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RESUMO

A enzima que degrada a insulina (IDE) é uma proteína intracelular, cuja função mais 

caracterizada “in vitro” tem sido sua atividade proteolítica, com alta especificidade para 

a insulina. Contudo, além da insulina, a IDE também metaboliza outros substratos, 

como vários fatores de crescimento, e possui outras funções, como a de proteína 

ligadora e a de proteína regulatória. A IDE se relaciona com várias funções celulares, 

como a diferenciação e crescimento celulares, e sua expressão é regulada de acordo 

com o período de desenvolvimento do animal. Também foi referido que a IDE facilita a 

união dos receptores de esteróides ao DNA nuclear. Por outro lado, sabe-se que o 

estradiol (E2) estimula o crescimento do epitélio uterino. Para examinar se a IDE é 

regulada em relação a estímulo de crescimento celular, o presente estudo avaliou na 

fração citosólica de homogeneizados de útero de ratos, se a IDE é modificada em 

quantidade e atividade em diferentes “status” estrogênicos, ou seja, em situação de 

proliferação celular (proestro e castração +E2) e apoptose (metaestro e castração). Os 

resultados mostraram que a quantidade e a atividade da IDE aumentam nos animais 

em fase de proestro ou nos castrados e tratados com E2 e diminuem nos animais em 

fase de metaestro ou nos castrados. Foi encontrada correlação linear entre a 

degradação da insulina (atividade da IDE) e o peso relativo do útero, indicando ainda 

mais o envolvimento da IDE com o crescimento celular. Dessa forma, em condições de 

proliferação celular (induzida pelo estradiol) observamos aumento na quantidade e 

atividade da IDE e aumento do peso uterino. Esses dados sugerem que a IDE deve ser 



considerada um requerimento importante para o crescimento do endométrio induzido 

pelo estradiol. 

Palavras chave: estradiol, IDE, castração, útero, proliferação celular, apoptose. 



ABSTRACT

The enzyme degrades in na intracellular protein that is characterized “in vitro” by its 

proteolitic activity with a hight degree of insulin specificity. Nevertheless, besides the 

insulin, IDE also metabolizes other substrates such as various growing promote 

peptides and it has also other functions as binding and regulatory protein. IDE is related 

to various other cellular functions such as cellular differentiation and grow and its 

expression is developmental regulatated in animais. It was also reffered that IDE 

enhanced the binding of steroid receptor to DNA in the nuclear compartment. On the 

other hand it is known that estradiol stimulates the growth of uterine epithelium. To exam 

if IDE is regulated regarding the stimulus of cellular grown, the present study evaluated 

in citosólica fraction of homogenized of rat uterus, if IDE is modified in number and in 

activity at different strogenic status, means, that during cellular proliferative conditions 

(proestrus and castration + E2) and apoptose (metestrus and castration). The results 

showed that the amount and IDE activity increase in animais in proestrus phase or in 

castrated and treated with E2 and a decrease in metestrus phase or in the castrated 

one. It was found linear correlation between insulin degradation (IDE activity) and the 

relative weight of uterus, emphasizing IDE’s involvement with cellular growth. Thus in 

terms of cellular proliferation (induced by estradiol) we observed an increase in the 

amouth and IDE activity and an increase in uterus weigtht too. These datas suggest that 

IDE shoud be considered an important requirement for endometrial growth induced by 

estradiol.

Key words: estradiol, IDE, castration, uterus, cellular proliferation, apoptose.
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1  INTRODUÇÃO 

Numerosas evidências indicam que a enzima que degrada a insulina (IDE) 

é a protease que inicia e controla a degradação da insulina (Bennett e col., 1994; 

Duckworth e col., 1998; Duckworth e col., 1997; Duckworth e col., 1991; Kuo e col., 

1991; Camberos e col., 2001; Kayalar e col.,1989; Saltiel, 2000; Shii e col., 1986; 

Udrisar e col., 1992). Contudo, além da função proteásica, a IDE apresenta múltiplas 

funções celulares como a de proteína ligadora e proteína regulatória (Goldfine, 1987; 

Exton, 1991; Hari e col., 1987; Kahn e col., 1995; Kuo e col., 1993; Kupfer e col.,1993; 

Kupfer e col., 1994; Rivett, 1993; Udrisar e col., 1990 e Camberos e col., 2001). Como 

proteína regulatória a IDE foi pouco explorada. Existem evidências de que desempenhe 

papel importante no desenvolvimento e diferenciação celulares. (Kayalar e col., 1990; 

Kayalar e col., 1989; Plas, 1982; Stopelli e col., 1988; Adesanya e col., 1996; Miller, 

1988 e Wilden e col., 1990). Além de insulina e glucagon, a IDE metaboliza vários 

fatores de crescimento, o peptídeo natriurético atrial e o peptídeo -amilóide

(Petanceska e col., 2000; Kurochkin, 2001; Perez e col., 2000; Polonsky e col., 1995; 

Bondy e col., 1994; Duckworth e col, 1998; Duckworth e col., 1997; Kuo e col., 1993) . 

Sendo uma protease capaz de unir e remover a insulina e fatores de crescimento, a IDE 

e os mecanismos que regulam a sua atividade podem desempenhar um papel 

importante nos processos de expressão gênica e crescimento celular. Também foi 

demonstrado que a IDE interage diretamente com receptores de esteróides e aumenta 

a ligação desses receptores ao DNA (Kupfer e col.,1993; Kupfer e col., 1994). O “cross-

talk” entre vias de tradução do sinal está sendo considerado como um modelo comum 

em estudos de desenvolvimento celular e homeostasia (Porto e col., 2002; Shii e col., 
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1986; Richards e col.,1996; Quarmby e col., 1984 e Plas, 1982). A interação dos 

receptores de esteróides com a IDE pode ter conseqüências importantes para a 

tradução do sinal mediado pela insulina e pelos esteróides. Essa relação pode ser 

importante para vários fenômenos biológicos, tais como resistência à insulina, 

metabolismo dos receptores de esteróides e especificidade da ação dos hormônios 

esteróides e suas possíveis implicações no desenvolvimento de neoplasias uterina e 

mamária e na enfermidade de Alzheimer. Para verificar se a IDE é regulada em relação 

a estímulos de crescimento celular, foi utilizado no presente estudo a regulação 

estrogênica do útero como modelo experimental.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Ação da Insulina 

A insulina é o mais importante produto secretório das células beta 

pancreáticas, sendo a chave para as diversas vias de processos metabólicos; é o 

principal responsável pela estocagem e utilização de glicose e de muitos outros 

nutrientes; além de exercer efeitos regulatórios e de crescimento em quase todas as 

células do corpo. Este hormônio age tanto ativando sistemas de transporte e 

enzimáticos envolvidos na utilização e estocagem de glicose, aminoácidos e ácidos 

graxos, quanto inibindo a gliconeogenese, glicogenólise, lipólise e proteólise (Polosnky 

e col., 1995; Kahn e col., 1995; Pessin e col, 2000; Saltiel, 2000). Cineticamente, os 

efeitos da insulina a nível celular podem ser classificados como imediato, intermediário 

e em longo prazo. São efeitos imediatos: recrutamento de proteínas transmembranas 

para o transporte de glicose e modificação covalente por fosforilação ou desfosforilação 

de enzimas preexistentes (piruvatodesidrogenase, acetil-CoA, carboxilase, 

triacilglicerolipase, fosforilasequinase, glicogêniosintetase e fosforilase) (Kahn e col., 

1995; Blenis,1991; Duckworth e col., 1997). Dentre os efeitos intermediários citamos: a 

estimulação e inibição da transcrição de genes específicos e sínteses de novo de 

proteínas (Kahn e col., 1995; Granner e col., 1992; Duckworth e col., 1997; O’Brien e 

col., 1991) enquanto que os efeitos em longo prazo compreendem: a síntese de DNA, 

proliferação e diferenciação celular; sendo que estes últimos efeitos estão na 

dependência dos efeitos imediatos e intermediários bem como de mudanças 
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coordenadas pela expressão de muitos genes celulares (Kahn e col., 1995; Duckworth 

e col., 1997; O’Brien e col., 1991).

O conceito mais aceito para o mecanismo de ação da insulina é que a ligação 

da insulina ao seu receptor ativa a tirosina quinase do receptor, resultando em uma 

cascata de fosforilação/defosforilação (Figura 1). Dois alvos importantes para a 

fosforilação da tirosina são os substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2), 

proteínas que são fosforiladas após exposição das células à insulina (White e col., 

1987). Vários e diferentes efeitos da insulina foram relacionados a fosforilação do IRS-

1. Esse foi considerado o mecanismo de ação da insulina durante um certo tempo. O 

IRS-2 está agora sendo sugerido como um mecanismo de ação da insulina. Apesar de 

não haver controvérsia sobre a importância dos IRS-1 e IRS-2 na ação da insulina, 

outros mecanismos de tradução do sinal podem estar envolvidos na ação da insulina, 

como o da ação intracelular da insulina e/ou do seu processamento (Duckworth e col., 

1997; Udrisar e col., 1984). O conceito de que as várias ações da insulina requerem 

múltiplas vias de sinalização está sendo mais aceito. Estudos com receptores que 

sofreram mutação mostraram que diversas ações da insulina podem ser afetadas 

diferentemente pelas modificações estruturais no receptor (Wilden e col., 1990). Esses 

e outros estudos indicam que a multiplicidade de sinais da insulina originam-se, pelo 

menos em parte, ao nível do receptor. Embora a ativação da tirosina quinase seja um 

aspecto fundamental na ação da insulina, receptores sem atividade de tirosina quinase 

também podem gerar efeitos da insulina (Goldfine, 1987) e processos de 

fosforilação/defosforilação não estão envolvidos em todos os aspectos da ação da 

insulina. O desejo de uma explicação simplista para a ação da insulina, contudo, tem 
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retardado a aceitação de muitos desses processos. A ligação entre o receptor de 

insulina e a cascata de fosforilação/defosforilação não é um processo simples. A 

ativação do complexo ras pela insulina está envolvida na atividade mitogênica da 

insulina e de outros fatores de crescimento. Uma cascata de fosforilação do IRS-1, 

ligação do domínio SH2 e ativação do complexo ras é mostrada na Figura 1. Contudo, a 

ativação do complexo ras pela insulina pode ocorrer sem o envolvimento do IRS-1 

(O’Brien e col., 1991), o que reflete não apenas múltiplas vias de sinalização para 

diferentes ações da insulina, mas também múltiplos processos de sinalização para a 

mesma ação da insulina (redundância da ação hormonal). Esse conceito explica muito 

das aparentes discrepâncias em vários estudos sobre a ação da insulina.

O conceito de “cross talk” também deve ser considerado. Esse termo 

descreve os efeitos de diferentes hormônios sobre o mesmo sistema intracelular, 

resultando em aumento ou modificação de um sistema por diferentes hormônios. Ele 

também pode ser usado para descrever múltiplos efeitos de um único hormônio sobre 

um processo intracelular. Exemplos de “cross talk” é o efeito da insulina sobre o sistema 

do cálcio-calmodulina (Pershadsingh e col., 1987; Solomon e col., 1994). 

2.2  A IDE e a ação intracelular da insulina 

A metabolização da insulina auxilia no controle das respostas celulares à 

insulina, diminuindo a sua biodisponibilidade, mas a sua metabolização também. 
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Figura 1. Mecanismo de tradução do sinal da interação insulina/receptor de insulina. O substrato 

para a fosforilação inicial é o IRS-1. Retirado de Kahn C. R. Banting Lecture: Insulin action, 

diabetogenesis, and the cause of type II diabetes. Diabetes 43:1066-1084, 1994. 

Está possivelmente implicada na mediação de alguns aspectos da atividade 

hormonal desse hormônio. A interação da insulina com suas células alvo envolve os 

seguintes passos: 1) ligação a receptores específicos como passo necessário à ação e 

à metabolização da insulina nas células alvo; 2) internalização do complexo insulina-

receptor com formação do endossoma; 3) transporte e processamento do complexo 

insulina-receptor; 4) deslocamento da insulina no citosol; 5) metabolização da insulina 

pela IDE; 6) liberação pela célula dos produtos de metabolização da insulina (Figura 2). 
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Figura 2. Diferentes etapas do processamento da insulina a nível celular. Retirado de Daniel P. Udrisar e 

cols. Bating Lecture: Insulin processing. Its correlation with glucose conversion to co2. Acta physiol.

Pharmacol latinoam. 34: 427 – 440, 1984. 

Nesse processamento intracelular a insulina tem a possibilidade de associar-

se a organelas intracelulares como os elementos de Golgi, de mobilizar-se para o 

núcleo ou para um compartimento de metabolização, ou de ser reciclada para a 

membrana. Alguns desses efeitos estão correlacionados com alguns efeitos da insulina 

(Exton, 1991; Plas, 1982; Udrisar e col., 1984; Goldfine, 1987). A hiperinsulinemia 

(provocada de forma exógena) está correlacionada com o aumento do processamento 

celular da insulina (ligação com os receptores, internalização e aumento da 

metabolização do hormônio) e com o aumento na resposta celular à insulina (conversão 
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de glicose à CO2) (Udrisar e col., 1984). As interações intracelulares da insulina com a 

IDE estão também envolvidas no controle da ação da insulina sobre a metabolização 

das proteínas e da oxidação das gorduras (Duckworth e col., 1998).

Embora seja inquestionável a importância da metabolização da insulina 

mediada por receptor, a associação da ligação da insulina ao seu receptor e sua ação, 

com a internalização da insulina e sua metabolização levantou a questão do papel da 

internalização e metabolização na ação da insulina. A visão mais simples é a de que a 

internalização e metabolização são importantes na finalização da ação da insulina. 

Apesar da finalização do efeito ser um aspecto importante num sistema que deve 

responder a rápidas variações nos níveis hormonais, o possível papel da insulina 

intracelular e seu metabolismo na geração de alguns dos efeitos da insulina foi sugerido 

por muitos pesquisadores (Steiner, 1977; Draznin e col., 1982; Udrisar e col., 1984). Por 

exemplo, foi demonstrado que um inibidor da metabolização da insulina, a 

dansilcadaverina, bloqueia o efeito inibitório da insulina sobre a degradação protéica 

intracelular, mas não o efeito estimulatório da insulina sobre a síntese de glicogênio 

(Draznin e col., 1982). Com uma abordagem diferente, Miller (1988) mostrou que os 

efeitos da insulina podem ser produzidos pela injeção intracelular de insulina em 

oócitos. Outros estudos mostraram que a insulina internalizada pode ser encontrada no 

citoplasma e no núcleo (Smith e col., 1990), além do endossoma e lisossoma e que a 

insulina adicionada a núcleos isolados tem efeito sobre a função nuclear. 
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2.3   A IDE como a principal protease responsável pela metabolização da insulina 

A maioria dos estudos indicam que a IDE é o mecanismo enzimático primário 

para iniciar o processamento e metabolização da insulina. A IDE é uma enzima que 

apesar de estar funcionalmente ligada a metabolização da insulina nos endossomos e 

na membrana celular, é encontrada principalmente no citoplasma. A insulina 

internalizada interage com a IDE (Hari e col., 1987) e anticorpos monoclonais antiIDE 

microinjetados nas células inibem a metabolização celular da insulina (Shii e col., 1986). 

A hiperexpressão da IDE aumenta a taxa de metabolização da insulina pelas células 

(Kuo e col., 1991). Todos esses dados indicam que a IDE é a principal protease para a 

metabolização celular da insulina, embora não possamos descartar outros processos 

na degradação da insulina. A atividade proteolítica da IDE deve-se à presença de zinco 

em sua estrutura; seu peso molecular é de cerca de 110 kDa; outros cátions divalentes 

podem ativá-la, como exemplo o cálcio. O aumento de cálcio no tecido promove 

aumento na degradação de insulina (Duckworth e col., 1998; Kuo e col., 1993). 

Embora a insulina possua a mais alta afinidade pela IDE, outros substratos 

podem ser degradados pela IDE. Eles incluem glucagon, fator de crescimento 

semelhante à insulina I e II (IGF-I e IGF-II), fator natriurético atrial (ANP), fator de 

crescimento transformante  (TGF ), proinsulina, fator de crescimento epidérmico 

(EGF), -amilóide, -endorfina e hemoglobina oxidada (Duckworth e col., 1998; 

Kurochkin, 2001 e Kuo e col., 1993). 
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2.4 Papel regulatório da IDE e seu envolvimento no crescimento e diferenciação 

celulares

A metabolização da insulina não é a única função celular da IDE, pois tanto 

os tecidos sensíveis à insulina quanto os não sensíveis possuem IDE, sugerindo um 

papel multifuncional para essa proteína. A distribuição da IDE foi caracterizada em 

vários tecidos no rato, sendo a seguinte sua distribuição relativa: altos níveis no 

testículo, língua, cérebro e tecido adiposo marrom; níveis moderados nos rins, próstata, 

coração, músculo, fígado, intestino e pele; e baixos níveis no baço, pulmões, timo e 

útero (Kuo e col., 1993; Bondy e col., 1994). Adicionalmente, há evidências de que os 

níveis de RNAm da IDE variam com a fase de desenvolvimento (da embrionária a fase 

adulta) em que se encontra a Drosophila (Stoppelli e col., 1988). A IDE também se 

relaciona com várias funções celulares, como a diferenciação do músculo e outros 

tecidos (Kayalar e col., 1990). Em geral, há uma significativa relação entre a expressão 

gênica da IDE e os receptores de insulina e de IGFs. Como a IDE degrada tanto 

insulina quanto IGF-II, esses dados sugerem um papel para a IDE tanto na 

metabolização quanto na ação de ambos hormônios (Bondy e col., 1994). A insulina e 

os IGFs ligam-se aos receptores de membrana e deflagram uma variedade de efeitos 

biológicos que levam ao crescimento e diferenciação (Cross e col., 1991). Regulando a 

remoção desses hormônios, a IDE está potencialmente influenciando o processo de 

crescimento celular e desenvolvimento. 
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2.5  Papel regulatório da IDE e sua interação com receptores esteróides 

Outra propriedade regulatória (não metabólica) da IDE é a de associar-se e 

os receptores citosólicos de glicocorticóides e andrógenos, aumentando a ligação dos 

mesmos ao DNA e, subseqüentemente, sua atividade (Kupfer e col., 1994) (Kupfer e 

col., 1993; Kupfer e col., 1994). A IDE citoplasmática também forma um complexo com 

o proteossoma (proteinase multicatalítica) e regula sua atividade (Bennett e col., 1994), 

a qual é importante para a degradação intracelular de proteínas (Rivett, 1993). A 

insulina antagoniza a ação dos hormônios esteróides do mesmo modo que antagoniza 

a metabolização de proteína celular, abrindo a possibilidade de que uma interação 

citosólica direta da insulina internalizada com a IDE pode estar envolvida nestes efeitos 

celulares.

2.6 Fatores extrínsecos e intrínsecos na regulação do crescimento do endométrio 

uterino. Proliferação e apoptose no útero como modelo experimental 

Existem vários mecanismos de sinalização relativamente bem caracterizados 

que contribuem para o crescimento do endómétrio. Moléculas sinalizadoras sintetizadas 

dentro do útero atuam dentro e fora das células através de mecanismos parácrinos, 

autócrinos e intrácrinos, tais como EGF, IGF-1, TGF , fator de crescimento derivado 

das plaquetas (PDGF), fatores de crescimento hepático e dos querátinócitos (Murphy e 

col., 1990). Os fatores extrínsecos que influenciam o crescimento uterino incluem 

estrógenos e progesterona. O útero de roedores, tanto imaturos como adultos, é muito 
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utilizado como modelo experimental para a avaliação da ação dos hormônios 

esteróides.  A parede do útero é constituída por três túnicas, que de fora para dentro 

são: o endométrio (mucosa), o miométrio (músculo liso) e a serosa (tecido conjuntivo). 

O endométrio é formado por epitélio colunar simples que repousa em uma lâmina 

própria de tecido conjuntivo; do epitélio de superfície aprofundam-se glândulas uterinas 

por toda a espessura do endométrio, as quais estão separadas pelo tecido conectivo do 

estroma; o endométrio pode ser dividido em uma parte superficial espessa, que sofre 

mudanças funcionais e estruturais durante o ciclo menstrual/estral e em uma parte 

basal, que se altera pouco durante o ciclo menstrual/estral e que é responsável pela 

reconstituição da camada superficial (Junqueira e col., 1999). Existem diferenças 

importantes entre as respostas celulares do útero em ambos períodos de vida. Por 

exemplo, no rato imaturo, doses altas de estrógeno estimulam a divisão celular em 

todos os tecidos componentes do útero: endométrio (epitélios luminal e glandular e 

estroma) e miométrio (Kaye e col., 1971; Kirkland e col., 1979). Já no rato adulto 

ovariectomizado a resposta proliferativa ao estradiol só ocorre nas células epiteliais 

glandulares e luminares (Martin e col., 1973; Quarmby e col., 1984; Clark , 1971; Tachi 

e col., 1972.). Durante o ciclo estral em ratos, as células epiteliais glandulares e 

luminares apresentam um padrão cíclico de proliferação e regressão (Bertalanffy e col., 

1963), refletindo o efeito dos hormônios esteróides, estrógeno e progesterona. Esses 

períodos de crescimento e regressão endometrial são sincronizados com a função 

ovariana através de modificações nos níveis circulantes e/ou locais de estrógenos e 

progesterona. Para a maioria das espécies de mamíferos, os mecanismos responsáveis 

por esses efeitos dos esteróides sobre o endométrio não estão completamente 

esclarecidos. O estradiol produz seus efeitos através dos receptores de estrógenos 
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(RE). Estes receptores são expressos nas células epiteliais e estromais do rato imaturo 

e adulto (Bigsby e col., 1990). A estimulação estrogênica da mitogênese epitelial uterina 

pode ser mediada por fatores de crescimento, os quais seriam produzidos no estroma 

uterino por ação dos estrógenos e atuariam sobre o epitélio uterino para estimular a 

mitogênese (Cooke e col., 1997). 

3  OBJETIVOS 

Avaliar na fração citosólica de homogeneizados de úteros de ratos, se a 

enzima que degrada a insulina (IDE) é modificada em quantidade e atividade, em 

situações de proliferação celular (proestro, castração mais estradiol) e apoptose 

(metaestro, castração). 

4  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1  Animais 

Ratos machos Wistar (ratus norvegicos albinus) adultos pesando entre 225 e 

269g foram utilizados nos experimentos. Os animais foram criados no biotério do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco, 

recebendo alimentação (ração purina para ratos) e água filtrada ad libitum. Os animais 
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foram mantidos em sala com a ventilação e iluminação naturais (aproximadamente 12 

horas de claro e 12 horas de escuro) e temperatura que variava entre 25 e 29°C 

durante todo o ano. 

4.2 Reagentes químicos e drogas utilizadas 

- Hormônio para tratamento dos animais:

Benzoato de estradiol (Sigma) 

- Preparação das frações citosólicas:

EDTA (Vetec) 

Sacarose (Reagen) 

Tris[hidroximetil] aminometanohidrocloreto- HCl (Sigma) 

Coquetel de inibidores de proteases (Sigma) 

- Determinação fotocolorimétrica:

Commasie Brilliant Blue G – (Sigma) 

Albumina sérica bovina (BSA, fração V) Miles (Naperville, IL); 

Etanol, Ácido fosfórico concentrado (Reagen) 

- Eletroforese em gel de poliacrilamida:

Água Deionizada 

Dodecilsulfato de sódio (SDS) ( Sigma) 
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Acrilamida (Sigma) 

N,N’- Metilenobisacrilamida (Bis acrilamida) (Sigma) 

Persulfato de amônia (APS) (Sigma) 

N, N, N’, N’, - Tetrametiletilenodiamina, (TEMED) (Sigma) 

Tris[hidroximetil]aminometano (Tris base) (Sigma) 

Glicina (Sigma) 

Glicerol (Reagen) 

2-mercaptoetanol (Sigma) 

Azul de bromofenol (Sigma) 

Ácido Clorídrico (HCl)  (Reagen) 

- “Immunoblotting” :

 Tris (Sigma) 

 Glicina (Sigma) 

       Metanol

Tampão Tris– salina (TBS) (20 mM Tris-HCl, 0,9 g% NaCl, pH 8,0)  (Sigma) 

Anticorpo antiIDE: o peptídeo sintético YKEMLAVDAPRRHK (p15) correspondendo 

aos resíduos 940-953 da seqüência da IDE de rato mais uma cisteína adicionada ao 

N-terminal, foi preparada pelo Instituto de Química, Universidade de São Paulo. O 

peptídeo foi acoplado a uma proteína imunogênica utilizando um “kit” da Pirce 

(Rockford, IL, USA), misturado com o adjuvant de Freund’s e injetado em coelhos, 

em nosso laboratório. Os animais foram injetados três vezes com o peptídeo 

antigênico em adjuvant de Freund’s incompleto. O sangue foi coletado e o anticorpo 

foi testado para reatividade específica com o peptídeo marcado com 125I pelo 
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método da cloramina-T. O anti-p15 foi purificado por cromatografia de afinidade 

usando coluna de peptídeo ligado a agarose (Sulfolink coupling gel, Pierce). Após 

eluição com 0,1 mol/L de glicina, pH 2,5, o eluato contendo o anticorpo anti-p15 foi 

dialisado e concentrado. 

      Albumina sérica bovina (BSA, fração V) Miles (Naperville,IL) 

A-2306 – Monoclonal anti-rabit Immunoglobulins, Alkaline Phosphatase Conjugate-

clone RG-16- Sigma Immunochemicals 

Substrato de fosfatase alcalina BCIP/NBT (Sigma) 

-Atividade da IDE

Insulina de porco cristalina (Bio-Bras) 

125 Iodo (Amersham) 

Sephadex G-50 (Pharmacia) 

            DEAE-Bio-Gel A Agarose 

Ácido tricloroacético (TCA) (Vetec) 

4.3 Grupos experimentais 

Foram utilizados 19 ratos cujos pesos variaram entre 225 a 269 mg, fêmeas, 

adultos, divididos nos seguintes grupos experimentais: 
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a) Grupo Controle (C)

Este grupo foi dividido em dois subgrupos: C1 (ratos em proestro) e C2 (ratos 

em metaestro). Os animais deste grupo foram acompanhados para a observação do 

ciclo estral, objetivando identificar as fases onde há maior quantidade de estrogênio 

(proestro) e menor quantidade de estrogênio (metaestro); para tanto se utilizou à coleta 

da secreção vaginal. Em seguida as ratas foram imediatamente sacrificadas, retirados 

seus úteros e armazenados em nitrogênio líquido para posterior processamento.

b) Grupo Castrado 

Os animais foram anestesiados com éter e castrados por via lombar 7 dias 

antes do experimento. No quarto dia após a castração os mesmos foram tratados óleo 

de milho, por via subcutânea, durante três dias consecutivos. 

c) Grupo castrado e tratado com benzoato de estradiol 

O tratamento hormonal foi instituído 4 dias após a ovariectomia. O tratamento 

consistiu na injeção de 2 μg/100 g de peso corporal de benzoato de estradiol (E2)

(diluído em óleo de milho, 0,1 ml/100 g peso corporal), por  dia, durante 3 dias 

consecutivos. Esse período de tratamento com estradiol é necessário para as análises 

de crescimento uterino (Clark e col., 1988). Vinte e quatro horas após a última injeção 
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de estradiol os animais foram sacrificados por decapitação e o útero foi removido, 

pesado e imediatamente armazenado em nitrogênio líquido, para posterior 

homogeneização e determinação da atividade e quantidade da IDE. 

Na realização da ovariectomia seguiu-se a etapa abaixo: 

- Anestesia dos animais com éter e retirada dos pêlos do dorso (entre a borda inferior 

das costelas e a coxa) do animal. Em seguida realizou-se a assepsia do local com 

álcool iodado. 

- Fixação do animal em decúbito ventral e incisão de aproximadamente 4 cm 

comprimento, com tesoura, na pele do dorso, na linha mediana. Em seguida, foi 

feita difusão da parede muscular (com 1,5 cm de extensão) entre a última costela 

e a coxa, distante 2 cm da linha mediana, até cair na cavidade abdominal. O ovário 

foi identificado logo abaixo envolto em uma massa de gordura. Após pinçamento 

do ovário foi realizada a ligadura abaixo da trompa uterina, e o ovário foi retirado 

após corte feito entre ele e a ligadura da trompa. 

- Reintrodução do útero na cavidade abdominal e sutura da parede muscular e pele. 

- Repetição das etapas para a retirada do segundo ovário (no lado oposto). 



33

Para a análise da secreção vaginal foram realizadas as seguintes etapas: 

- Preparação de um conta gotas de calibre adequado com um pequeno volume de 

soro fisiológico e introdução do soro (ponta do conta gotas cerca de 0,5 cm 

intravaginal) na vagina da rata (segura em decúbito dorsal) e, logo em seguida, 

aspiração do soro, colhendo assim o fluido vaginal. 

- Exame ao microscópio óptico, com aumento médio, do material colhido e colocado 

em lâmina de vidro. 

- A identificação da fase do ciclo na qual o animal encontrava-se é observada, de 

acordo com a seguinte caracterização: em proestro o esfregaço vaginal 

apresentava muitas células epiteliais, nucleadas, redondas ou fusiformes (rápido 

crescimento epitelial); em estro o esfregaço vaginal apresentava remanescentes de 

células epiteliais, células cornificadas grandes, achatadas e irregulares (máximo 

crescimento epitelial); em metaestro o esfregaço vaginal apresentava muitas 

células cornificadas e epiteliais com infiltração de leucócitos (descamação); em 

diestro o esfregaço vaginal apresentava poucas células epiteliais com poucos ou 

muitos leucócitos (poucas camadas de células epiteliais).
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 4.4  Preparação da fração citosólica 

Nesses grupos experimentais foi estudada a quantidade da enzima que 

degrada a insulina e sua atividade na fração citosólica, através da determinação da 

imunoreatividade com anticorpos específicos e da precipitação com TCA, 

respectivamente. Os úteros (500 mg), foram cortados em pequenos pedaços e 

homogeneizados com tampão (25mM Tris-HCl, pH 7,4 , 0,25 M de sacarose, 2mM 

EDTA) com adição do coquetel de inibidores de proteases em um homogeneizador de 

7ml de teflon-vidro (Kontes), em volume de 2ml por grama de útero. Após a 

homogeneização do tecido, os núcleos foram separados por centrifugação de 10 

minutos a 800 x g; em seguida, o sobrenadante correspondente à fração pós-nuclear foi 

centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora. O correspondente sobrenadante foi 

considerado fração citosólica. Em seguida, foi feita a purificação da fração citosólica por 

precipitação, através da adição de 0,21g de sulfato de amônio por ml da fração 

citosólica, deixando-o descansar por 45 minutos. Centrifugou-se e separou-se o 

precipitado do sobrenadante. Ao sobrenadante foi adicionado 0,21 g/ml de sulfato de 

amônio, produzindo-se assim uma concentração de 60%, com o objetivo de precipitar 

alguma proteína que não precipitou a 30%. Este material foi submetido novamente à 

centrifugação e separado da mesma forma como descrito acima. O segundo precipitado 

obtido representou a fração 30-60%. Em seguida, foi realizada a dessalinização em 

coluna de Dextran (Cross-linked Dextran), recolhendo-se então a amostra com as 

proteínas para a determinação da concentração de proteínas totais.
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4.5 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE, sistema de tampão Laemmli) 

Foi utilizado o aparelho Mini-Protean II-Eletrophoresis Gell, seguindo-se todas 

as instruções do seu manual. O gel escolhido empiricamente para a IDE (110kDa) foi de 

10%T (%T= g acrilamida+ g bis-acrilamida/volume total x 100). A separação das 

proteínas citosólicas foi realizada de acordo com Laemmli, 1970. 

4.6 Transferência das proteínas do gel para uma matriz de nitrocelulose, 

imunodetecção (“immunoblotting”) e quantificação da IDE 

O “immunoblotting” combina a resolução da eletroforese com a especificidade 

das reações imunológicas, sendo por isso um importante meio de verificação da 

validade da separação. Este procedimento mostra se há a proteína de interesse, no 

caso a IDE, como mostra também se ela está imunologicamente ativa para o anticorpo 

com o qual está sendo testada (Gershoni e col., 1983). Neste procedimento realizamos 

a transferência do gel de eletroforese para um sistema de sanduíches conforme a 

Figura 3. As proteínas são absorvidas pelo papel de nitrocelulose que pode absorver 

anticorpo. Para a transferência utiliza-se o tampão de transferência (25mM Tris, 192 

mM glicina,  20% metanol, pH 8,3). A montagem foi feita conforme a figura 3 e 

posteriormente o sanduíche foi introduzido na cuba do aparelho contendo o tampão de 

transferência e deixado ligado durante toda à noite. 
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Fig 3.  Esquema de transferência do gel de eletroforese para um sistema de sanduíches. Retirado de 

Gershoni J. M., Palade G. E. Principles and applications. Anal Biochem; 131: 1-15, 1983. 

Após a noite de transferência, o papel de nitrocelulose (NC) foi 

cuidadosamente retirado e incubado com albumina (5%) por 2 horas à temperatura 

ambiente sob agitação lenta e constante. As proteínas foram absorvidas pelo papel de 

nitrocelulose e sobre este foram realizadas as incubações com os anticorpos. A IDE foi 

detectada pelo anticorpo específico antiIDE puro (obtido no Laboratório de 

Endocrinologia Molecular da UFPE) e revelada pelo uso de fosfatase alcalina acoplada 

ao segundo anticorpo. A incubação foi realizada durante 2-3 horas, à temperatura 

ambiente, com agitação constante e suave. Ao final de 3 horas retirou-se a solução do 

primeiro anticorpo e lavou-se 4 vezes o papel de nitrocelulose com tampão Tris-salina 
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(TBS) (20 mM Tris-HCl, 0,9 g% NaCl, pH 8,0). Cada lavagem permaneceu em agitação 

suave por 5 minutos. Após esta lavagem adicionou-se o segundo anticorpo (A-2306-

Monoclonal Anti-rabit Immunoglobulins, Alkaline Phosphatase Conjugate-clone RG-16- 

Sigma Immunochemicals), o qual reconhece somente o primeiro anticorpo. Em seguida, 

realizou-se uma lavagem semelhante à primeira e adicionou-se uma solução do 

substrato (YKEMLAVDAPRRHK (p15)), que reagiu com o segundo anticorpo e produziu 

uma coloração rosada, indicando a presença do segundo anticorpo. 

As bandas de proteínas imunocoradas foram detectadas e quantificadas por 

meio de um densitômetro e os resultados foram expressos como porcentagem de 

aumento ou diminuição em relação ao grupo controle (para uma mesma quantidade de 

proteína separada por eletroforese - 30μg de proteína citosólica/linha) (Udrisar e col., 

1990; Camberos e col., 2001). 

4.7 Preparação da 125 I- insulina monoiodada 

A insulina foi marcada pela técnica de cloramina T, com a relação 

iodo/insulina de 0,1/1. Para separar a insulina nativa da insulina marcada (obtenção da 

maior atividade específica) foi empregada uma cromatografia em DEAE-Bio-Gel A 

Agarose. A insulina assim obtida possui atividade biológica semelhante à insulina não 

iodada (Udrisar e col., 1992). 
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4.8 Degradação da 125I-insulina

Em todos os experimentos a degradação de 125I-insulina foi determinada por 

precipitação com 5% de TCA, considerando-se a radioatividade solúvel como material 

degradado (Udrisar e col., 1992; Camberos e col., 2001). 

4.9 Determinação da concentração total de proteínas – método de Bradford 

A determinação da concentração total de proteínas das frações citosólicas 

obtidas dos homogeneizados de úteros foi realizada por espectofotometria, pelo método 

de Bradford (Bradford, 1976). 

4.10 Tratamento Estatístico

Os dados experimentais representam a média ± o erro padrão da média 

(média ± EPM) dos valores obtidos para cada grupo. A análise estatística dos dados e a 

comparação dos resultados entre os grupos experimentais foram determinada pelo 

teste t de Student não pareado. Os valores de P < 0,05 (quando indicado) foram 

considerados significativos. 
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5  RESULTADOS 

5.1 Influência do estado estrogênico sobre o peso uterino 

Como fato já bem estabelecido na literatura (Clark e col., 1988), o peso 

uterino úmido foi maior nos grupos Controle em proestro e Castrado + E2 , quando 

comparados com os grupos Controle em metaestro e Castrado, respectivamente 

(Figura 4). O peso seco foi proporcional ao peso úmido (dados não mostrados). 

C1 C2 Cast Cast + E2
0

100

200

300

400

500

Pe
so

 u
te

rin
o 

(m
g)

 **      *

Figura 4. Influência do estado estrogênico sobre o peso uterino úmido de ratas adultas. C1 = controle em 

proestro; C2 = controle em metaestro; cast = Castrada; Cast + E2 = castrada + benzoato de estradiol (2 

μg/100 g peso corporal). Os dados representam a média de 4 animais por grupo ± EPM. * p  0,05 versus

C1; ** p< 0,0001 versus cast.
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5.2 Influência do estado estrogênico sobre a variação do ganho de peso corporal 

A medida da variação do ganho de peso corporal teve como finalidade 

descartar a influência do peso corporal sobre os valores do peso uterino obtidos nos 

diferentes estados estrogênicos. Essa medida foi realizada no período compreendido 

entre a castração e o término do tratamento com estradiol (7 dias). Os dados 

mostraram não haver diferença entre os grupos (Figura 5), indicando que as diferenças 

observadas no peso uterino são devidas à influência específica do estradiol sobre o 

aumento da proliferação celular/inibição da apoptose no  útero.

C1 C2 Cast Cast + E2
0

10

20

30

Va
ria

çã
o 

do
 g

an
ho

 d
e

pe
so

 c
or

po
ra

l

Figura 5. Influência do estado estrogênico sobre a variação do ganho de peso corporal 

de ratas adultas. Período compreendido: 7 dias (do dia da castração ao dia seguinte ao t 

érmino do tratamento com estradiol). C1 = controle em proestro; C2 = controle em

metaestro; Cast = castrada; Cast + E2 = castrada + benzoato de estradiol 

(2 μg/100 g peso corporal). Os dados representam a média de 4 

animais por grupo ± EPM. 
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5.3 Influência do estado estrogênico sobre a relação peso uterino/peso corporal 

A relação peso uterino/peso corporal foi determinada para confirmar que as 

diferenças observadas no peso uterino são devidas à influência específica do estradiol 

sobre a proliferação celular uterina (Figura 6). 
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Figura 6. Influência do estado estrogênico sobre a relação peso uterino (mg)/peso 

            corporal (g) de ratas adultas. C1 = controle em proestro; C2 = controle em metaestro; 

cast = castrada; cast + E2 = castrada + benzoato de estradiol (2 μg/100 g peso corporal). 

Os dados representam amédia de 4 animais por grupo ± EPM. * p<0,05 versus C1; 

** p<0,0001 versus Cast.



42

5.4 Influência do estado estrogênico sobre a degradação da 125I-insulina em diferentes 

concentrações de proteínas da fração citosólica de útero – animais controle 

O sobrenadante (100.000 x g/60 min) do homogeneizado de úteros dos 

diferentes grupos experimentais foi considerado como fração citosólica e usada para 

estudar a atividade (determinada através da degradação da 125I-insulina) e quantidade 

(determinada através de “immunoblotting”) da IDE. 

Foram analisadas frações citosólicas com concentrações protéicas 

crescentes nos diferentes grupos. A Figura 7 mostra um crescimento linear da 

degradação da 125I-insulina conforme a concentração de proteínas em ambos os grupos 

de animais. A maior atividade da IDE foi verificada no grupo experimental onde existe 

maior nível plasmático de estradiol e, conseqüentemente, maior proliferação celular 

(C1, proestro). 
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Figura 7. Influência do estado estrogênico sobre a degradação da insulina em diferentes concentrações 

de proteínas da fração citosólica de útero, dos grupos C1 (controle em proestro) e C2 (controle em 

metaestro). Os dados representam a média ± EPM de um experimento representativo, em triplicata. * 

p<0,05 versus C1 correspondente. 

5.5 Influência do estado estrogênico sobre a degradação da 125I-insulina em 400 μg de 

proteínas da fração citosólica de útero – animais controle 

A Figura 8 mostra que na maior concentração de proteínas da fração citosólica 

(400 g) o percentual de degradação da insulina foi 21% maior no grupo Controle em 

proestro (C1) em relação ao grupo Controle em metaestro (C2). 
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Figura 8. Influência do estado estrogênico sobre a degradação da insulina em 400 μg

de proteínas da fração citosólica de útero, dos grupos C1 (controle em proestro) e

C2 (controle em metaestro). Os dados representam a média ± EPM de um experimento 

representativo, em triplicata. * p<0,05 versus C1. Dados derivados dos resultados 

mostrados na Fig. 7. 

5.6 Influência do estado estrogênico sobre a degradação da 125I-insulina em diferentes 

concentrações de proteínas na fração citosólica de útero – animais castrados e 

castrados + E2.

Seguindo o mesmo protocolo da Figura 7, verificamos um crescimento linear 

da degradação da 125I-insulina conforme a concentração de proteínas das frações 

citosólicas de ambos grupos experimentais. Novamente, pode-se observar que em 

situação de proliferação celular aumentada (castrado + E2) corresponde uma maior 

degradação de 125I-insulina para todas as quantidades de proteínas citosólicas 

estudadas (Figura 9). 
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Figura 9. Influência do estado estrogênico sobre a degradação da insulina em diferentes concentrações 

de proteínas da fração citosólica de útero, dos grupos castrado com e sem tratamento com estradiol (2 

μg/100 g peso corporal). Os dados representam a média ± EPM de um experimento representativo, em 

triplicata. * p<0,05 versus castrado + E2 correspondente. 

5.7 Influência do estado estrogênico sobre a degradação da 125I-insulina em 400 μg de 

proteínas da fração citosólica de útero – animais castrados e castrados + E2

A Figura 10 mostra que na maior concentração de proteínas da fração 

citosólica (400 g) a degradação da 125I-insulina foi 61 % maior no grupo Castrado + E2

em relação ao grupo Castrado. 
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Figura 10. Influência do estado estrogênico sobre a degradação da insulina em 

400 μg de proteínas da fração citosólica de útero, dos grupos cast (castrado) e 

cast + E2 (castrado + benzoato de estradiol; 2 μg/100 g peso corporal). 

Os dados representam a média ± EPM de um experimento representativo, 

em triplicata. *p<0,05 versus castrado. Dados derivados dos resultados 

fornecidos na Fig. 9. 

5.8 Correlação linear entre a degradação de 125I-insulina e a relação do peso 

uterino/peso corporal. 

Nesta análise foram utilizados os dados obtidos com a concentração de 400 

μg de proteínas citosólicas de cada grupo experimental (Figs.8 e 10) e os dados da Fig. 

6. Na Figura 11, constata-se que existe uma correlação linear (próxima a 1) entre a 

atividade da IDE e as correspondentes relações de peso uterino/peso corporal. O 
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coeficiente de correlação próximo a 1 ( r  0,9185) sugere que essa é a ordem da 

reação considerada. 
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Figura 11. Correlação linear entre a degradação de insulina (em 400 g de proteínas 

citosólicas) e a relação do peso uterino/peso corporal em cada grupo experimental

(C1, C2, Cast e Cast + E2). (r = 0,9185). 

5.9 Análise do ”immunoblotting” da IDE na fração citosólica de útero de ratas em 

diferentes estados estrogênicos.

Para a imunodetecção da IDE em um suporte sólido (papel de nitrocelulose 

empregado na transferência de proteínas do gel de poliacrilamida, após a 

correspondente separação eletroforética das proteínas citosólicas dos diferentes 

grupos experimentais) foi utilizado o anticorpo anti-IDE obtido contra a região dos 

últimos 14 aminoácidos do terminal-carboxila da IDE. Conforme mostra a Figura 12, os 
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níveis de IDE variam de acordo com o estado estrogênico do animal, ou seja, estão 

diminuídos nos grupos onde o estradiol está baixo (C2 e Cast) e aumentados nos 

grupos onde o estradiol está alto (C1 e Cast + E2).

IDE

C1 C2 Cast Cast +  E2

CITOSOL

Figura 12. Análise do”immunoblotting” da IDE na fração citosólica de útero de ratas em

diferentes estados estrogênicos. C2 = controle em metaestro; Cast = castrada;

Cast + E2 = castrada + benzoato de estradiol (2 μg/100 g peso corporal). 

5.10 Quantificação da IDE por densitometria em diferentes estados estrogênicos 

A quantidade da IDE foi avaliada por densitometria do “immunoblotting” da Figura 

12. Os resultados obtidos (expressos em densidade óptica, DO) foram: C1: 93,0 ± 10,5 (n:5) 

DO, C2: 57,8 ± 1,1 (n:4) DO, Cast.: 10,3 ± 1,3 (n:4) DO e Cast + E2 : 66,5 ± 5,8 (n:6) DO, 

(Fig.13).
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Figura 13. Quantificação da IDE por densitometria em diferentes estados 

estrogênicos. Os resultados são expressos em unidades arbitrárias de

densidade óptica (DO). * p<0,01 versus C1; ** p<0,0001 versus Cast.

5.11 Correlação linear entre a degradação da 125I-insulina e a densidade óptica da IDE 

A comparação entre as atividades da IDE (degradação da 125I-insulina) e as 

quantidades da IDE (“immunoblotting”) estudadas, também se correlacionaram 

linearmente (coeficiente de correlação próximo a 1, r2 : 0,9962) (Fig.14). Esses 

resultados sugerem que a atividade da IDE é dependente de sua quantidade e que 

ambos parâmetros estudados dependem dos diferentes estados estrogênicos (aumento 

em situação de proliferação celular e diminuição em situação de apoptose). 
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Figura 14. Correlação linear entre a degradação da 125I-insulina e a densidade

óptica da IDE (densitometria do “immunoblotting”). Dados derivados dos resultados

mostrados nas figuras 8, 10 e 13) 

Assim, situações de apoptose e proliferação celular podem regular a 

atividade/quantidade da IDE e o estradiol pode ser um fator importante na expressão gênica 

da IDE e sua regulação no útero. 
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6  DISCUSSÃO 

Os resultados do presente estudo mostram que: 1) a quantidade e atividade 

da IDE aumentam na fração citosólica de homogeneizado de útero de ratas intactas na 

fase de proestro ou de ratas castradas e tratadas com benzoato de estradiol e 2) a 

quantidade e atividade da IDE diminuem em útero de ratas intactas na fase de 

metaestro ou de ratas castradas. No primeiro caso, a situação experimental é de 

proliferação celular – o endómétrio prolifera em resposta ao estradiol exógeno ou em 

resposta ao aumento cíclico do estradiol endógeno. O estradiol é necessário para a 

morfogênese, citodiferenciação e atividade secretória do epitélio uterino. Durante o ciclo 

estral, o padrão de variação na proliferação celular, crescimento vascular e fluxo 

sanguíneo que ocorre no endométrio, reflete as variações nos níveis circulantes de 

estradiol e progesterona (Johnson e col., 1997). O nível de estradiol alcança o máximo 

durante o proestro e cai a níveis basais entre o estro e o metaestro (Butcher e col., 

1974). O segundo caso, o do animal intacto em fase de metaestro ou do animal 

castrado, constitui a segunda situação experimental, de apoptose uterina, na qual há 

atrofia desse órgão devido à diminuição do estradiol circulante. Os resultados de 

aumento na atividade (aumento na degradação da insulina) e na quantidade da IDE no 

útero de ratas em proestro (estimulado com estradiol) e de diminuição desses 

parâmetros no útero de ratas em metaestro e, portanto, em ausência do estímulo com 

estradiol, evidenciam a importância fisiológica da IDE no processo de crescimento 

uterino durante o ciclo estral das ratas. O envolvimento da IDE com o crescimento 

celular foi ainda mais evidenciado, no presente estudo, ao se encontrar uma correlação 

linear entre a degradação da insulina e o peso relativo do útero.
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Várias evidências sugerem que enzimas, como a IDE, que metabolizam 

fatores de crescimento, podem estar envolvidas na regulação do crescimento e 

desenvolvimento. Stopelli e col. (1988) mostraram que a expressão da IDE é regulada 

durante o desenvolvimento, na Drosophila. Couch e col. (1983) demonstraram que 

inibidores da atividade de metaloprotease endógena bloqueiam a fusão de mioblastos 

oriundos de músculo esquelético de ratos. Posteriormente, Kayalar e col. (1989) 

mostraram uma correlação entre inibição da IDE e inibição da diferenciação morfológica 

e bioquímica no mesmo tipo de célula (mioblastos) e sugeriram que a degradação da 

insulina pela IDE é necessária para a diferenciação da célula muscular. Resultados 

prévios deste laboratório (Porto e col., 2002; Barbosa e col., 2003) mostraram que a 

atividade e a quantidade da IDE aumentam em próstata de ratos castrados e tratados 

com testosterona ou de ratos intactos tratados com dexametasona – condições de 

proliferação – e diminuem na próstata de ratos castrados – condição de apoptose. 

Uma das principais ações dos estrógenos em tecido alvo é a estimulação da 

proliferação celular. As ações do estradiol na proliferação celular uterina são mediadas 

através da sua ligação específica aos receptores nucleares estrogênicos, os quais são 

expressos nas células epiteliais e estromais. Devido ao fato de que os níveis de 

receptores influenciam a resposta tissular ao estradiol, torna-se de grande interesse o 

entendimento de como os receptores de estrógenos são regulados. Sabe-se que a IDE 

se associa com os receptores de glicocorticóides e de andrógenos ativando-os (Kupfer 

e col., 1993; Kupfer e col., 1994), ou seja, aumenta a ligação desses receptores ao 

DNA assim como a atividade transcricional dos mesmos. Apesar de até a presente data 

não haver referência à interação da IDE com os receptores de estrógenos, pode-se 
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pensar, por inferência dos estudos citados (com receptores de glicocorticóides e 

andrógenos), que tal interação exista. Essa interação pode ter um impacto potencial 

sobre a sinalização da insulina e dos esteróides. Por exemplo, 1) os receptores de 

esteróides podem ser substratos para proteólise pela IDE, já que a mesma metaboliza, 

além da insulina, outras proteínas “in vitro” (TGF- , ANF, IGF-I e IGF-II). Se a IDE 

metaboliza receptores de esteróides “in vivo”, ela pode ter um papel na regulação da 

ação dos esteróides, por modular a concentração dos receptores dos esteróides; 2) os 

receptores de esteróides podem interagir com a IDE para regular sua atividade 

degradativa sobre a insulina; 3) a IDE pode modular diretamente a atividade 

transcricional dos receptores de esteróides.

A correlação entre a expressão de RE no epitélio uterino e os efeitos do 

estradiol sobre a mitogênese levaram a suposição de que os efeitos estrogênicos 

fossem mediados diretamente através de receptores epiteliais. Contudo, Cooke e col., 

(1997) demonstraram que os receptores epiteliais não são nem necessários nem 

suficientes para a proliferação epitelial uterina induzida pelo estradiol. Esses autores 

propuseram um modelo para explicar a estimulação estrogênica da mitogênese epitelial 

uterina, o qual consiste no seguinte: os estrógenos ligam-se aos REs nas células 

mesenquimais/estromais uterinas e estimulam a produção de fatores parácrinos, os 

quais então atuam sobre o epitélio uterino para estimular a mitogênese (Figura 15). 
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Figura 15. Mecanismo da proliferação epitelial uterina induzida 

pelo estradiol (Cooke e col., 1997). 

Dentre os fatores parácrinos foi postulado que os fatores de crescimento 

poderiam ser os mediadores dos efeitos mitogênicos do estradiol sobre o epitélio 

uterino (Murphy e col., 1990; Cooke e col., 1997). Vários fatores de crescimento são 

produzidos pelo estroma do útero e de outros órgãos, como também foram descritos 

receptores epiteliais de fatores de crescimento e também ações biológicas dos fatores 

de crescimento sobre células epiteliais. Por exemplo, o fator de crescimento semelhante 

à insulina 1 (IGF-1) é produzido, relativamente, em altas quantidades no útero, 

preferencialmente no estroma (Adesanya e col., 1996), e é um mitógeno epitelial 

potente, sendo regulado pelo estradiol no útero (Adesanya e col., 1996). Esse fator de 

crescimento poderia ser um mediador parácrino dos efeitos mitogênicos do estradiol no 

epitélio uterino. O RNAm do IGF-1 está presente no endométrio uterino na fase 
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proliferativa do ciclo menstrual e sua modificação cíclica coincide com as concentrações 

do estradiol (Zhou e col., 1995). Adicionalmente, foi demonstrado que o estradiol 

estimula a fosforilação da tirosina do receptor do IGF-1 e do substrato 1 da insulina 

(IRS-1) no epitélio do útero de camundongos (Richards e col., 1996); o IRS-1, como 

parte da via do receptor do IGF-1, pode ser importante na mediação da proliferação do 

útero estimulada pelo estradiol. Outros fatores de crescimento que poderiam estar 

envolvidos  nas interações mesênquima/epitélio são o EGF, o fator de crescimento 

derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento hepático, o fator de crescimento 

dos queratinócitos e o TGF-  (Das e col., 1994; Rider e col., 1995; Zarnegar e col., 

1995; Koji e col., 1994; Nelson e col., 1992). 

Para reforçar o modelo de resposta indireta ao estradiol no epitélio uterino, é 

interessante referir um trabalho anterior realizado com andrógenos no epitélio 

reprodutor masculino (Cunha e col., 1992). Nesse estudo os autores demonstraram que 

a proliferação epitelial induzida pelos andrógenos na próstata é mediada indiretamente 

pelos receptores de andrógenos mesenquimais/estromais. Esses efeitos indiretos dos 

andrógenos, juntamente com os do estradiol, sobre a proliferação epitelial, sugerem 

que a regulação do crescimento epitelial nos órgãos reprodutivos do macho e da fêmea 

é feita através de mecanismos parácrinos comuns, mediados pelos receptores 

hormonais do estroma. 

Assim, como a IDE é uma protease que metaboliza insulina e fatores de 

crescimento, é razoável pensar que o aumento de IGFs em situações de proliferação 

celular leva a um aumento de receptores para os IGFs e, conseqüentemente, um 
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aumento da IDE (em seu papel de protease) para finalizar a ação hormonal. Na Figura 

16 sugerimos um modelo da correlação entre estradiol, proliferação celular uterina e a 

quantidade/atividade da IDE. 

Estradiol

IGF-1 livre                     IGF-1R 

Efeitos parácrinos/autócrinos

Expressão de efetores mitogênicos 

Proliferação celular   /apoptose 

hiperplasia

Expressão da IDE 

Figura 16. Modelo proposto para os efeitos do estradiol no balanço da proliferação celular/apoptose, que 

resulta em hiperplasia uterina e aumento da quantidade da IDE (possivelmente por aumento da 

expressão gênica). A IDE pode participar na proliferação celular como proteína regulatória. 
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Dentro do contexto do presente estudo e de suas implicações é interessante 

referir, ainda, que os estrógenos reduzem o acúmulo do peptídeo -amilóide no 

cérebro, reduzindo o fator de risco para a enfermidade de Alzheimer (AD). Essa 

enfermidade é um desordem neurodegenerativa caracterizada pela acúmulo de formas 

agregadas do peptídeo -amilóide. A IDE, entre outros peptídeos, metaboliza o -

amilóide e assim é plausível pensar que alterações na quantidade/atividade da IDE 

pode levar, ou não, ao acúmulo do peptídeo -amilóide a nível cerebral, com 

possibilidade de aumentar o risco de desencadear a AD. Foi demonstrado 

recentemente, na fração citosólica de um homogeneizado de cérebro de paciente 

(estudo realizado pós-mortem) com AD, que a IDE estava diminuída em 

quantidade/atividade em relação ao grupo controle (normal), apoiando a hipótese de 

que a atividade reduzida da IDE pode contribuir para o acúmulo do -amilóide (Perez e 

col, 2000). Além do mais, são conhecidos os efeitos neuroprotetores dos estrogênios 

em mulheres pós-menopáusicas, com redução no risco de desencadear a AD (Green e 

col., 2000). Também foi demonstrado recentemente,  que a ovariectomia e a terapia 

substitutiva com estradiol modulam os níveis do peptídeo -amilóide,  podendo-se 

inferir que a cessação da produção de estrogênio ovariano na pós-menopausa facilitaria 

a deposição do -amilóide por aumento de sua concentração. De forma oposta, o 

tratamento com estradiol  diminui o -amilóide do cérebro. Esses dados sugerem que a 

modulação do  metabolismo do -amilóide pela administração de estradiol a mulheres 

pós-menopáusicas preveniria ou retardaria o aparecimento da enfermidade de AD. 

Como nesses estudos não foi quantificada a IDE,  não foi possível distinguir se o 

acúmulo do -amilóide se devia a um aumento na sua geração ou a ausência de sua 

metabolização, em situações de diminuição de estradiol (Petanceska e col., 2000). Os 



58

dados apresentados no presente estudo mostram uma correlação entre estradiol, 

proliferação celular uterina e quantidade/atividade da IDE, levando-nos a pensar que no 

cérebro poderiam ser observadas as mesmas alterações da IDE em resposta ao 

estradiol, como os que foram observados no tecido uterino. Assim, o acúmulo do -

amilóide na AD nas mulheres pós-menopáusicas,  poderia ser devido, pelo menos em 

parte, a uma diminuição da quantidade/atividade da IDE no cérebro pela ausência de 

estradiol.

Tomados em seu conjunto, nossos resultados mostram que o aumento da 

atividade IDE na fração citosólica de um homogeneizado de útero se correlaciona com 

o aumento na quantidade dessa enzima que acompanha a proliferação celular induzida 

pelo estradiol e que possivelmente a IDE deve ser considerada um requerimento 

importante para o crescimento do endométrio.  Esses dados sugerem que o papel 

degradativo da IDE e sua regulação (em quantidade e atividade) são propriedades 

importantes na tradução de sinal hormonal e na resposta biológicas das células. Assim, 

a IDE pode ser considerada uma proteína  regulatória que liga e degrada a insulina,

IGFs e outras proteínas importantes para o metabolismo celular, como os receptores 

de esteróides e  o peptídeo -amilóide.

Finalmente, é interessante enfatizar que o “cross-talk” entre vias de tradução 

do sinal é um fenômeno comum no desenvolvimento celular e na homeostasia. A 

interação da IDE com receptores esteróides acopla, potencialmente, as vias de 

sinalização da insulina e dos hormônios esteróides. A identificação das vias de 

sinalização induzidas por esteróides sexuais que estão associados com proliferação de 
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tecidos alvos, pode esclarecer os fatores bioquímicos que podem estar envolvidos no 

risco de câncer. 
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7  CONCLUSÕES 

Conforme os dados obtidos no presente estudo, podemos concluir que: 

1 – A quantidade e atividade da IDE aumentam nos grupos intacto em proestro e 

castrado e tratado com estradiol.

2 – A quantidade e atividade da IDE diminuem nos grupos intacto em metaestro e 

castrado.

3 – A correlação linear entre a atividade e quantidade da IDE e o peso relativo do útero, 

indica ainda mais o envolvimento da IDE com o crescimento celular.
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