estro (receptividade sexual) e tem uma duragdo média de 26
horas. Citologicamente, o estro se caracteriza por um grande numero de células epiteliais
escamadas, que ocorrem em clusters e tém formas irregulares. O periodo seguinte, diestro (as
vezes dividido em diestro I e diestro II) corresponde a fase de repouso sexual relativo, onde as
secregdes ovarianas preparam o trato reprodutivo para receber o 6vulo recém fertilizado e se a
fertilizagdo ndo ocorre, o animal retorna para o proestro. O diestro dura de dois dias e meio a trés
dias e citologicamente € caracterizado pela predomindncia de pequenos leucdcitos intercalados por
algumas células epiteliais nucleadas ou células epiteliais escamadas (Knobil & Neil, 1994).

Em trabalho anterior enviado para publicagdo (Mdr gene expression during the murine
ontogeny) a isoforma mdrl apresentou uma particularidade. Considerando-se todos os Orgaos
analisados em todos estagios, a detec¢do de mdr/ sem a expressdo simultdnea de mdr3 foi
verificada em apenas uma fémea de 45 dias na glindula adrenal. Neste mesmo trabalho,
observamos que 75% da similaridade verificada para fémeas adultas na glandula adrenal era devida
a auséncia de expressdo de mdrl. No entanto, quando as fémeas foram analisadas de acordo com
as diferentes fases do ciclo estral observamos que todas as fémeas analisadas expressaram mdr/ na
fase de proestro tanto na glandula adrenal quanto nos ovarios € que a expressio de mdr/
independente de mdr3 passou a ser um evento comum.

De acordo com Croop e colaboradores, 1989, a glandula adrenal apresenta altas
concentragdes de marl. Os resultados obtidos neste trabalho, embora ndo sejam quantitativos,
sugerem que na maior parte do tempo do ciclo (estro e diestro), a glandula adrenal seja pobre na
expressdo de qualquer isoforma mdr em fémeas e que na fase de proestro, devido a sintese de
esteroides, a transcricio de RNAm mdr/ seria aumentada. Isto explicaria também o fato de
Bradley e colaboradores, em 1988, ndo terem detectado mdr/ na glandula adrenal de fémeas de
hamster chinés. A rara ocorréncia de mdr! em estro e diestro estaria mais provavelmente
relacionada a uma fungéo de detoxificagdo auxiliar a isoforma mdr3 e ndo relacionada a secregéo
de hormdnios esteroides.

A expressdo de mdrl em proestro possivelmente esta relacionada a sintese de hormédnios
esterdides que ocorre neste dois 6rgdos (adrenal e ovarios). Corroborando nossos dados, Altuvia
e colaboradores em 1990, trabalhando com uma linhagem de células de glandula adrenal murina,
verificaram que um aumento na biossintese de esteroides, estimulada por ACTH resultava em um
aumento no nivel de expressio de RNAm mdr /.

Em relagdo aos ovarios, embora mdr3 foi a isoforma mais freqiientemente observada,
independentemente da fase do ciclo estral, este 6rgdo apresentou para mdr/ em proestro S; de
100% e nas demais fases, S; de 0% , evidenciando expressdo diferencial desta isoforma. Além
disto foi possivel observar também para o ovario em proestro a ocorréncia da expressao de madr/
sem expressdo concomitante de mdr3. '
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A associagdo entre a presenca da glicoproteina P e a secre¢do de hormdnios esterdides foi
primeiramente registrada por Arceci e colaboradores, em 1988, os quais registraram que esta
proteina era localizada predominantemente na superficie luminal das células epiteliais do
endomeétrio. No ano seguinte, foi constatado que a progesterona interage com a glicoproteina P no
endométrio de fémeas gravidas (Yang e colaboradores, 1989). Em nossa metodologia, repetimos
as condigdes experimentais utilizadas por Arceci e colaboradores (1990) em relag@o aos estimulos
hormonais. Porém a analise de RNAm de mdr no utero foi determinada através de hibridizagdo em
situ por aqueles autores. Em nosso trabalho verificamos que o utero tendeu a ndo expressar genes
mdr e quando o fez expressou preferencialmente mdr3. Fémeas tratadas com estrogénio sozinho
nao expressaram RNAm de mdr, resultado idéntico ao observado por Arceci e colaboradores no
trabalho ja referido.

Em relagdo ao estimulo produzido pela progesterona, ao contrario daqueles autores,
verificamos que todas as fémeas passaram a expressar isoformas mdr. Curiosamente neste caso, a
isoforma mdr3 foi detectada em todas as fémeas Pierkarz e colaboradores, em 1993,
demonstraram que a progesterona, cujo nivel é aumentado durante a gravidez, regula a atividade
da isoforma mdrl, porque esta isoforma apresenta em sua regido promotora, um elemento
responsivo a este hormonio. A atua¢@ao de mdrl na secregdo de hormdnios esterdides pela
glandula adrenal também foi demonstrada por Altuvia e colaboradores em 1990. De acordo com
Mallick & Horwitz, (1997), o aumento da expressdo de mdrl depende em grande parte da agdo da
progesterona.

Nas fémeas estimuladas com progesterona e estradiol, simulando uma situagdo semelhante
a encontrada durante a gravidez, detectamos em um dos uteros analisados a expressdo de mdr/
sem a expressdo concomitante de mdr3. Isso concorda com Croop e colaboradores que haviam,
em 1989, verificado através de Northern Blot que somente mdrl era encontrado no utero
gestacional e embora Arceci e colaboradores (1990) acreditassem que mdr/ deveria ser a isoforma
detectada em seu experimento, afirmaram que as sondas por eles utilizadas ndo discriminavam
entre os diferentes genes mdr. De acordo com Rao e colaboradores, em 1994, o produto do gene
MDRI humano foi observado em altos niveis em tecidos que sintetizam hormdnios esteroides.
Estes autores verificaram atividade ATPasica da Pgp com diferentes ester¢ides. Concluiram que a
progesterona era o mais efetivo indutor desta atividade e que embora B-estradiol também tivesse
este efeito, era requerido em concentragdes maiores. E interessante observar que, enquanto
humanos apresentam a isoforma MDR/ executando as fungdes de detoxificag@o e de transporte de
esterdides, os camundongos apresentam duas isoformas as quais sdo atribuidas fun¢des diferentes.
Mdr3 é referido na literatura (Yang e cols., 1989 e Gottesman & Pastan, 1993) como mais efetiva
na detoxificagdo e mdr! como isoforma associada ao transporte de hormdnios esteroides.

Pierkarz e colaboradores, em 1993, discutiram que horménios esteréides que participam
de regimes quimioterapicos podem afetar a expressdo da Pgp especialmente em tumores que
expressam receptores para hormonios esterdides. Tumores de endométrio ndo respondem bem a
agentes antitumorais e sdo geralmente inerentemente resistentes a drogas. Pacientes cujos tumores
apresentam baixa concentra¢do de receptores de progesterona demonstram melhor resposta a
agentes quimioterapicos do que os pacientes com concentragdes mais altas de receptores.
Novamente, cabe lembrar que pacientes ndo expressam mdr/ murino e sim o MDR/ humano,
equivalente ao mdr3 murino. Nossos dados levam a pensar que a progesterona estaria relacionada
a indug@o de mdr, embora de alguma forma mdrl pudesse se expressar independentemente de
mdr3 somente sob a¢do hormonal.
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Lee e colaboradores, em 1998, verificaram que além de induzir a expressao de Pgp, a
progesterona pode se ligar a esta proteina, antagonizando o transporte de outros substratos por
competigdo, e ser transportada pela mesma, embora este transporte seja dificultado pela alta
afinidade deste horménio pela Pgp.

Os horménios esterdides, principalmente a progesterona atuariam na indug@o de expressao
de Pgp e teriam importancia mais acentuada em oOrgédos produtores de esteroides, porque nestes a
glicoproteina P participaria da secregdo destes hormdnios. Durante a gravidez, a alta expressao de
Pgp no atero poderia ser explicada pela importancia do transporte de diferentes substratos
durante a gestagdo, importantes para o desenvolvimento da placenta e do embrido.
Interessantemente, Spatz e colaboradores, em 1986, verificaram que verapamil, assim como a
progesterona, um inibidor da fungdo transporte do produto do gene mdr, tem como efeito retardo
de crescimento e morte embrionaria no inicio da gesta¢do. Segundo estes autores, este efeito
poderia ser resultado da inibigdo da fungd@o de transporte da glicoproteina P. Outra possibilidade,
seria que no endométrio, a glicoproteina P teria um papel na manutengdo de altos niveis locais de
progesterona, que poderiam ser necessarios para a continuidade da gravidez.

Nossos resultados sugerem que as isoformas mdr/ e mdr3 em murinos nio tém fungdes
restritivas. Da mesma forma que mdr3 € uma isoforma mais eficiente na detoxificagdo de
xenobioticos, mdrl talvez seja simplesmente mais eficiente que mdr3 na secregdo de hormonios
esteroides. Alternativamente, esta isoforma pode ser preferencialmente transcrita sob estimulo
hormonal. E interessante notar também que os trés genes mdr em murinos estdo localizados in
tandem no cromossomo 5 (mdr3, mdrl, mdr2) e que a transcrigio de mais de uma isoforma a
partir de mdr3 talvez pudesse ser um evento comum.
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