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RESUMO  

 

 

A restrição protéica e a prenhez são condições comumente associadas a mudanças 

antagônicas na estrutura e função das ilhotas pancreáticas. Essas mudanças são mediadas pelo 

meio hormonal que altera o equilíbrio dinâmico entre crescimento (neogênese, proliferação e 

tamanho) e morte celular (apoptose). Portanto, o presente estudo avaliou os mecanismos 

envolvidos nas adaptações estruturais e funcionais das ilhotas pancreáticas de ratas durante a 

prenhez na vigência de restrição protéica. Foram avaliadas ratas Wistar (90 dias) prenhes e 

não prenhes submetidas à dieta hipoprotéica (HPP e HPNP) ou controle (CP e CNP) do 

primeiro ao décimo quinto dia de prenhez. Ilhotas foram isoladas para mensurar a secreção e 

conteúdo de insulina, bem como o conteúdo de proteínas das vias da fosfatidil inositol 3 

quinase (PI3K) e da proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK) por immunoblotting. A 

área das ilhotas foi determinada por morfometria. A prenhez ou dieta hipoprotéica não 

alteraram o conteúdo de insulina, mas reduziram a área das ilhotas pancreáticas bem como a 

liberação de insulina em alta concentração de glicose. A prenhez associada à privação 

protéica aumentou concentração sérica de prolactina, reduziu a concentração sérica de 

corticosterona, bem como os conteúdos de Akt1 e p70S6K. Independente da dieta, a prenhez 

aumentou o conteúdo de Shc e Erk1/2. Em ilhotas de ratas submetidas à dieta hipoprotéica a 

prenhez não conseguiu aumentar os conteúdos de pERK1/2. Assim, estes resultados mostram 

que o curto tempo de restrição protéica durante a prenhez alterou a corticosterona sérica, que 

possivelmente contribuiu para a redução do conteúdo e da atividade de proteínas das vias da 

PI3K e MAPK e conseqüentemente alterou a estrutura e a função das ilhotas pancreáticas. A 

alteração estrutural pode ter resultado do aumento da apoptose e/ou da redução da 

proliferação e crescimento celular. 
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ABSTRACT 

 

Protein restriction and pregnancy are conditions commonly associated with 

antagonistic changes in structure and function of pancreatic islets. These changes are 

mediated by hormonal milieau which modify the dynamic balance between cell growth 

(neogenesis, proliferation and size) and cell death (apoptosis). Thus, we evaluated the 

mechanism involved in the structural and functional adaptations exhibited by pancreatic islets 

from pregnant rats submitted to low protein diet. Adult control non-pregnant (CNP) and 

control pregnant (CP) rats were fed a normal-protein diet (17%), whereas low-protein non-

pregnant (LPNP) and low protein pregnant (LPP) rats were fed a low-protein diet (6%) for 15 

d. Islets were isolated for the measurement of insulin secretion and content as well as the 

proteins content from PI3K and MAPK pathways by  immunoblotting. The islets area was 

determinate by morphometry. Pregnancy or low protein diet did not alter the insulin content 

of pancreatic islets but reduced the islet area and impaired the insulin release in high glucose.  

Pregnancy associated to protein deprivation increased serum prolactin levels, reduced the 

serum corticosterone concentration as well as the content of both Akt1 and p70S6K. Pregnancy 

increased the content of Shc and Erk1/2, independently of the diet. In islets from rats 

submitted to low protein diet pregnancy did not provide to increase the pErk1/2 content. Thus, 

short term of low protein diet during pregnancy altered the serum corticosterone levels that 

possibly contributed to the reduction of proteins content from PI3K and MAPK pathways and 

consequently affected either insulin secretion or islet morphometry. Structural alteration 

maybe resulted of increase in the apoptosis and/or reduction of cellular  proliferation and 

growth. 
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1.0  INTRODUÇÃO 
 
 

A população das células beta pancreáticas é dinâmica e sofre alterações 

compensatórias para a manutenção da normoglicemia. A massa das células beta pancreáticas 

resulta de um equilíbrio dinâmico entre crescimento (neogênese, proliferação e tamanho) e 

morte celular (apoptose)1. Esse equilíbrio é rompido em condições fisiológicas e patológicas, 

como a prenhez e a desnutrição, resultando em alterações opostas na massa das ilhotas 

pancreáticas.   

Na desnutrição ocorre redução significativa da massa de células beta2 devido à 

diminuição da taxa de proliferação e aumento da apoptose dessas células3. Também se 

observa redução do tamanho das células beta e do volume total das ilhotas em relação à idade 

e ao peso corporal, menor proporção de células beta por ilhota, perda dos grânulos de insulina 

e células beta contendo preponderantemente grânulos anormalmente pálidos4, 5, 6. 

Por outro lado, na prenhez há aumento da massa das ilhotas7, devido à hiperplasia e 

hipertrofia8. Tais adaptações parecem decorrer do aumento da proliferação das células 

existentes e não da neogênese9. Em roedores o aumento de proliferação das células beta é 

inicialmente observado aos 10 dias, atinge o ápice aos 14 dias e retorna ao normal no fim da 

prenhez, aos 21 dias10.  

Inúmeros fatores regulam a proliferação das células pancreáticas, incluindo nutrientes 

como a glicose e os aminoácidos, fatores de crescimento e hormônios2, 11. Entre os fatores de 

crescimento e hormônios associados ao aumento da proliferação celular, encontram-se o IGF-

1 (insulin-like growth factor 1 ou fator de crescimento semelhante à insulina), o hormônio do 

crescimento, o lactogênio placentário e a prolactina12, 13, 14 e os glicocorticóides15. 



23 

 

Na restrição protéica ocorre aumento da concentração sérica de corticosterona e 

redução da concentração plasmática do fator de crescimento IGF-1, bem como do número de 

receptores do hormônio de crescimento e da prolactina, pelo menos no fígado16, 17, 18.  

A prenhez de roedores é caracterizada por aumento dos hormônios esteróides (E1, E2 

e progesterona), dos lactogênios placentários e da prolactina19, 20, 21, bem como da expressão 

do RNA mensageiro de receptores de hormônio do crescimento e da prolactina22, e do 

conteúdo de receptores de prolactina no pâncreas23.   

O aumento da proliferação das células beta pancreáticas tem sido atribuído à 

prolactina devido às seguintes razões: 1) o E2 (17β-estradiol) aumenta a biossíntese de 

insulina e contribui para a sobrevivência celular, mas não altera a proliferação das células 

beta24; 2) a progesterona diminui a massa de células beta pancreáticas25; e, 3) o aumento da 

proliferação celular verificada na prenhez é reproduzida em ilhotas cultivadas com 

prolactina14. O aumento da corticosterona observado no final da prenhez26, parece inibir a 

proliferação celular e aumentar a apoptose, revertendo portanto os efeitos da prolactina de 

aumentar a massa das ilhotas pancreáticas27. No entanto, o efeito da corticosterona é ambíguo, 

uma vez que os glicocorticóides potencializam a ativação da STAT5 induzida por prolactina 

através de mecanismos que envolvem o receptor de glicocorticóides28, 29, 30. 

A prolactina, assim como o hormônio do crescimento, age nas células-alvo após se 

ligar a receptores específicos, pertencentes à superfamília dos receptores das citocinas classe 

131.  A ativação dos receptores de prolactina e de hormônio do crescimento requer a sua 

dimerização induzida pelo hormônio. Inicialmente ocorre a interação do sítio 1 da prolactina 

com um receptor, levando a formação de um complexo inativo (um hormônio e um receptor). 

A formação deste complexo é um pré-requisito para que o sítio 2 da prolactina interaja com 

um outro receptor desse hormônio formando um complexo trimérico ativo, composto por um 

hormônio e um receptor homodímero32, 33, 34 (Figura 1). 
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. 
PRL/GH 

 

            Receptor                                     Inativo                                              Ativo 

 

Figura 1. Representação esquemática da ligação do hormônio ao receptor, dimerização e 

ativação do receptor de prolactina35.  

 

Por não apresentarem atividade tirosina quinase intrínseca, esses receptores recrutam 

e/ou ativam tirosinas quinases citoplasmáticas para desencadear o sinal celular36. Tanto o 

hormônio do crescimento quanto a prolactina requerem a Jak2 (Janus kinase ou Janus quinase 

2) para iniciar a transdução do sinal após a ligação ao receptor37, 38.  Entretanto, a Jak2 está 

constitutivamente associada com o receptor da prolactina39, 40, isto é, a associação da Jak2 ao 

receptor não requer a ligação hormônio-receptor, como ocorre com o hormônio do 

crescimento41.  

Em células secretoras de insulina a prolactina ativa Jak2 ao se ligar ao seu receptor, 

que fosforila o receptor e a Stat5 (Signal transducer and activator transcription ou transdutor 

de sinal e ativador de transcrição 5)42, 43, 44. Uma vez fosforilada, a Stat5 dimeriza, migra para 

o núcleo e ativa fatores de transcrição promovendo a expressão de diversos genes45, 43, 46 

(Figura 2). A ativação dessa via resulta no aumento da expressão de vários genes, incluindo o 

do receptor de prolactina e da insulina, bem como daqueles que resultam no aumento da 

divisão celular47. 
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   Figura 2. Via de sinalização da Jak2/Stat548. 

 

Embora a cascata Jak2/Stat5 seja presumivelmente a mais importante via de 

sinalização da prolactina e do hormônio do crescimento, outras vias estão igualmente 

envolvidas na transdução de sinais desses hormônios, incluindo a cascata da Ras/Raf/MAPK 

(mitogen–actived protein kinase ou proteína quinase ativada por mitógeno), IRS-1 (insulin 

receptor substrate 1 ou primeiro substrato do receptor de insulina), PI-3K 

(phosphatidylinositol-3-kinase ou fosfatidil inisitol 3 quinase), PKC (protein kinase-C ou 

proteína quinase C), PLCγphospholipase-C gama ou fosfolipase C gama), íons cálcio. 

A sinalização pela via da MAPK envolve a cascata Shc/Grb2/SOS/Ras/Raf/ MAPK. 

Após a ativação do receptor de prolactina ou do hormônio de crescimento, Jak2 fosforila Shc 

(Src homology 2/α-collagen related ou Homólogo a Src 2/α presente no colágeno), que ativa 

a proteína Ras através da molécula adaptadora Grb2 e um fator de troca do nucleotídeo 

guanina (SOS), induzindo Ras a trocar seu GDP por um GTP. Este evento é seguido por uma 

estimulação seqüencial de diversas proteínas quinases citoplasmáticas, como a Raf (ou 
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quinase específica para Ser/Thr), a MEK (ou quinase ativadora da MAPK) e as MAPK. As 

MAPK abrangem grande número de proteínas tais como Erk1/2 (extracellular-signal 

regulated kinase 1/2 ou quinase regulada por sinal extracelular 1/2), também denominadas 

p44/p42, que requerem a fosforilação de resíduos de tirosina e treonina49. A Erk 1/2, por sua 

vez, migra para o núcleo celular, onde fosforila um conjunto de moléculas responsáveis pela 

transcrição, iniciando, assim, a proliferação e diferenciação celular50 (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Via de sinalização da MAPK51.  

 

 

 

Fatores de Transcrição 
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O lactogênio placentário exerce seus efeitos após se ligar ao receptor de prolactina, 

ativando as vias de sinalização Jak2/Stat5, PI3K/Akt, Erk1/2, adenilato ciclase /AMPc e 

cálcio intracelular52, 53, 54. 

A insulina e o IGF-1, assim como a prolactina e o hormônio do crescimento, 

estimulam a proliferação das células beta pancreáticas utilizando componentes comuns da via 

IRSs/PI3K52, 55, 56, 13. A insulina e o IGF-1 estimulam a proliferação das células beta 

principalmente via autofosforilação dos seus receptores, que fosforilam Shc com conseqüente 

ativação da via da MAPK, ou fosforilam o IRS2 que se associa e ativa a subunidade 

regulatória (p85) da PI3-K, que por sua vez medeia a ativação da PKB/Akt (protein kinase B 

ou proteína quinase B).  

A Akt tem numerosos substratos, incluindo uma serina/treonina quinase denominada 

mTOR (mammalian target of rapamicyn ou proteína alvo da rapamicina em células de 

mamíferos), que quando ativada fosforila a p70S6k (70 kDa S6 kinase ou 70 kDa S6 quinase)13, 

57, 58 resultando em hipertrofia celular e proliferação celular. Tanto a Akt quanto a p70S6k 

podem fosforilar Bad que posteriormente se liga ao complexo protéico 14-3-3 impedindo a 

formação do heterodímero Bad/Bcl-XL, promovendo a sobrevivência celular. Esse mesmo 

efeito é obtido quando a Akt fosforila a  FoxO1, um membro da família FoxO (Fatores de 

transcrição da família forkhead)59 (Figura 4). O efeito do GH e da prolactina é iniciado pela 

ativação da Jak2/Stat5 que também estimula essas vias60, 61. 
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Figura 4 - Via de sinalização da PI3-K.  

 

As vias intracelulares da sinalização dos hormônios cujos receptores possuem 

atividade tirosina quinase podem se cruzar (cross-talk) em diferentes níveis, e com a 

prolactina e o hormônio de crescimento não é diferente. Ademais, mudanças na expressão de 

proteínas comuns a essas vias e/ou na ativação/fosforilação de tais proteínas pode resultar em 

alteração da proliferação e da apoptose, dois eventos associados à expansão/redução da massa 

de ilhotas pancreáticas verificados na prenhez e na desnutrição, respectivamente.    
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2.0  OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

- Avaliar os mecanismos envolvidos nas adaptações estruturais e funcionais das ilhotas 

pancreáticas de ratas durante a prenhez na vigência de restrição protéica. 

  

2.2 Objetivos Específicos 

- Determinar o perfil nutricional, bioquímico e hormonal de ratas prenhes submetidas à 

restrição protéica. 

-Verificar a secreção de insulina em resposta a concentração basal, fisiológica e 

suprafisiológica de glicose em ilhotas de ratas prenhes submetidas à restrição protéica. 

- Verificar o conteúdo de insulina em ilhotas de ratas prenhes submetidas à restrição protéica. 

- Determinar a área das ilhotas pancreáticas de ratas prenhes submetidas à restrição protéica. 

- Determinar o conteúdo de proteínas da via MAPK em ilhotas pancreáticas de ratas prenhes 

submetidas à restrição protéica. 

- Determinar o conteúdo de proteínas da via da PI3-quinase em ilhotas pancreáticas de ratas 

prenhes submetidas à restrição protéica.  
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3.0  MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi conduzido no Laboratório de Avaliação Biológica de Alimentos do 

Departamento de Alimentos e Nutrição da Faculdade de Nutrição da Universidade Federal de 

Mato Grosso (DAN/FANUT/UFMT).  

 

3.1 Animais 

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, variedade Albinos, 

ordem Rodentia Mammalia, família Muridae), adultas, com 90 dias de idade provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso.  

Todos os experimentos foram dirigidos por princípios de boas práticas de laboratório e 

procedimentos científicos, seguindo o guia prático de material de biotério do International 

Committee on Laboratory Animals (ICLA)62. 

Um grupo de ratas foi acasalado com machos adultos da mesma linhagem (4 fêmeas e 

1 macho) em gaiolas de criação de polipropileno, medindo 37,0 x 31,0 x 16,0 cm com tampa 

de aço inoxidável, enquanto outro grupo não foi submetido ao acasalamento. A cópula foi 

confirmada pela presença de espermatozóides no esfregaço vaginal.  

Após o acasalamento, ratas virgens e prenhes foram mantidas individualmente e 

passaram a receber dieta normoprotéica com 17% de proteína (CNP e CP, respectivamente) 

ou hipoprotéica com 6% de proteína (HPNP e HPP, respectivamente) durante 15 dias. Todos 

os animais tiveram livre acesso à água e à dieta, e foram mantidos sob condições padrão de 

luminosidade (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura de 23ºC.  

Foi adotado o experimento fatorial 2 × 2, testando os fatores estado nutricional e 

estado fisiológico. Assim, foram avaliados 4 grupos: Controle Não Prenhe (CNP); Controle 

Prenhe (CP); Hipoprotéico Não Prenhe (HPNP) e  Hipoprotéico Prenhe (HPP). 
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3.2 Composição das dietas 

A dieta normoprotéica cuja composição encontra-se descrita na Tabela 1, seguiu as 

recomendações do American Institute of Nutrition (AIN-93) para roedores nas fases de 

crescimento, prenhez e lactação. A dieta hipoprotéica teve a proteína substituída por 

carboidratos, sendo mantidas as devidas proporções de amido, dextrina e sacarose, bem como 

a de L-cistina, em relação ao teor de caseína e às concentrações dos demais nutrientes. 

Portanto as dietas eram isocalóricas (3,76 Kcal/g). 

 

Tabela 1 – Composição das dietas (g/Kg) 

 

           Ingredientes 

Normoprotéica 
(17% de proteína) 

Hipoprotéica 
(6% de proteína) 

Caseína (84% de proteína)** 

Amido 

Dextrina 

Sacarose 

L-cistina 

Fibra (microcelulose) 

Óleo de soja 

Mistura de sais AIN93G*** 

Mistura de vitaminas AIN93G*** 

Bitartarato de colina 

202,2 

397,0 

130,5 

100,0 

3,0 

50,0 

70,0 

35,0 

10,0 

2,5 

71,5 

480,0 

159,0 

121,0 

1,0 

50,0 

70,0 

35,0 

10,0 

2,5 

**Valores corrigidos em função do conteúdo de proteína da caseína. 

***Composição detalhada 63. 
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3.3 Procedimentos Experimentais 

O peso corporal foi monitorado três vezes, iniciando no primeiro dia de tratamento, 

depois aos sete dias, e o último aos quinze dias. O ganho de peso foi calculado pela diferença 

obtida entre o peso final e o peso inicial. 

No décimo quinto dia de prenhez foram realizados todos os procedimentos 

experimentais, que tiveram início às 8:00 horas e se estenderam por toda a manhã. Em todos 

os casos, as ratas foram anestesiadas com CO2, e em seguida decapitadas, sendo o sangue 

coletado para as dosagens bioquímicas e hormonais. 

 

3.4  Isolamento de ilhotas pancreáticas 

Após eutanásia realizaram-se a remoção e a digestão do pâncreas pelo método da 

colagenase, como previamente descrito64. 

 

3.5 Secreção estática de insulina 

Após o isolamento, grupos de quatro ilhotas foram incubados por 90 min a 37ºC em 

tampão de Krebs-bicarbonato contendo glicose (2,8; 8,3 e 16,7 mmol/L) equilibrado com uma 

mistura de 95% O2 - 5% CO2 para garantir um pH de 7,4. O meio de incubação continha 

(mmol/L): NaCl 115, KCl 5, CaCl2 2,56, MgCl2 1, NaHCO3 24 e albumina bovina (3 g/L). A 

insulina secretada foi determinada por radioimunoensaio. 

 

3.6 Conteúdo de insulina das ilhotas  

 Grupo de 20 ilhotas isoladas foram sonicadas em 1ml de água deionizada. Em seguida, 

o material foi centrifugado e estocado a -85ºC para determinação do conteúdo de insulina por 

radioimunoensaio. 
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3.7 Determinação do conteúdo protéico por Western Blotting 

 

3.7.1 Immunoblotting 

Após o isolamento, grupos de ilhotas foram depositadas em eppendorf e acrescentado 

50-200 µL de tampão de homogeneização contendo inibidor de proteases e anti-fosfatases65, 

52. As ilhotas foram sonicadas e foi determinada a quantidade total de proteínas66. Amostras 

contendo 50µg de proteína foram incubadas por 5 min a 85ºC com tampão Laemmli 4X 

concentrado (1 mmol/L de fosfato de sódio, pH 7,8, 0,1% azul de bromofenol, 50% glicerol, 

10% SDS, 2% mercaptoetanol) (4:1, v/v) e a corrida realizada em géis de poliacrilamida a 

12% (Erk1, Erk2 e pErk1/2)  ou 10% (Akt, pAkt, SHC)  a 120 V por 30 min. A 

eletrotransferência das proteínas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad) foi realizada por 

2 h a 200 V em tampão contendo metanol e SDS. Depois de checada a eficiência da 

transferência pela coloração da membrana com Ponceau, as mesmas foram bloqueadas com 

leite desnatado 5% em solução basal (10 mmol de Tris/L, 30 mmol de NaCl/L, 0,5% Tween 

20) por duas horas em temperatura ambiente. A expressão das proteínas Akt, pAkt, SHC, 

Erk1, Erk2 e pErk1/2 foram detectadas nas membranas após incubação overnight a 4ºC com 

anti-Akt1 (mouse polyclonal sc-5298), anti-phospho[Ser473]Akt  (rabbit polyclonal, sc 7985),  

anti-SHC (rabbit polyclonal,   sc-288), anti-Erk1 (rabbit polyclonal, sc-94), anti-Erk2 (rabbit 

polyclonal, sc-154), da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA),  e anti-Erk1/2 

(p44/42 MAPK mouse monoclonal, E10) da Biolabs Inc (Beverly, MA, USA), diluídos 1:500 

em solução basal contendo 3% de albumina. A detecção foi feita por quimioluminescência 

(SuperSignal West Pico, Pierce) após incubação com anticorpo secundário conjugado à 

peroxidase (horseradish peroxidase-conjugated). A intensidade das bandas foi determinada 

através da leitura das autoradiografias reveladas, por densitometria ótica, utilizando um 

scanner (HP 3400) e o programa Scion Image (Scion Corporation). Os dados numéricos 
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obtidos, correspondentes às bandas protéicas foram comparados estatisticamente como 

descrito no item 4.9. 

 

3.7.2 Imunoprecipitação 

Aproximadamente 1000 ilhotas foram homogeneizadas em tampão de extração para 

imunoprecipitado contendo Tris-HCl (pH 7.4), 100 mmol/L pirosfosfato de sódio, 100 

mmol/L fluoreto de sódio, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L ortovanadato de sódio, 2.0 mmol/L 

PMSF, e 0,1 mg aprotinina/ml e homogeneizado durante 20 segundos, a 4 ºC, utilizando 

sonicador. Foi adicionado ao homogeneizado Triton X-100 a 1%, sendo agitado manualmente 

e mantidos no gelo por 40 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 

12.000G por 15 minutos a 4ºC. O “pellet” foi desprezado e alíquotas do sobrenadante foram 

usadas para medida da concentração protéica66. As amostras contendo 60µg de proteína foram 

incubadas “overnight” a 4ºC, sob agitação constante com 10µl de anticorpos específicos: anti-

IRβ  (rabbit polyclonal, sc-711), anti-IRS1 (rabbit polyclonal, sc-559), anti-IRS2 (goat 

polyclonal, sc-1556), anti-p70S6K (rabbit polyclonal, sc-8418), anti-phospho p70S6K (mouse 

monoclonal, sc-8416) da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA), e anti-p85 

da PI3K (rabbit polyclonal 06-195) da  UBI (Lake Placid, NY, USA). No dia seguinte, foram 

adicionados às amostras 40 µl de proteína A Sepharose, sendo estas mantidas sob agitação 

constante a 4 ºC por 2 horas. Os imunocomplexos foram lavados por três vezes com tampão 

de lavagem para imunoprecipitado, contendo ortovanadato de sódio 2mM, Trisma 100mM, 

EDTA 1mM, Triton 0,5%. O “pellet” foi ressuspenso com 20 µl de tampão de Laemmili 

diluído (1:2) contento 100 mM de DTT e fervido por 5 minutos e a corrida realizada em gel 

de poliacrilamida (8% para IRS1/2, 10% para IRβ, p85 da PI3K, p70S6K e p70S6K fosforilada).  

A transferência para a membrana de nitrocelulose e a detecção por quimiluminescência foram 

realizadas conforme descrito anteriormente.  



37 

 

3.8  Imunohistoquímica  

 

 Para análise morfológica, o pâncreas de ratas foi coletado e mantido por 

aproximadamente 8 horas em solução de formaldeído tamponado a 10% e posteriormente 

processada em métodos rotineiros para análise histológica67.  

A técnica de imunohistoquímica anti-insulina foi realizada após cortes histológicos de 

5µm de espessura, e aplicados sobre lâminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath®). Os 

cortes foram desparafinados em xilol e reidratados em graduações decrescentes de álcool até a 

água destilada. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado pela incubação das lâminas 

em solução de peróxido de hidrogênio a 3% em água destilada por 15 minutos em temperatura 

ambiente. Para a recuperação antigênica foi utilizado tampão citrato pH 6,0 em forno 

microondas por 2 minutos. As ligações inespecíficas foram minimizadas com uso de leite 

desnatado (Molico®) 5% diluído em água destilada durante 15 minutos. Os cortes foram 

cobertos com solução contendo o anticorpo policlonal anti-insulina suíno (guinea pig anti-

swine insulin polyclonal antibody) (A0564 – Dako, Corp., Carpinteria, CA., diluição 1:150), 

incubados em câmara úmida a 37ºC por 60 minutos. Posteriormente, foram lavados em água 

destilada e tratados com anticorpo secundário biotinalado anti IgG de cobaia (61-4620, 

ZYMED, Invitrogen USA) por 30 minutos em câmara úmida e temperatura ambiente. Em 

seguida os cortes foram lavados em água destilada e tratados com o conjugado streptavidina-

peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 30 minutos em câmara úmida e temperatura 

ambiente. Posteriormente, as secções foram submetidas à revelação com o cromógeno 

vermelho (VECTOR®NovaRED) por 5 minutos. Os cortes foram lavados em água destilada e 

contra-corados com hematoxilina de Harris por 30 segundos, em seguida lavadas em água 

corrente por 1-2 minutos e desidratados em graduações de álcool, clarificadas em xilol e 

montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany Sigma Chemical Co., Saint Louis, 
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USA). Foram selecionadas todas as ilhotas, aproximadamente 20, de um campo da lâmina. 

Em seguida as lâminas foram avaliadas em microscópio óptico. Imagens foram capturadas em 

câmera digital (Sony Cyber-shot DSC-H5) e mensuradas usando Software Motic® Images 

Plus 2.0 ML.  

 

3.9 Determinações Bioquímicas e Hormonais  

 

3.9.1 Glicose 

A glicemia foi determinada pelo método da glicose oxidase-peroxidase68.  As 

absorbâncias das amostras foram lidas em espectrofotômetro modelo 395, marca Micronal, 

em comprimento de onda de 505nm. Os resultados foram expressos em mmol/L. 

 

3.9.2 Albumina 

Foi determinada pelo método colorimétrico do verde de bromocresol69. Foram 

adicionados 0,01 ml de soro, 1ml do reativo de cor. As absorbâncias das amostras foram lidas 

em espectrofotômetro modelo 395, marca Micronal, em comprimento de onda de 630 nm. Os 

valores foram expressos em g/dL. 

 

3.9.3 17ββββ-estradiol 

Foi determinado por imunoensaio enzimático de fase sólida para dosagem do estradiol 

em soro ou plasma humano, usando kit comercial (BioChem ImmunoSystems, Itália). Os 

valores foram expressos em pmol/L. 
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3.9.4 Progesterona 

Foi determinado por imunoensaio enzimático de fase sólida para dosagem de 

progesterona em soro ou plasma humano, usando kit comercial (BioChem ImmunoSystems, 

Itália). Os valores foram expressos em nmol/L. 

 

3.9.5 Prolactina 

Foi determinado por imunoensaio enzimático para dosagem de prolactina em soro, 

usando kit comercial (ALPCO Diagnostics, USA). Os valores foram expressos em ng/mL. 

 

3.9.6 Corticosterona 

Foi determinado por ensaio imunoabsorvente enzimático para dosagem de 

corticosterona em soro de rato, usando kit comercial (Assay Design, Michigan, USA). Os 

valores foram expressos em µg/dL. 

 

3.9.7 Insulina  

A insulina secretada e o conteúdo de insulina em ilhotas isoladas foram determinadas 

por radioimunoensaio de acordo com o método descrito70.   

Foram transferidas alíquotas de 0,1 ml das amostras desconhecidas (em duplicata) as 

quais receberam, a seguir, 0,2 ml de uma solução contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e 

insulina marcada com 125I (traçador) em tampão fosfato pH 7,4, acrescido de NaCl 0,9% e 

albumina 0,5%. Em seguida, foram preparados os seguintes controles: 

a) Três tubos (Totais) que receberam somente 0,2 ml do tampão fosfato contendo 

insulina marcada 125I para averiguação da radiação máxima. 
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b) Três tubos (Ligação não específica) contendo 0,2 ml do tampão fosfato contendo 

insulina marcada 125I e 0,1 ml de tampão fosfato, para determinar possíveis 

interferências no ensaio pelos componentes do tampão. 

c) Três tubos (Referência) contendo 0,2 ml de solução tampão fosfato contendo 

insulina marcada com 125I e anticorpo anti-insulina e 0,1 ml de tampão fosfato, 

constituindo assim o zero de insulina da curva padrão. 

Em seguida, preparou-se também em triplicata, uma série de tubos (curva padrão), 

contendo 0,1 ml de insulina nas seguintes concentrações: 0,02; 0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63; 

1,25; 2,5; e 5,0 ng/ml. Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 ml de solução tampão 

fosfato contendo insulina marcada 125I e anticorpo anti-insulina. Em seguida, amostras, 

controle e curva padrão foram agitados em vórtex e estocados a 4 °C, durante 48 horas. Após 

este período de incubação, com exceção dos totais para análise da radiação máxima, todos os 

outros tubos receberam 0,2 ml de uma solução contendo 2,5% de carvão (Norit A), 0,5% de 

albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos foram deixados em repouso durante 20 min e a 

seguir centrifugados durante 20 min (800 g) a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a 

radioatividade contida em cada tubo foi avaliada em contador de radiação gama. Os três tubos 

elaborados para análise da radiação máxima não tiveram o sobrenadante descartado, sendo as 

radiações dos mesmos avaliadas diretamente. Com base nos valores obtidos nos tubos 

contendo insulina conhecida elaborou-se a curva padrão que foi utilizada para a avaliação dos 

valores desconhecidos das amostras. Os resultados foram expressos em pmol/L. 

 

3.10 Análise Estatística 

Os resultados foram apresentados em média ± desvio padrão do número de animais ou 

experimentos. Para ilhotas, o n se refere ao número de experimentos realizados. A magnitude 

do aumento do conteúdo das proteínas das vias da MAPK e PI3K, bem como da área das 



41 

 

ilhotas pancreáticas foi obtida pela divisão dos valores médios dos grupos comparados. 

Inicialmente foi aplicado o teste de Levene para verificar a homogeneidade das variâncias. Os 

resultados com variâncias heterogêneas e sem distribuição normal foram transformados 

(logarítimica- Log10 ou Ln da variável) para correção da heterogeneidade ou anormalidade71. 

Em seguida os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) a dois fatores 

(estado nutricional e estado fisiológico). Quando necessário estas análises foram 

complementadas pelo teste de comparação múltipla de média LSD (least square difference). 

O nível de significância foi estabelecido em p<0,05.  

Para análise dos resultados utilizou-se o programa "Statistic for Windows", versão 4.3, 

1993 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).  
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4.0  RESULTADOS  

Independente do estado nutricional, ratas prenhes apresentaram ganho de peso e 

consequentemente peso corporal final maior (F1,83= 236,3; p<0,0001 e F1,83= 67,7; p<0,0001, 

respectivamente). As ratas prenhes também tiveram concentrações séricas de E2 (F1,23= 102,4, 

p<0,0001) e P (F1,22= 85,8, p<0,0001) maior e glicemia menor (F1,15= 29,9, p<0,0001) em 

comparação às ratas não prenhes. A prolactinemia de ratas do grupo HPP foi maior em 

relação às ratas dos grupos HNP, CP e CNP. Em contraste, a concentração sérica de 

corticosterona foi menor em ratas do grupo HPP do que em ratas dos grupos CP, HPNP e 

CNP. A insulinemia e a albuminemia não diferiram entre os grupos (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2 – Variáveis somática, bioquímicas e hormonais de ratas não prenhes e prenhes 

mantidas com dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HPNP e HPP). 

Variáveis 
Grupos 

CNP CP HPNP HPP 

Ganho de peso corporal (g) 35±16 
(17) 

78±13# 
(22) 

29±12 
(20) 

79±15# 
(28) 

Peso corporal final (g) 
 

258±23 
(17) 

309±24# 
(22) 

270±18 
(20) 

306±29# 
(28) 

Albumina sérica (g/dl)    4,4±0,7 
(6) 

3,9±0,4 
(7) 

4,3±0,4 
(10) 

4,3±0,8 
(6) 

Glicose sérica (mmol/L) 5,89±0,7 
(7) 

3,9±0,1# 
(6) 

5,4±1,1 
(6) 

4,1±0,4# 
(8) 

Insulina sérica (pmol/L) 423±114 
(7) 

336±100 
(6) 

357±175 
(6) 

438±100 
(8) 

17β-estradiol (pmol/L) 89±15 
 (6) 

198±48# 
(7) 

81±18 
(6) 

206±44# 
(8) 

Progesterona (nmol/L) 51±22 
 (5) 

232±35# 
(7) 

54±19 
(5) 

188±60# 
(9) 

Prolactina (ng/ml) 5,5±1,1b 
 (3) 

4,0±0,6b 
(4) 

5,6±1,3b 
(4) 

12,6±6,6a 
(3) 

Corticosterona ((µg/dl)  15,8±1,1a 
(7) 

14,9 ±0,6a 
(6) 

15,3±0,3a 
(5) 

10,8±1,1b 
(4) 

Valores expressos em média ± desvio padrão do número de ratas entre parêntese.#Indica diferença em 
relação às ratas não prenhes (ANOVA Two-way, P<0,05). Letras diferentes indicam diferenças 
significativas (teste LSD, P<0,05). 
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O conteúdo de IR-β, IRS-1, IRS-2 e da subunidade p85 da PI3K não diferiu entre os 

grupos (Figuras 4A a 4D).  Conforme ilustrado na Figura 4E, o conteúdo protéico de Akt1 foi 

1,5 vezes maior no grupo HPNP em relação ao grupo CNP. As ilhotas pancreáticas das ratas 

HPP expressaram menor quantidade de Akt1 quando comparadas com ilhotas das ratas 

HPNP. Não houve diferença estatística na expressão da Akt1 em ilhotas dos grupos CP e 

CNP.  O conteúdo de Akt1 fosforilada nos resíduos de Se473 (Figura 4F) e a razão 

[Se473]Akt1/conteúdo total de Akt1 (Figura 4G) foi menor em ilhotas de ratas mantidas com 

dieta hipoprotéica (HPP e HPNP) do que em ilhotas de ratas mantidas com dieta controle 

(CNP e CP) (F1,8=25,9; p<0,001 e F1,8=6,4; p<0,05, respectivamente).  Entretanto, essas 

variáveis foram, respectivamente, 1,3 e 1,7 vezes maiores em ilhotas dos grupos prenhes 

(HPP e CP) em relação as ilhotas dos grupos não prenhes (HPNP e CNP) (F1,8=10,24;  p<0,02 

e F1,8=7,7; p<0,05, respectivamente). Como demonstrado na Figura 4H, ilhotas pancreáticas 

das ratas HPP expressaram menor quantidade da p70S6K do que ilhotas dos grupos HPNP, 

enquanto ilhotas do grupo CP tiveram conteúdo maior de p70S6K do que ilhotas do grupo 

CNP. O conteúdo fosforilado de  p70S6K  foi 1,4 vezes maior em ilhotas de ratas prenhes  

(HPP e CP)  em relação as não prenhes (HPNP e CNP) (F1,8=5,32; p<0,05) (Figura 4I). A 

razão pp70S6K/p70S6K não diferiu entre os grupos (Figura 4J). 
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Figura 5. Conteúdo protéico de IR-β (A), IRS-1 (B), IRS-2 (C), subunidade p85 da PI3K (D), 
Akt1 (E), pAkt1 (F), e razão pAkt1/Akt1 (G), p70S6K (H), pp70S6K (I), razão pp70S6K/p70S6K (J) 
em ilhotas de ratas CNP, CP, HPNP e HPP. As barras representam a média ± desvio padrão de 3-
6 experimentos independentes. # Indica diferença em relação às ratas não prenhes (ANOVA Two-
way, P<0,05). *Indica diferença em relação às ratas mantidas com dieta controle (ANOVA Two-
way, P<0,05). Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (teste LSD, P<0,05). 
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A expressão da Shc em ilhotas de ratas mantidas com dieta hipoprotéica e em ilhotas 

de ratas prenhes foi 1,5 vezes maior (F1,8= 16,25; p<0,01 e F1,8=15,63; p<0,01, 

respectivamente) em relação às ilhotas de ratas controles e ratas não prenhes, respectivamente 

(Figura 5A). Os conteúdos das proteínas Erk1 (Figura 5B) e Erk2 (Figura 5C) foi reduzido 

nas ilhotas das ratas mantidas com dieta hipoprotéica (F1,10=11,64;  p<0,01 e F1,8= 11,97; 

p<0,01, respectivamente).  A Erk1 e Erk2 foram  1,4 e 1,3 vezes maiores em ilhotas de ratas 

prenhes em comparação as não prenhes (F1,10=10,18; p<0,01 e F1,8= 7,91; p<0,05, 

respectivamente). O conteúdo de Erk1/2 fosforilada foi similar nas ilhotas dos grupos HPNP, 

HPP e CP e significativamente maior nesses grupos em relação as ilhotas do grupo CNP 

(Figure 5D). 

 

Figura 6. Conteúdo protéico de Shc (A), Erk1 (B) e Erk2 (C), pErk1/2 (D) em ilhotas de ratas 
CNP, CP, HPNP e HPP. As barras representam a média ± desvio padrão de 3-4 experimentos 
independentes. # Indica diferença em relação às ratas não prenhes (ANOVA Two-way, P<0.05). 
*Indica diferença em relação às ratas mantidas com dieta controle (ANOVA Two-way, P<0.05). 
Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (teste LSD, P<0,05). 
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A secreção de insulina em resposta a baixa concentração de glicose (2,8 mmol/L) foi 

similar nos grupo HPNP e CNP, significativamente maior em ilhotas do grupo CP comparado 

ao grupo CNP, mas igual entre os grupos HPNP e HPP (Figura 6A). Em concentração 

fisiológica de glicose (8,3 mmol/L), a secreção de insulina por ilhotas de ratas HPNP e HPP 

foi menor do que por ilhotas de ratas CNP e CP (F1,18=29,67; p<0,0001). A prenhez aumentou 

a resposta secretória em ambos os grupos (F1,18=71,94; p<0,0001). Assim, ilhotas de ratas 

HPP e CP secretaram a mesma quantidade de insulina (Figura 6B). Em alta concentração de 

glicose (16,7 mmol/L), as ilhotas dos grupos HPP secretaram menos insulina do que as ilhotas 

do grupo HPNP. Em contraste, a secreção de insulina por ilhotas de ratas CP foi 

significativamente maior em relação às ilhotas das ratas CNP (Figura 6C).  

O conteúdo de insulina em ilhotas pancreáticas não diferiu entre os grupos 

(CNP=26±8 ng/ilhota, n=4; CP=28±8ng/ilhota, n=4; HPNP= 34±8ng/ilhota, n=3; HPP= 

44±18ng/ilhota, n=4). 

A área das ilhotas do grupo HPP foi menor em relação às ilhotas do grupo HPNP, 

enquanto as ilhotas do grupo CP tiveram área similar às ilhotas do grupo CNP embora o valor 

médio do grupo CP tenha sido cerca de 1,4 vezes maior em relação ao grupo CNP. Não houve 

diferença significativa entre a área das ilhotas dos grupos HPNP, CNP e CP (CNP= 

1869±2615µm2, n=91; CP= 2613±4360µm2, n=137; HPNP=2585 ±3892 µm2, n=138; 

HPP=1502±2000 µm2, n=91). 
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Figura 7. Secreção de insulina estimulada por glicose por ilhotas de ratas CNP, CP, HPNP e HPP. 
Grupos de 4 ilhotas foram incubadas por 90 minutos em meio Krebs-bicarbonato contendo 2,8 
(A), 8,3 (B) e 16,7 (C)  mM de glicose. As barras representam a média ± desvio padrão de 5-7 
experimentos independentes. # Indica diferença em relação às ratas não prenhes (ANOVA Two-
way, P<0.05). *Indica diferença em relação às ratas mantidas com dieta controle (ANOVA Two-
way, P<0.05). Letras diferentes indicam diferenças estatísticas (teste LSD, P<0.05). 
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5.0  DISCUSSÃO 

Após consumo de dieta hipoprotéica por um curto período de tempo (15 dias), não 

foram observadas as alterações clássicas comumente vistas em animais desnutridos (baixo 

peso e hipoalbuminemia). O aumento de E2 e P observados na prenhez normal24 foi 

verificado em ratas CP e HPP. Em desacordo com os relatos de que concentrações de 

corticosterona total e livre no plasma materno estão aumentados no 15º dia de prenhez26, 72, e 

na restrição protéica16, no presente estudo a corticosterona sérica não aumentou nas ratas do 

grupo CP e diminuiu naquelas do grupo HPP. Curiosamente a inesperada diminuição da 

concentração sérica de corticosterona em ratas HPP foi acompanhado por aumento antecipado 

da concentração sérica de prolactina, cuja elevação é comumente observada no estágio tardio 

da prenhez24 e sugere o papel inibitório da corticosterona sobre a  secreção de prolactina73. 

 A prenhez e a restrição protéica não alteraram o conteúdo de insulina das ilhotas 

pancreáticas. Contudo, o curto tempo de exposição à dieta hipoprotéica diminuiu a secreção 

de insulina, especialmente em concentrações fisiológica e suprafisiológica. Corroborando 

estudos prévios, exposição à dieta restrita em proteína durante a prenhez melhorou a 

responsividade das células beta na presença de concentração fisiológica de glicose74, mas não 

modificou a secreção de insulina em baixa concentração de glicose e diminuiu em alta 

concentração de glicose. Como esperado, ilhotas isoladas de ratas CP exibiram aumento na 

secreção de insulina em resposta a todas as concentrações de glicose. 

 Alguns estudos têm tentado identificar mecanismos moleculares subjacentes às 

adaptações estruturais e funcionais das ilhotas pancreáticas em reposta à prenhez e à privação 

protéica. Foi demonstrado que ilhotas de ratos mantidos com dieta hipoprotéica em fase de 

crescimento após o desmame apresentavam maiores conteúdos de IR-β, IRS2 e PI3K e 

menores de IRS1 e p70S6K  75, 76.  Neste estudo a exposição à mesma dieta por quinze dias não 

alterou os conteúdos de IR-β, IRS1, IRS2 e PI3K-p85, mas aumentou a expressão de p70S6K 
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em ilhotas de ratas adultas não prenhes. Possivelmente as diferenças observadas se devam ao 

reduzido tempo de exposição à dieta e a fase da vida em que esses animais foram expostos à 

privação nutricional. A prenhez associada à privação protéica foi acompanhada pela redução 

da expressão de Akt1 e p70S6K, enquanto a prenhez normal não alterou a expressão de Akt1, 

mas aumentou o conteúdo de p70S6K.  Em ambas as situações não houve alteração do 

conteúdo de IR-β, IRS1/2 e PI3K-p85. É interessante ressaltar que na prenhez normal as 

ilhotas pancreáticas exibem concentrações inalteradas de IRS1/2, mas aumento da 

fosforilação e da associação de IRS1/2 com a p85, bem como aumento do conteúdo e da 

fosforilação da Akt1 e da p70S6K 53. No presente estudo, a grande variabilidade no conteúdo 

de Akt1 verificado no grupo controle não prenhe pode ter contribuído para mascarar as 

diferenças entre esse grupo e o controle prenhe, uma vez que se observou uma tendência de 

aumento da expressão dessa proteína no último grupo em relação ao primeiro.  

Diversos estudos indicam que o crescimento e a função das ilhotas pancreáticas são 

influenciados pelo conteúdo e/ou atividade do IR-β, IRS1/2, Akt1 e p70S6K. A redução do IR 

em células β diminui severamente a secreção de insulina em resposta à glicose77. Em 

contrapartida a deficiência IRS1 promove hiperinsulinemia e aumento na massa de células β, 

enquanto a ausência de IRS2 é acompanhada de hiperinsulinemia, diabetes precoce e falência 

das células β secundária à hipoplasia das ilhotas78, 79. A Akt promove a síntese de proteína por 

modular mTOR e sua proteína alvo p70S6K 80, sendo o aumento da sua atividade associado  a 

elevação da massa de células β, devido a maior sobrevivência e a hipertrofia das células β81. 

Finalmente, a deficiência da p70S6K está associada à hipoinsulinemia, insensíbilidade à 

glicose, redução do conteúdo de insulina nas ilhotas e do tamanho das células β82. No presente 

estudo, as alterações nas expressões de Akt 1 ou p70S6K não foram acompanhadas de 

alterações no conteúdo de insulina, independente da dieta, mas foram seguidas da diminuição 

na área das ilhotas no grupo HPP. Considerando que o grupo HPP apresentou menor 
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expressão de Akt1, do seu conteúdo fosforilado e da razão pAkt1Ser473/Akt1, que indica a sua 

atividade, é possível que a área reduzida das ilhotas desse grupo tenha resultado do aumento 

da apoptose e/ou da redução da proliferação e crescimento celular mediados por essa proteína. 

Curiosamente, o padrão de secreção de insulina em resposta a concentração fisiológica de 

glicose foi acompanhado da redução do  conteúdo pAkt1Ser473 e  da  razão pAkt1Ser473/Akt1. 

Também, secreção de insulina em alta concentração de glicose acompanhou o padrão de 

expressão da p70 S6K.   

 Em várias vias de sinalização, a expressão e a fosforilação de membros da cascata da 

MAPK ativam diversos reguladores transcricionais que controlam o crescimento celular. No 

presente estudo a prenhez aumentou a expressão de Shc e Erk1/2 independente da dieta, e 

melhorou o conteúdo de pErk1/2 em ilhotas de ratas na prenhez normal, como previamente 

demonstrado53, 83.  A dieta hipoprotéica também elevou a expressão de Shc e conteúdo de 

pErk1/2 e reduziu a expressão de Erk1/2. A prenhez foi incapaz de aumentar o conteúdo de 

pErk1/2 em ilhotas de ratas submetidas à restrição protéica. Embora Erk1/2 modulem a 

secreção de insulina84, o papel mais importante dessas proteínas em células β pancreáticas é a 

regulação da proliferação, crescimento e sobrevivência celular85. 

Nutrientes, hormônios e fatores de crescimento modulam a expressão de proteínas das 

vias Shc/Erk and IRS/PI3K/Akt/p70 S6K em células β pancreáticas. A prolactina tem sido 

considerada um importante fator de crescimento envolvido no aumento da massa de ilhotas e 

da sensibilidade à glicose durante a prenhez, por ativação de proteínas alvo das cascatas da 

PI3K e da MAPK53. A dexametasona, um glicocorticóide sintético, aumenta a expressão de 

p70 S6K e conteúdo de pAkt em ilhotas pancreáticas15. Curiosamente, neste estudo ratas HPP 

que exibiram um aumento no nível sérico de prolactina e uma diminuição na concentração 

sérica de corticosterona, também tiveram baixo conteúdo de p70S6K, Akt1, pAkt1. Estes 

resultados confirmam a observação que glicocorticóides atuam em sinergismo com a 
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prolactina induzindo a ativação da STAT5 através de mecanismos distintos envolvendo o 

receptor de glicocorticóides28, 29, 30.  
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6.0  CONCLUSÃO 

 

- Ratas prenhes submetidas à restrição protéica não apresentaram os sinais típicos da 

desnutrição, tais como baixo peso e hipoalbuminemia, mas tiveram aumento da concentração 

sérica de prolactina e redução da corticosterona. 

- A dieta hipoprotéica durante a prenhez não alterou o conteúdo de insulina, mas reduziu a 

área das ilhotas pancreáticas, bem como a resposta secretória especialmente em resposta à 

concentrações fisiológica e suprafisiológica de glicose. 

- A prenhez associada à privação protéica reduziu o conteúdo de Akt1 e de p70S6K, e foi 

incapaz de aumentar o conteúdo de pErk1/2.  

 

Portanto, o curto tempo de restrição protéica durante a prenhez alterou a estrutura e a função 

das ilhotas pancreáticas, possivelmente devido a redução do conteúdo e da atividade de 

proteínas das vias da PI3K e MAPK em resposta à baixa concentração sérica de 

corticosterona. A alteração estrutural pode ter resultado do aumento da apoptose e/ou da 

redução da proliferação e do crescimento celular. 
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