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RESUMO  

 

Introdução: Durante o período neonatal de ratos, o pâncreas endócrino sofre remodelamento, com 

aumento de proliferação e diminuição da secreção de insulina em relação aos animais adultos, sendo 

considerado uma janela crítica de desenvolvimento que determina a fisiologia do pâncreas no 

organismo e possíveis doenças na vida adulta, dentre elas o diabete. Sendo assim, o presente estudo 

visa compreender os mecanismos envolvidos e a relação existente entre as células α, β e δ durante o 

período crítico de desenvolvimento do pâncreas em ratas com diabete de intensidade moderada. 

Objetivo: Avaliar temporalmente o padrão de distribuição das células endócrinas pancreáticas bem 

como de algumas enzimas antioxidantes em ilhotas de ratas com e sem diabete durante a janela crítica 

de desenvolvimento pós-natal. Materiais e método: Para a indução do diabete com níveis glicêmicos de 

menor intensidade, os recém-nascidos fêmeas receberam a streptozotocin (STZ) (100 mg/kg de peso 

corporal via subcutânea) no primeiro dia de vida. As fêmeas controle receberam apenas o tampão de 

citrato. O critério de inclusão para o grupo diabético foi glicemia ≥ 400 mg/dL no dia 5 de vida (D5) e, 

para o grupo controle, glicemia < 120mg/dL. Os animais de ambos os grupos foram mortos em 

momentos diferentes: D10, D15 e D30. Foi realizado a coleta de sangue (dosagem de insulina sérica e 

biomarcadores do estresse oxidativo) e do pâncreas (análise morfológica). Os anticorpos utilizados para 

análise imunoistoquímica foram: anti-insulina, anti-glucagon, anti-somatostatina, anti-superóxido 

dismutase 1 (SOD1), anti-glutationa peroxidase (GSH-Px). Para todas as comparações foi considerado o 

limite mínimo de significância de p<0,05. Resultados: O peso corpóreo, concentração de insulina sérica 

e massa de células α, β e δ aumentaram de acordo com a idade em ambos os grupos estudados. Houve 

correlação negativa entre a porcentagem de células marcadas para insulina e somatostatina em D10, 

relação inversa entre células α e β em todos os dias estudados e correlação positiva entre as células α e 

δ em D10 e D15. A intensidade de marcação para SOD1 foi menor nas ilhotas dos animais diabéticos em 

todos os momentos estudados e no D10 e D30 para GSH-Px. Conclusão: O diabete no primeiro mês de 

vida de ratas fêmeas Wistar interferiu no ganho de peso corporal fisiológico do animal, afetou a 

citoarquitetura das ilhotas pancreáticas e com localização alterada das células δ dentro da ilhota, 

prejudicando a estrutura mantle-core presente em roedores. Além disso, presença de hiperglicemia 

causou diminuição das enzimas antioxidantes nas ilhotas pancreáticas destes animais. Sendo assim, 

estas alterações morfológicas pancreáticas decorrentes do diabete durante a janela crítica do 

desenvolvimento podem contribuir para a compreensão dos mecanismos fisiopatológicos do diabete na 

vida adulta. 

Palavras-chave: Insulina, somatostatina, glucagon, enzimas antioxidantes, pâncreas, diabete, ratas.  
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INTRODUÇÃO 

 

As ilhotas pancreáticas constituem um micro órgão especializado e correspondem à 

porção endócrina do pâncreas, sendo compostas pelas células alfa (α), beta (β), epsilon (γ), 

delta (δ) e PP (Kordowich et al., 2009). Estas células se comunicam via junções GAP ou via 

secreção parácrina (Brereton et al., 2015). As células pancreáticas endócrinas e seus 

hormônios apresentam função regulatória entre si. As células β-pancreáticas sintetizam e 

secretam insulina, já as células α e δ (células não-β) secretam glucagon e somatostatina 

respectivamente (Kordowich et al., 2009). A citoarquitetura das ilhotas de humanos e de 

roedores são semelhantes entre si e apresentam uma estrutura “mantle-core”, na qual as 

células β são circundadas pelas demais células da ilhota pancreática (células não-β) (Bonner-

Weir et al., 2015). 

A localização das células pancreáticas α e δ de mamíferos ao lado dos capilares 

sanguíneos possibilita o reconhecimento de alterações glicêmicas, as quais são transmitidas 

das células não-β para as células β através do sangue, o que influencia a secreção de insulina 

(Bonner-Weir & Orci, 1982; Ohtani et al., 1986; Samols et al. 1986; Liu et al., 1993; Brunicardi 

et al., 1996; Nyman et al., 2008; Pfeifer et al., 2014). Desta forma, a insulina e o glucagon 

atuam coordenadamente para controlar a homeostase da glicose. Para isso, a insulina diminui 

os níveis glicêmicos e o glucagon os aumenta quando necessário (Kordowich et al., 2009). Para 

que haja ajustes finos no controle da secreção de insulina e de glucagon, a somatostatina tem 

seu papel na regulação da glicemia de forma indireta (Bousquet et al., 2004). 

Há evidências que a hiperglicemia induz aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) devido ao aumento da entrada de redutores na cadeia mitocondrial de 

transporte de elétrons (Giacco & Brownlee, 2010). ERO desempenha um papel importante na 

patogênese da perda das células β-pancreáticas no Diabetes mellitus (DM). A célula β-

pancreática necessita de um meio intracelular rico em oxigênio, pois utiliza o catabolismo de 

glicose para atender suas necessidades energéticas, o que também fornece energia para a 

síntese e secreção de insulina em resposta ao aumento da glicose sanguínea, permitindo que a 

glicose seja utilizada pelos tecidos periféricos (Lenzen, 2008). No entanto, as células 

produtoras de insulina apresentam baixa defesa contra a toxicidade dos radicais livres, com 

capacidade limitada das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e glutationa 

peroxidase (GSH-Px) para inativar ERO (Lenzen et al., 1996; Tiedge et al., 1997). Sendo assim, 

as células β são mais susceptíveis ao estresse oxidativo, o que possibilita alterações na 

expressão e secreção de insulina, bem como no aumento de apoptose, agravando ainda mais o 

quadro hiperglicêmico (Robertson, 2004). 
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Estudos experimentais demonstram que mudanças ambientais nas janelas críticas do 

desenvolvimento podem levar o organismo a sofrer alterações estruturais e funcionais, 

possibilitando o aparecimento de doenças na vida adulta, dentre elas o DM (Lucas, 1998). O 

período neonatal é considerado uma janela crítica do desenvolvimento do pâncreas em 

mamíferos. Em roedores, durante o período de lactação, ocorre maior oferta de carboidratos e 

de lipídios (Scaglia et al., 1997; Aguayo-Mazzucato et al., 2006). Este maior aporte de 

carboidratos e lipídios faz com estimula o pâncreas endócrino, levando à alta taxa de 

proliferação celular das células β-pancreáticas (Scaglia et al., 1997; Aguayo-Mazzucato et al., 

2006), baixa sensibilidade à glicose e secreção de insulina (Aguayo-Mazzucato et al., 2006), 

sendo considerado um período de remodelamento pancreático.  

Thyssen et al. (2006) administraram droga beta-citotóxica (streptozotocin) em ratos 

machos no dia 4 de vida pós-natal e os ratos diabéticos apresentaram perda das células β-

pancreáticas logo após a indução do diabete, contudo, houve aumento da proliferação de 

células α e β e, após 20 dias, houve recuperação na porcentagem das células β-pancreáticas, 

mostrando que as células não-β participam do processo de recuperação das ilhotas 

pancreáticas em animais diabéticos. 

Considerando os resultados obtidos sobre as alterações estruturais e funcionais das 

ilhotas pancreáticas no período pós-natal de ratos, fica evidente que a porção endócrina do 

pâncreas passa por uma janela crítica de desenvolvimento e que determinadas alterações 

podem possibilitar doenças na vida adulta, como o diabete. Sendo assim, é relevante 

compreender os mecanismos envolvidos nestas alterações. Para isso, o presente estudo visa 

avaliar temporalmente o padrão de distribuição das células endócrinas pancreáticas bem 

como de enzimas antioxidantes em ilhotas de ratas com e sem diabete durante a janela crítica 

de desenvolvimento pós-natal.  

 

MATERIAIS E MÉTODO 

 

1. Animais 

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Apêndice 1) mantidas sob condições 

controladas de temperatura (22±2ºC), umidade (50±10%) e ciclo claro/escuro (12h) no Biotério 

do Laboratório de Pesquisa Experimental em Ginecologia e Obstetrícia. Água filtrada e ração 

foram oferecidas ad libitum. Essas ratas foram acasaladas com machos normoglicêmicos 

(proporção de três fêmeas e um rato macho) para obtenção de recém-nascidos (RN) para 

composição dos grupos não-diabético (controle) e diabético (indução do diabete com níveis 

glicêmicos de menor intensidade). Todos os procedimentos experimentais aplicados nesse 
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projeto foram submetidos à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – Unesp e foram aprovados sob número de Protocolo 1219/2017 

(ANEXO 1). 

 

2. Sequência experimental 

2.1. Período de diabetogênese - Indução do diabete 

Após a obtenção de proles (fêmeas) recém-nascidas, oriundas do acasalamento de ratas 

normoglicêmicas conforme citado anteriormente, foi realizada a administração de 100 mg de 

streptozotocin/kg de peso corporal no dorso de cada animal por via subcutânea (Sinzato et al., 

2011) no primeiro dia de vida pós-natal (D1). Os filhotes fêmeas do grupo controle receberam 

no mesmo dia (D1) um volume do veículo (tampão citrato) correspondente ao do grupo que 

recebeu a droga diabetogênica. Como critério de inclusão, no 5º dia de vida, foi determinada a 

glicemia dos recém-nascidos através de uma pequena perfuração na extremidade distal da 

cauda do animal para obtenção de uma gota de sangue, que foi depositada em glicofita, a qual 

foi introduzida em glicosímetro convencional. Foram consideradas ratas diabéticas aquelas 

que apresentaram glicemia igual ou superior a 400 mg/dL. As fêmeas que não apresentaram 

glicemia igual ou superior a 400 mg/dL foram mortas por decapitação. Para o grupo controle, 

foram incluídas as fêmeas que apresentaram glicemia inferior a 120 mg/dL e a aferição da 

glicemia foi realizada similarmente à do grupo diabético. Além disso, foi realizado uma análise 

comparativa entre os animais controle somente para confirmar o estado diabético. Todos os 

recém-nascidos dos seus respectivos grupos experimentais foram mantidos com suas mães 

(preferencialmente um número máximo de oito recém-nascidos fêmeas por mãe, que equivale 

ao número de tetos funcionais para amamentação), sendo que destes, foram avaliados no 

máximo 5 filhotes/mãe para os dias de experimento D10 e D15 e 2 filhotes/mãe para o D30.  

 

2.2. Grupos Experimentais 

 Sendo assim, os grupos experimentais foram constituídos por:  

- Controle: composto por RN fêmeas que receberam tampão citrato em D1. 

- Diabético: composto por RN fêmeas que receberam STZ em D1. 

 

 De acordo com os grupos experimentais para estudo no 10º, 15º dias pós-natal (fase de 

amamentação) e D30 (período pós-desmame), as RN fêmeas dos respectivos grupos foram 

anestesiadas com Thiopentax e mortas por decapitação de forma aleatória em diferentes 

idades de vida (D10, D15 e D30), conforme mostra a Tabela 1 abaixo. Com relação aos dias de 

experimento, foi eleito D10 e D15 referente ao período de regeneração e D30, que representa 
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o período logo após a regeneração celular e possíveis alterações relacionadas ao período de 

desmame.  

Quadro 1.  Delineamento experimental considerando os períodos experimentais:  

Não-Diabético 
(Controle) 

F0 -Morte no 10º dia de vida (D10) (n=10) 

F0 -Morte no 15º dia de vida (D15) (n=10) 

F0 -Morte no 30º dia de vida (D30) (n=10) 

Diabético  

F0 -Morte no 10º dia de vida (D10) (n=10) 

F0 -Morte no 15º dia de vida (D15) (n=10) 

F0 -Morte no 30º dia de vida (D30) (n=10) 

 

3. Peso e glicemia 

No dia da coleta das amostras de sangue e pâncreas, os animais permaneceram 6 horas 

em jejum. Após esse período, os animais foram pesados em balança convencional e a glicemia 

foi determinada através de uma pequena perfuração na extremidade distal da cauda do 

animal para obtenção de uma gota de sangue, que foi depositada em glicofita, a qual foi 

introduzida em glicosímetro convencional. 

 

4. Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG)  

 Com 28 dias de vida, as ratas foram submetidas ao TOTG para avaliação do 

desenvolvimento de alterações do metabolismo glicêmico, um marcador empregado 

rotineiramente na clínica para diagnóstico do diabete. Após seis horas de jejum, foi coletada 

uma gota de sangue por punção venosa na cauda das ratas para determinação glicêmica 

(tempo 0). Em seguida, as ratas receberam solução de glicose (0,2 g/mL) via intragástrica 

(gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpóreo. Decorridos 15, 30, 60 e 120 minutos após a 

administração da solução de glicose, as glicemias foram determinadas. Essas medidas também 

foram utilizadas para estimativa da área total sob a curva usando matematicamente o método 

trapezoidal (Mello et al., 2001). 

 

5. Obtenção das amostras de sangue e pâncreas 

Após confirmação dos sinais que evidenciaram o procedimento anestésico com tiopental 

sódico, os animais foram decapitados de acordo com os grupos experimentais para obtenção 

de amostras de sangue oriundas da região do pescoço (método de dessangramento). As 

amostras de sangue foram coletadas em tubos secos para processamento para análise sérica 

de insulina e glucagon e, em tubos contendo heparina, para dosagem de biomarcadores de 
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estresse oxidativo. Em seguida, os animais foram submetidos à laparotomia para coleta do 

pâncreas.  

 

5.1. Determinação sérica de insulina, glucagon e frutosamina 

As amostras de sangue total foram centrifugadas a 1575 x g durante 10 minutos a 4°C. 

Após esse procedimento, o soro foi obtido e armazenado em freezer a -80°C até a 

determinação de insulina (Crystal Chemical® - Código: 90060) e glucagon (Sigma Aldrich® - 

Código: RAB0202) seguindo as instruções dos fabricantes dos kits comerciais específicos. 

As concentrações séricas de frutosamina (marcador de proteína sérica glicada) foram 

avaliadas pelo serviço do Laboratório Clínico da FMVZ_Unesp Botucatu.  

 

5.2. Análise morfológica do pâncreas 

As amostras de pâncreas obtidas nos diferentes dias de experimento foram pesadas e 

fixadas em formaldeído 10% por 24 horas e, em seguida, acondicionadas em etanol 70%. Os 

fragmentos foram processados e incluídos em parafina para corte em micrótomo rotativo no 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu 

(FMVZ_Unesp).  

Análise imunoistoquímica (IHQ)  

Para a técnica de IHQ, os pâncreas foram cortados em cinco seções de 5µm cada. Os 

anticorpos primários foram anti-insulina, anti-glucagon e anti-somatostatina, para avaliação 

dos hormônios das ilhotas pancreáticas, anti-superóxido dismutase 1, anti-glutationa 

peroxidase, para avaliação das enzimas antioxidantes. A recuperação antigênica foi realizada 

na panela de pressão Elite Bistro® com solução de citrato (pH 6,0) por 30 minutos para os 

anticorpos ant-insulina e anti-glucagon e, por 20 minutos, para anti-superóxido dismutase 1, 

anti-glutationa peroxidase. Para o anticorpo anti-somatostatina, não foi realizada a 

recuperação antigênica. O bloqueio da peroxidase endógena (Peroxidase inhibitor containing 

hydrogen peroxide and 15 mM sodium azide - Dako®) foi realizado por 40 minutos em 

temperatura ambiente para todos os anticorpos. Para o bloqueio de proteínas inespecíficas, 

foi utilizado Protein Block (0.25% casein in PBS, containing carrier protein and 15 mM sodium 

azide - Dako®) durante 30 minutos em estufa a 27°C. O bloqueio com leite desnatado 8% 

(Molico®) foi utilizado para os anticorpos anti-superóxido dismutase 1 e anti-glutationa 

peroxidase por uma hora à temperatura ambiente. As diluições para os anticorpos primários 

foram: anti-insulina (Abcam®, Código: ab8304) 1: 10.000 (incubação por uma hora em estufa a 

27°C), anti-glucagon (Abcam®, Código: ab8055) 1:500 (incubação por duas horas em estufa a 

27°C), anti-somatostatina (DAKO®, Código: a0566) 1:2000 (incubação overnight em geladeira a 
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4°C), anti-Ki-67 (anti-Ki67_Spring®) 1:100 (incubação overnight em geladeira a 4°C),  anti-

superóxido dismutase 1 (Abcam®, ab16831) 1:200 (24 horas a 4°C), anti-glutationa peroxidase 

(Abcam®, ab22604) 1:400 (24 horas a 4°C). Após a incubação do anticorpo primário, foi 

adicionado o anticorpo secundário (Histofine) por 30 minutos em estufa a 27°C. Para a 

revelação da peroxidase, foi utilizado o cromógeno DAB (3,3-diaminobenzidine) por 3 minutos 

à temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram contra-coradas em hematoxilina de 

Mayer e montadas. 

A imagens foram capturadas através do sistema computadorizado de imagem (Software 

KS-300, versão 3.0, Zeiss), que recebe imagem por câmera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony), 

acoplada a microscópio (DMR, Leica) e a contagem de células foi realizada através do 

software ImageJ®. A porcentagem de células presentes em cada ilhota pancreática foi 

calculada pela razão entre o número de células imunomarcadas e o número de células totais e 

o valor obtido foi multiplicado por 100.  

 

 

6. Análise Estatística 

Todas as análises foram realizadas com o auxílio do especialista em Bioestatística do 

Escritório de Apoio à Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu_Unesp. Para o 

cálculo do tamanho amostral (n), foi realizado esquema em fatorial com delineamento 

inteiramente casualizado, sendo estabelecido um “n” de 10 animais/grupo para cada período 

de vida. Para análise imunoistoquímica, o cálculo foi estimado em seis animais/grupo para 

cada período, com análise mínima de 10 ilhotas /animal/pâncreas. Para comparação entre o 

peso total, glicemia, concentração de insulina sérica, concentração de glucagon sérico foi 

utilizado o Teste de Distribuição Gama. A porcentagem de células imunomarcadas para 

insulina, glucagon e somatostatina foi utilizado Poisson. O peso relativo do pâncreas foi 

analisado pelo Teste de Comparações Múltiplas de Tukey. A correlação de Pearson foi utilizada 

para analisar as correlações entre a porcentagem de células marcadas para insulina, 

somatostatina e glucagon. A intensidade da marcação para Superóxido Dismutase 1 (SOD1) e 

Glutationa Peroxidase (GSH-Px) foram analisados por teste de Distribuição Gama. Para todas 

as comparações foi considerado limite mínimo de significância estatística de p<0,05. 
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RESULTADOS 

 

Para confirmar modelo de indução do diabete em ratas recém-nascidas, foi realizada 

uma análise comparativa entre animais diabéticos e não-diabéticos no D5 de vida, que 

caracteriza o início do processo de regeneração pancreática. Com relação aos animais 

diabéticos, foi verificado que, após a indução (D5), houve aumento da glicemia (Diabético = 

520±118 versus Controle = 92±20 mg/dL). Esses animais também apresentaram aumento da 

concentração sérica de insulina (Diabético = 1,029±0,60 versus Controle = 0,21±0,06 mg/dL) e 

glucagon (Diabético = 0,74±0,34 versus Controle = 0,43±0,08 ng/mL). Em relação a análise 

morfológica, as ratas diabéticas mostraram perda da citoarquitetura, com a perda do formato 

circular característico e apresentando extensões a sua volta, abrangendo não somente as 

células do pâncreas endócrino, mas também células do ducto e ácinos. Houve diminuição na 

porcentagem de células β (Diabético = 27,34±7,95 versus Controle = 50,50±8,75) e aumento na 

porcentagem de células imunomarcadas para glucagon (Diabético = 49,07±11,96 versus 

Controle = 27,29±8,45) e somatostatina (Diabético = 30,31±10,45 versus Controle = 

16,51±6,58). Em relação as enzimas antioxidantes, as ratas diabéticas no D5 apresentaram 

diminuição na intensidade de marcação para SOD1 em relação ao controle (Diabético = 

4707±1941 versus Controle = 229915±185114).  

 A comparação entre os animais dos grupos experimentais (controle e diabético) nos 

diferentes dias de vida foi representada a seguir. Os animais diabéticos apresentaram menor 

peso em relação ao grupo controle em D10 e D30 (Figura 1). Em relação a glicemia dos 

animais, não houve diferença estatística entre os grupos (Figura 2).  

 As ratas diabéticas apresentaram dois pontos alterados (30 e 60 minutos) em relação 

ao grupo controle durante o TOTG (Figura 3A). Houve diferença significativa na AUC entre os 

grupos avaliados (Figura 3B). Além das alterações glicêmicas verificadas após sobrecarga de 

glicose, os animais diabéticos com 30 dias apresentaram maiores concentrações de 

frutosamina (Diabético = 102,35 ± 4,71 versus C = 73,31± 3,19 µmol/l), confirmando 

hiperglicemia nestes animais nas últimas três semanas. 

A concentração de insulina sérica dos animais controle e diabéticos em D10, D15 e D30 

está representada na Figura 4. As ratas diabéticas apresentaram menor concentração de 

insulina sérica no D15 quando comparado ao grupo controle (Figura 4).  

Em relação a concentração sérica de glucagon (Figura 5), houve maiores níveis desse 

hormônio no D30 em relação aos demais dias do grupo controle. A comparação entre grupos 

mostrou que as ratas diabéticas tiveram maiores níveis de glucagon nos dias D10 e D15 

quando comparados com os respectivos dias de vida do grupo controle (Figura 5).  
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A Figura 6 representa a porcentagem de células β pancreáticas das ratas do grupo 

controle e diabéticas. As ratas diabéticas apresentaram menor porcentagem de células β em 

relação ao grupo controle em todos os dias avaliados (Figura 6A). Independente do grupo 

(controle e diabético), as células β estavam localizadas no centro da ilhota pancreática (Figura 

6B e C).  

Em relação à porcentagem de células δ (Figura 7), o grupo diabético apresentou maior 

porcentagem de células imunomarcadas para somatostatina em todos os momentos avaliados 

em relação ao grupo controle (Figura 7A). No grupo controle, as células imunomarcadas para 

somatostatina permaneceram na periferia da ilhota pancreática (Figura 7B) e, foi possível 

observar maior quantidade de células δ dispersas no interior das ilhotas pancreáticas das ratas 

diabéticas (Figura 7C).  

 No pâncreas das ratas diabéticas, houve maior porcentagem de células α-pancreáticas 

em todos os dias avaliados em comparação ao grupo controle (Figura 8A). Em todos os 

momentos, nos diferentes grupos, foi possível observar que as células α estavam localizadas 

na periferia da ilhota pancreática (Figura 8B e C).  

Tabela 1 representa as correlações entre os diferentes tipos de células (β, δ, α) em 

D10, D15 e D30. Com relação à correlação entre a porcentagem de células β e α, foi observada 

correlação negativa em todos os dias estudados (Tabela 1). Houve correlação negativa 

significativa entre a porcentagem de células marcadas para insulina e somatostatina em D10 

Foi encontrada correlação positiva entre as células α e δ em D10 e D15 (Tabela 1). 

As ratas diabéticas apresentaram menor intensidade de marcação para SOD1 em D10, 

D15 e D30 em relação ao grupo controle (Figura 9A). Quanto à GSH-Px, o grupo diabético tive 

menor intensidade de marcação para GSH-Px em D10 e D30 (Figura 10A) quando comparado 

as ratas do grupo controle nos respectivos dias de vida.  
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Figura 1. Comparação entre o grupo controle e diabético com relação ao peso (g) dos animais nos 
diferentes dias de vida (n = 10 animais/grupo/momento). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Distribuição Gama). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
 

 

Figura 2. Comparação entre o grupo controle e diabético com relação à glicemia (mg/dL) dos animais 
nos diferentes dias de vida 
p>0,05 – sem diferença estatística. 
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Figura 3. A – Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) no D28 de vida.  B – Área sob a curva no dia D28 
de vida.  
Dados expressos como média ± desvio padrão (n= 10 animais/grupo/momento). 
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste t com medidas repetidas para TOTG).  
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste t para área sob a curva – AUC).  
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Figura 4 Comparação entre o grupo controle e diabético com relação à insulina sérica (ng/mL) dos 
animais nos diferentes dias de vida (n= 5 animais/grupo/momento). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Distribuição Gama). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
 
 

 

Figura 5. Comparação entre o grupo controle e diabético com relação ao glucagon sérico (ng/mL) dos 
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animais nos diferentes dias de vida (n= 5 animais/grupo/momento). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Distribuição Gama). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
 

 

Figura 6. Imunomarcação para insulina (células β) nas ilhotas pancreáticas dos animais do grupo 
controle e diabético. A- Comparação entre a porcentagem de células imunomarcadas para insulina do 
grupo controle e diabético nos diferentes dias de vida (n= 100 ilhotas/momento/grupo). B- 
Imunomarcação para insulina no centro da ilhota pancreática do grupo controle (D30) (Aumento 40x). 
C- Imunomarcação para insulina no centro da ilhota pancreática do grupo diabético (D30) (Aumento 
40X). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Poisson). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
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Figura 7. Imunomarcação para somatostatina (células δ) nas ilhotas pancreáticas dos animais do grupo 
controle e diabético. A- Comparação entre a porcentagem de células imunomarcadas para 
somatostatina do grupo controle e diabético nos diferentes dias de vida (n= 100 
ilhotas/momento/grupo). B- Imunomarcação para somatostatina na periferia da ilhota pancreática no 
grupo controle (D30) (Aumento 40x). C- Imunomarcação para somatostatina no centro da ilhota 
pancreática no grupo diabético (D30) (Aumento 40X). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Poisson). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 

 

 



29 

 

 

Figura 8. Imunomarcação para glucagon (células δ) nas ilhotas pancreáticas dos animais do grupo 
controle e diabético. A- Comparação entre a porcentagem de células imunomarcadas para glucagon do 
grupo controle e diabético nos diferentes dias de vida (n= 100 ilhotas/momento/grupo). B- 
Imunomarcação para glucagon na periferia da ilhota pancreática do grupo controle (D30) (Aumento 
40x). C- Imunomarcação para glucagon na periferia da ilhota pancreática do grupo diabético (D30) 
(Aumento 40X). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Poisson). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
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Tabela 1. Correlação entre a porcentagem de células β, α, δ-pancreáticas nos diferentes dias de vida. 

 D10 D15 D30 

 
Célula β x Célula α 

 
r²= - 0,32787 

(p=0,001) 

 
r²= - 0,48011 
(p<0,0001) 

 
r²= - 0,50396 
(p<0,0001) 

 
Célula β x Célula δ 

 
r²= - 0,37485 
(p=0,0015) 

 
r²= - 0,15599 
(p= 0,1670) 

 
r²= - 0,2163 
(p= 0,0729) 

 
Célula α x Célula δ 

 
r²= 0,50793 
(p=0,0002) 

 
r²= 0,22550 
(p=0,0443) 

 
r²= 0,20436 
(p=0,0897) 

Correlação de Pearson 
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Figura 9. Imunomarcação para SOD1 nas ilhotas pancreáticas dos animais do grupo controle e diabético. 
A- Comparação entre a intensidade de marcação para células imunomarcadas com SOD1 nas ilhotas 
pancreáticas dos animais do grupo controle e diabético. B- Imunomarcação nuclear e citoplasmática 
para SOD1 em ilhota pancreática do grupo controle (D30) (Aumento 40X). C- Imunomarcação nuclear e 
citoplasmática para SOD1 em ilhota pancreática do grupo diabético (D30) (Aumento 40X). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Distribuição Gama). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
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Figura 10. Imunomarcação para GSH-Px nas ilhotas pancreáticas dos animais do grupo controle e 
diabético. A- Comparação entre a intensidade de marcação para células imunomarcadas com GSH-Px 
nas ilhotas pancreáticas dos animais do grupo controle e diabético. B- Imunomarcação nuclear e 
citoplasmática para GSH-Px em ilhota pancreática do grupo controle (D30) (Aumento 40X). C- 
Imunomarcação nuclear e citoplasmática para GSH-Px em ilhota pancreática do grupo diabético (D30) 
(Aumento 40X). 
Dados expressos como média ± desvio padrão (Distribuição Gama). 
*p<0,05 – comparado ao grupo Controle. 
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DISCUSSÃO 
 

O presente estudo mostra que o dia D15 foi relevante para observar as alterações 

pancreáticas nos animais com diabete induzido quimicamente por agente beta-citotóxico 

(streptozotocin). Neste dia, a diminuição dos níveis séricos de insulina e aumento do glucagon 

mostram que, nesta fase, o pâncreas ainda não foi capaz de restaurar a secreção de insulina. 

Em D15, também houve aumento no padrão de marcação da enzima glutationa peroxidase, 

possivelmente tentando compensar as alterações existentes na reestruturação das ilhotas 

pancreáticas. Entretanto, isso não foi suficiente visto que as imunomarcações com insulina 

foram reduzidas e houve aumento da marcação de glucagon e de somatostatina em todos os 

períodos analisados. 

Embora as ratas diabéticas tenham apresentado ganho de peso corpóreo progressivo, 

este aumento foi menor em relação ao controle. As ratas diabéticas tiveram menor 

porcentagem de marcação de insulina em todos momentos estudados e menor concentração 

de insulina sérica no D15, além disso, houve aumento porcentagem de marcação de glucagon 

e de somatostatina e aumento nos níveis séricos de glucagon até o dia 15 de vida. Thyssen et 

al. (2006) também observaram aumento de porcentagem de células não-β e nos níveis séricos 

de glucagon nos primeiros 20 dias de vida em ratos machos que receberam STZ no 4º dia do 

nascimento. Além disso, estudos com pacientes diabéticos (DM2) observaram aumento de 

níveis séricos de glucagon e na massa de células α-pancreáticas (Baron et al., 1987; Reaven et 

al., 1987; Iki & Pour, 2007; Bosco et al., 2010). Um dos mecanismos que poderia estar 

relacionado ao aumento da glicemia nestes animais seria o aumento da secreção de glucagon. 

Adicionalmente, nossos achados demonstraram que houve correlação negativa entre a 

porcentagem de células marcadas para insulina e somatostatina no 10º dia de vida, relação 

inversa entre células β e α em todos os dias estudados e correlação positiva entre as células α 

e δ nos dias 10 e 15, sugerindo que as células β podem estar se desdiferenciando em outro 

tipo celular. Talchai et al. (2012) observaram que, em camundongos diabéticos geneticamente 

modificados (db/db), um subconjunto de células β desdiferenciadas sofre conversão para 

outros tipos de células, principalmente células α. Esta desdiferenciação pode ser devido à 

perda do fator de transcrição Fox01 presente na hiperglicemia. O Fox01 ativa outro fator de 

transcrição Pdx-1, que é regulador-chave da expressão gênica da insulina quando localizados 

no núcleo. Este fato pode fornecer explicação para a relação inversamente proporcional entre 

células β e células α no diabete. 

Além disso, o modelo experimental utilizado nesse estudo mostrou que as ratas 

diabéticas apresentaram diminuição da intensidade de marcação para SOD1 em todos os 
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momentos avaliados e diminuição de GSH-Px nos dias 10 e 30 de vida. O quadro de estresse 

oxidativo associado à diminuição das enzimas antioxidantes tem sido observado em estudos 

com diabete clínico e experimental (O’Brien BA et al., 1996; Low et al., 1997). Células β de 

ratos machos adultos foram isoladas e colocadas em diferentes concentrações de glicose para 

analisar as enzimas antioxidantes e a presença de ERO. Foi observado que células β, 

responsivas à glicose, apresentam diminuição dos níveis de SOD em altas concentrações de 

glicose (300 mg/dL) (Geert et al., 2005). No entanto, neste estudo, a avaliação com 

marcadores de lipoperoxidação é necessária para confirmar o quadro de estresse oxidativo nos 

animais diabéticos durante o primeiro mês de vida.  

Portanto, concluímos que o diabete no primeiro mês de vida de ratas fêmeas Wistar 

interferiu no ganho de peso corporal fisiológico do animal, afetou a citoarquitetura das ilhotas 

pancreáticas e com localização alterada das células δ dentro da ilhota, prejudicando a 

estrutura mantle-core presente em roedores. Além disso, presença de hiperglicemia causou 

diminuição das enzimas antioxidantes nas ilhotas pancreáticas destes animais. Sendo assim, 

estas alterações morfológicas pancreáticas, decorrentes do diabete durante a janela crítica do 

desenvolvimento, podem contribuir para a compreensão dos mecanismos fisiopatológicos do 

diabete na vida adulta. 
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RESUMO 

Introdução: Em condições fisiológicas, o organismo materno sofre adaptações durante a 

gestação para promover um desenvolvimento fetal apropriado. O conhecimento das 

adaptações pancreáticas durante a gravidez é relevante para entender os mecanismos 

envolvidos na falência das células beta (β) no estado diabético, gerando estresse oxidativo e 

afetando negativamente as trocas nutricionais maternas e fetais. Objetivo: Avaliar as 

adaptações nas ilhotas pancreáticas e o estresse oxidativo durante a prenhez para entender os 

mecanismos envolvidos no pâncreas endócrino e sua relação com o desempenho reprodutivo 

materno. Métodos: Para a indução do diabete, os recém-nascidos fêmeas receberam a droga 

beta-citotóxica (streptozotocin - STZ) no primeiro dia de vida. No 17° dia de prenhez, foi 

realizado o Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG). Com 18 dias de prenhez, as ratas foram 

anestesiadas e mortas para coleta de amostras de sangue, pâncreas e útero. O sangue foi 

coletado para determinação de da concentração sérica de insulina e glucagon. O pâncreas foi 

processado para análises imunoistoquímica de insulina, glucagon, somatostatina, Ki-67 e PDX-

1, superóxido dismutase 1 (SOD1), glutationa peroxidase (GSH-Px) e malondialdeído (MDA). O 

útero gravídico foi pesado e dissecado para contagem de fetos vivos e mortos, números de 

implantação e perdas embrionárias e fetais. Resultados/interpretação: As ratas que 

receberam STZ apresentaram TOTG alterado, confirmando o estado diabético. Os pâncreas 

desses animais tiveram diminuição da área das ilhotas e porcentagem células imunomarcadas 

para insulina positiva, hipertrofia das células β e aumento da porcentagem de células não- β 

imunomarcadas para Ki-67 (proliferação celulares). Houve aumento na porcentagem de células 

imunomarcadas para glucagon e somatostatina e aumento nas concentrações séricas de 

insulina e glucagon. As ratas com diabete apresentaram aumento na intensidade de marcação 

para MDA e diminuição para GSH-Px nas ilhotas pancreáticas. Houve aumento da porcentagem 

de perdas pré e pós-implantação nas ratas prenhes. Conclusão: A hiperglicemia em associação 

a prenhez levou a alterações nas ilhotas pancreáticas como quadro de estresse oxidativo, com 

diminuição da intensidade de células imunomarcadas para GSH-Px e aumento na intensidade 

de marcação para MDA, aumento na porcentagem de células não-β e aumento na proliferação 

celular nas ilhotas pancreáticas. As modificações presentes no pâncreas endócrino levaram a 

alterações metabólicas maternas, resultando em aumento na porcentagem de perdas pré e 

pós-implantação embrionárias. 

 

Palavras-chave: prenhez, diabetes, pâncreas endócrino, Pdx-1, estresse oxidativo, ratas.  
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INTRODUÇÃO 

 

As células do pâncreas endócrino e seus hormônios apresentam função regulatória 

entre si, sendo considerado um micro órgão especializado que regula a homeostase da glicose 

[1]. As células beta (β) adultas respondem dinamicamente ao aumento da demanda de 

insulina, expandindo sua massa funcional durante mudanças metabólicas, como a resistência à 

insulina [2], idade [3] e gravidez [4]. Ao final da gravidez, o hormônio lactogênio placentário 

induz a diminuição da sensibilidade à insulina nos tecidos maternos [5], favorecendo o 

fornecimento adequado de nutrientes para o crescimento fetal [6]. Paralelamente, o pâncreas 

materno adapta-se ao aumento da demanda de insulina através da proliferação de células β-

pancreáticas [7, 8].   

Dentre os marcadores estudados no processo de adaptação pancreática está o 

Pancreatic and Duodenal Homeobox-1 (Pdx-1), regula a fenotipagem, síntese de insulina e em 

a proliferação de células β-pancreáticas [9]. Além disso, Pdx-1 é o principal fator de transcrição 

que regula a síntese de insulina estimulada pela glicose. Com o aumento da glicose 

intracelular, o Pdx-1 passa do citosol para o núcleo, ativando o gene responsável pela síntese 

de insulina [10, 11]. Células β-pancreáticas isoladas de pacientes diabéticos (pos mortem) e de 

camundongos modificados geneticamente (db/db) apresentam número reduzido de células 

marcadas para Pdx-1 no núcleo, sugerindo que o deslocamento do Pdx-1 do citoplasma para o 

núcleo pode ser importante para avaliar os mecanismos pelos quais ocorre a disfunção de 

células β em pacientes diabéticos [12]. No entanto, a patogênese da disfunção de células β no 

diabete continua controversa [13]. 

As células produtoras de insulina apresentam capacidade limitada das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) para inativar ERO 

[14]. Estudos sugerem que o aumento das espécies reativas de oxigênio (ERO) e a redução de 

defesas antioxidantes pode estar envolvido na etiologia, patologia e complicações crônicas do 

diabete clínico e experimental [15].  

Estudos demonstram que ratas prenhes com diabete de intensidade moderada 

(glicemia entre 120-300 mg/dL) apresentam quadro aumento do marcador de lipoperoxidação 

(MDA) e diminuição das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px no sangue [16-18] e na placenta 

[18], que deflagrou no prejuízo na performance reprodutiva desses animais. No entanto, o 

estresse oxidativo não foi avaliado no pâncreas dessas ratas. Raza & John [19] observaram 

aumento da expressão proteica de ERO, aumento da lipoperoxidação de membrana e da 

enzima antioxidante GSH-Px, no pâncreas desses animais, demonstrando que este órgão 

estava sob condições de estresse. Contudo, as células das ilhotas pancreáticas não foram 
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avaliadas de forma isolada. 

Sendo assim, a má adaptação do pâncreas endócrino frente à gravidez pode alterar as 

concentrações de glicose e de insulina no organismo materno, comprometendo o 

desenvolvimento e crescimento embriofetal. No entanto, a patogênese da disfunção de células 

β no diabete continua controversa. Estudos realizados anteriormente demonstraram que as 

células β-pancreáticas apresentam diminuição da defesa antioxidante e, que ratas diabéticas 

prenhes apresentam estresse oxidativo no sangue, placenta e pâncreas de maneira geral, mas 

sem enfoque na interação entre as células constituintes das ilhotas pancreáticas. Com isso, nós 

hipotetizamos que o estresse oxidativo, resultante da hiperglicemia materna, está envolvido 

na falha da adaptação do pâncreas endócrino frente a um estado diabético, que por sua vez 

afeta negativamente as trocas nutricionais maternas e fetais. Desta forma, o objetivo do 

presente estudo é avaliar as adaptações nas ilhotas pancreáticas e o estresse oxidativo 

durante a prenhez para entender os mecanismos envolvidos no pâncreas endócrino e sua 

relação com o desempenho reprodutivo materno. 

 

MATERIAIS E MÉTODO  

 

1. Animais 

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar mantidas sob condições controladas de 

temperatura (22±2ºC), umidade (50±10%) e ciclo claro/escuro (12h) no Biotério do Laboratório 

de Pesquisa Experimental em Ginecologia e Obstetrícia. Água filtrada e ração foram oferecidas 

ad libitum. Essas ratas foram acasaladas com machos normoglicêmicos (proporção de três 

fêmeas e um rato macho) para obtenção de recém-nascidos (RN) para composição dos grupos 

não-diabético (controle) e diabético (indução do diabete). Todos os procedimentos 

experimentais aplicados nesse projeto foram submetidos à Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu – Unesp e foram aprovados sob 

número de Protocolo 1219/2017 (ANEXO 1). 

 

2. Sequência experimental 

2.1 Período de diabetogênese - Indução do diabete  

Após a obtenção de proles (fêmeas) recém-nascidas, oriundas do acasalamento de ratas 

normoglicêmicas conforme citado anteriormente, foi realizada a administração de 100 mg de 

streptozotocin/kg de peso corporal no dorso de cada animal por via subcutânea [20] no 

primeiro dia de vida (D1). Os filhotes fêmeas do grupo controle receberam no mesmo dia (D1) 

volume do veículo (tampão citrato) correspondente ao do grupo que recebeu a droga 
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diabetogênica. Como critério de inclusão, no 5º dia de vida, foi determinada a glicemia dos 

recém-nascidos através de uma pequena perfuração na extremidade distal da cauda do animal 

para obtenção de uma gota de sangue, que foi depositada em glicofita, a qual foi introduzida 

em glicosímetro convencional. Foram consideradas ratas diabéticas aquelas que apresentaram 

glicemia igual ou superior a 400 mg/dL. As fêmeas que não apresentaram glicemia igual ou 

superior a 400 mg/dL foram mortas por decapitação. Para o grupo controle, foram incluídas as 

fêmeas que apresentaram glicemia inferior a 120 mg/dL e a aferição da glicemia foi realizada 

similarmente à do grupo diabético. Todos os recém-nascidos dos respectivos grupos 

experimentais foram mantidos com suas mães (preferencialmente um número máximo de oito 

recém-nascidos fêmeas por mãe, que equivale ao número de tetos funcionais para 

amamentação), até o período de desmame.  

2.2. Grupos Experimentais 

Sendo assim, os grupos experimentais foram constituídos por:  

- Controle: composto por RN fêmeas que receberam tampão citrato em D1. 

- Dmod: composto por RN fêmeas que receberam STZ em D1. 

2.3 Acasalamento e prenhez 

As ratas adultas (90 dias de vida) dos grupos controle e diabético (diabete com níveis 

glicêmicos de menor intensidade) foram submetidas ao acasalamento durante 15 dias 

consecutivos, que compreende três ciclos estrais. Para isto, três fêmeas foram colocadas na 

presença de um macho no período overnight. Na manhã seguinte, os machos foram removidos 

e foi realizado o esfregaço vaginal. A presença de espermatozoides nas lâminas confirmou o 

diagnóstico de prenhez, sendo este considerado o dia zero de prenhez (D0) [21].  

  2.3.1 Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG)  

 No 17o dia de prenhez, foi realizado o TOTG para avaliação do 

desenvolvimento de alterações do metabolismo glicêmico, um marcador empregado 

rotineiramente na clínica para diagnóstico do diabete. Após seis horas de jejum, foi coletada 

uma gota de sangue por punção venosa na cauda das ratas para determinação glicêmica 

(tempo 0). Em seguida, as ratas receberam solução de glicose (0,2 g/mL) via intragástrica 

(gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpóreo. Decorridos 15, 30, 60 e 120 minutos após a 

administração da solução de glicose, as glicemias foram determinadas. Essas medidas também 

foram utilizadas para estimativa da área total sob a curva usando matematicamente o método 

trapezoidal [22]. 

 

3. Laparotomia – Coleta de pâncreas e performance reprodutiva materna 

No 18º dia de prenhez, as fêmeas (Controle e Dmod) foram anestesiadas com tiopental 
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sódico (Thiopentax®) e, após confirmação dos sinais que evidenciaram o procedimento 

anestésico de acordo com as instruções do médico veterinário, os animais foram decapitados 

em guilhotina de acordo com os grupos experimentais para obtenção de amostras de sangue 

oriundas da região do pescoço (método de dessangramento). As amostras de sangue foram 

coletadas em tubos secos para processamento das análises de insulina e glucagon séricas. Em 

seguida, os animais foram submetidos à laparotomia para coleta dos cornos uterinos e do 

pâncreas.  

3.1 Determinação sérica de insulina e glucagon 

As amostras de sangue total foram centrifugadas a 1575 x g durante 10 minutos a 4°C. 

Após esse procedimento, o soro foi obtido e armazenado em freezer a -80°C até a 

determinação de insulina (Crystal Chemical® - Código: 90060) e glucagon (Sigma Aldrich® - 

Código: RAB0202) seguindo as instruções dos fabricantes dos kits comerciais específicos. 

3.2 Análise da performance reprodutiva materna 

Foi realizada laparotomia para retirada e exposição dos cornos uterinos para contagem 

de implantações, reabsorções (mortes embrionárias), fetos vivos e mortos. Os ovários também 

foram retirados para a contagem de corpos lúteos para avaliação indireta da ovocitação. A 

taxa de perda pré-implantação foi calculada por: [Número (N°) de corpos lúteos – N° 

implantações]/N° corpos lúteos x 100. A taxa de perda pós-implantação foi determinada por: 

(N° de implantações – N° de fetos vivos)/N° de implantações x 100. A taxa de viabilidade fetal 

por foi determinada por: N° de fetos vivos/N° de implantações [21].  

3.3 Análise morfológica do pâncreas 

As amostras de pâncreas obtidas nos diferentes dias de experimento foram pesadas e 

fixadas em formaldeído (P.A.) 10% por 24 horas e, em seguida, acondicionadas em etanol 70%. 

Os fragmentos foram processados e incluídos em parafina para corte em micrótomo rotativo 

no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu 

(FMVZ_Unesp). A coloração em hematoxilina e eosina (HE) foi realizada no Departamento de 

Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu (FMVZ_Unesp). Após 

coloração em HE, foi realizada a análise morfológica (citoarquitetura da ilhota pancreática e 

área) em sistema computadorizado de imagem (Software KS-300, versão 3.0, Zeiss), que 

recebe imagem por câmara digital (CCD-IRIS/RGB, Sony), acoplada a microscópio (DMR, 

Leica).  

3.4 Análise imunoistoquímica (IHQ)  

Para a técnica de IHQ, os pâncreas foram cortados em oito seções de 5µm cada. Os 

anticorpos primários usados foram: anti-insulina, anti-glucagon e anti-somatostatina, para 

avaliação dos hormônios das ilhotas pancreáticas, anti-Ki-67 e anti-PDX-1 para avaliação da 
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proliferação pancreática e, anti-superóxido dismutase 1, anti-glutationa peroxidase e anti-

malondialdeído para avaliação do quadro de estresse oxidativo. A recuperação antigênica foi 

realizada na panela de pressão Elite Bistro® com solução de citrato (pH 6,0) por 30 minutos 

para os anticorpos ant-insulina, anti-glucagon e anti-Ki-67 e, por 20 minutos para anti-

superóxido dismutase 1, anti-glutationa peroxidase e anti-malondialdeído. Para os anticorpos 

anti-PDX-1 e anti-somatostatina não foi realizada a recuperação antigênica. O bloqueio da 

peroxidase endógena (Peroxidase inhibitor containing hydrogen peroxide and 15 mM sodium 

azide - Dako®) foi realizado por 40 minutos em temperatura ambiente para todos os 

anticorpos.  Para o bloqueio de proteínas inespecíficas, foi utilizado Protein Block (0.25% 

casein in PBS, containing carrier protein and 15 mM sodium azide - Dako®) durante 30 minutos 

em estufa a 27°C. O bloqueio com leite desnatado 8% (Molico®) foi utilizado para os anticorpos 

anti-superóxido dismutase 1, anti-glutationa peroxidase e anti-malondialdeído por uma hora à 

temperatura ambiente. As diluições para os anticorpos primários foram: anti-insulina 

(Abcam®, Código: ab8304) 1: 10.000 (incubação por uma hora em estufa a 27°C), anti-glucagon 

(Abcam®, Código: ab8055) 1:500 (incubação por duas horas em estufa 27°C), anti-

somatostatina (DAKO®, Código: a0566) 1:2000 (incubação overnight em geladeira a 4°C), anti-

Ki-67 (anti-Ki67_Spring®) 1:100 (incubação overnight em geladeira a 4°C),  anti-PDX-1 (Abcam®, 

ab47267) 1:500 (incubação por duas horas a 27°C), anti-superóxido dismutase 1 (Abcam®, 

ab16831) 1:200 (24 horas a 4°C), anti-glutationa peroxidase (Abcam®, ab22604) 1:400 (24 

horas a 4°C), anti-malondialdeído (Abcam®, ab6463) 1:500 (24 horas a 4°C). Após a incubação 

do anticorpo primário, foi adicionado o anticorpo secundário (Histofine) por 30 minutos em 

estufa a 27°C. Para a revelação da peroxidase, foi utilizado o cromógeno DAB (3,3-

diaminobenzidine) por 3 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram 

contra-coradas em hematoxilina de Mayer e montadas. 

A imagens foram capturadas através do sistema computadorizado de imagem (Software 

KS-300, versão 3.0, Zeiss), que recebe imagem por câmera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony), 

acoplada a microscópio (DMR, Leica) e a contagem de células foi realizada através do 

software ImageJ®. A porcentagem células presentes na ilhota pancreática foi calculada pela 

razão entre o número de células imunomarcadas e o número de células totais e o valor obtido 

foi multiplicado por 100 [23]. 
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4. Análise Estatística 

Para o cálculo do tamanho amostral (n), foi realizado esquema em fatorial com 

delineamento inteiramente casualizado com o auxílio do especialista em Bioestatística do 

Escritório de Apoio à Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu_Unesp. Sendo 

estabelecido um “n” de 10 animais/grupo para cada período de vida. Para análise 

imunoistoquímica, o cálculo foi estimado em seis animais/grupo para cada período, com 

análise mínima de 10 ilhotas /animal/pâncreas.  

Para comparação da concentração de glucagon, e área sob a curva foi utilizado o Teste 

T. As concentrações séricas de insulina foram analisadas por Distribuição Gama. O Teste Oral 

de tolerância à Glicose foi analisado pelo Teste-T com medidas repetidas. A área das ilhotas 

pancreáticas foi avaliada pela Distribuição Gama. Para imunomarcações para Ki-67 e 

porcentagens de células imunomarcadas para insulina, somatostatina e glucagon, foi utilizado 

teste de Poisson. A Distribuição Gama foi usada para comparação da imunomarcação para 

Pdx-1. A intensidade da marcação para Superóxido Dismutase 1 (SOD1), Glutationa Peroxidase 

(GSH-Px) e Malondialdeído (MDA) foi analisada por Teste t. A Correlação de Pearson foi 

utilizada para analisar a relação entre a porcentagem de imunomarcação para insulina e MDA. 

A análise de Contingência foi utilizada para avaliar a porcentagem de perdas pré e pós-

implantação no dia 18 de prenhez. Para todas as comparações, foi considerado limite mínimo 

de significância estatística de p<0,05. 

 

RESULTADOS 

 

As ratas do grupo Dmod apresentaram maior número de ilhotas pancreáticas (47,75 ± 

17,29) em comparação as ratas do grupo controle (29,63 ± 9,72) (p=0,0216). A área total das 

ilhotas pancreáticas (Figura 1A) foi menor nas ratas diabéticas. A análise morfológica 

observada pela coloração em HE mostrou que as ilhotas pancreáticas de ambos os grupos 

apresentaram formato arredondado (Figuras 1B e C). As ratas prenhes diabéticas mostraram 

maior porcentagem de células imunomarcadas para Ki-67 no interior da ilhota pancreática 

(Figura 2A) e diminuição para Pdx-1 no núcleo das células da ilhota pancreática (Figura 2D) 

quando comparadas às ratas do grupo controle (p<0,05).  

A imumarcação para os hormônios pancreáticos (insulina, glucagon e somatostatina) 

foi apresentada na Figura 3. Houve menor porcentagem (%) do número de células marcadas 

para insulina (célula β) (Figura 3A), maior porcentagem de células imunomarcadas para 

glucagon (Figura 3D) e somatostatina (Figura 3G) nas ratas prenhes diabéticas em comparação 

ao grupo controle. Independente do grupo, a imunomarcação para insulina (células β) foi 
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observada no centro das ilhotas pancreáticas (Figuras 3B e C), a imunomarcação para as 

células α (Figuras 3E e F) e δ (Figuras 3H e I) foi verificada na periferia das ilhotas pancreáticas. 

A intensidade das enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase-1 (SOD1), Glutationa 

peroxidase (GSH-Px) e do marcador de lipoperoxidação Malondialdeído (MDA), foram 

representados na Figura 4. Foi observado que as ratas com diabete aos 18 dias de prenhez 

apresentaram aumento de intensidade do anticorpo anti-MDA (Figura 4I) e diminuição na 

intensidade da marcação para o anticorpo anti-GSH-Px (Figura 4H) nas ilhotas pancreáticas 

quando comparado ao grupo controle (p<0,01). 

A Figura 5 representa a correlação negativa (p=0,01) entre a porcentagem de células 

imunomarcadas para insulina (células β-pancreáticas) e a porcentagem de núcleos marcados 

para MDA nas ilhotas de ratas com 18 dias de prenhez.  

A Figura 6 representa os ensaios bioquímicos realizados no estudo. No TOTG, as ratas 

do grupo Dmod apresentaram aumento da glicemia aos 15, 30 e 60 minutos após a sobrecarga 

de glicose em comparação às ratas controle (Figura 6A). Os níveis de glicose circulantes (AUC) 

durante o todo o teste TOTG (Figura 6B) foram maiores nas ratas Dmod (20647,5±4862,10 

mg/dL/120min) quando comparadas ao grupo controle (9876,25± 1370,06 mg/dL/120min). 

Houve diferença significativa em relação aos níveis séricos de insulina (p<0,05). As ratas com 

diabete apresentaram maior concentração sérica de glucagon (Figura 6D) em relação às ratas 

diabéticas (p<0,05).  

A porcentagem de ratas que apresentaram perdas pré e pós-implantação no dia 18 de 

prenhez foi representada na Figura 7. O grupo diabete apresentou maior porcentagem de 

perdas pré e pós-implantação em relação ao grupo controle (p <0,05). 
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Figura 1. Área das ilhotas pancreáticas no dia 18 de prenhez. A – Área das ilhotas pancreáticas 
(milímetros quadrados). Fotomicrografia do pâncreas apresentando as ilhotas pancreáticas (circuladas 
em preto) e as células acinares. B – Fotomicrografia do pâncreas de ratas controle, mostrando a área 
das ilhotas pancreáticas de ratas controle em proporção normal. C - Fotomicrografia do pâncreas de 
ratas com diabete, mostrando diminuição da área das ilhotas pancreáticas. Coloração em Hematoxilina 
& Eosina (H&E). Aumento 20X. 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n= 100 ilhotas/ grupo) 
* p<0,05 – diferença estatisticamente significativa (Distribuição Gama)  
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Figura 2. Marcação nuclear (Imunoistoquímica) para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-Pdx-1 no dia 18 de 
prenhez. A – Comparação entre a porcentagem (razão entre o número de células marcadas para Ki-
67/número total de células nas ilhotas pancreáticas x 100) em ambos os grupos experimentais. B –
Comparação entre a porcentagem de células imunomarcadas para Pdx-1 nas ilhotas pancreáticas em 
ambos os grupos experimentais. Dados expressos como média ± desvio padrão (n= 100 ilhotas/grupo). 
* p<0,05 – comparado ao grupo controle (Poisson - para imunomarção com anti-Ki-67). 
* p<0,05 – comparado ao grupo controle (Distribuição Gama - para imunomarção com anti-Pdx-1). 
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Figura 3. Imunoistoquímica para a imunomarcação citoplasmática (setas pretas) para anti-insulina (célula β), 
anti-glucagon (célula α) e anti-somatostatina (célula δ) nas ilhotas pancreáticas no dia 18 de prenhez. A - 
Comparação entre a porcentagem de insulina (razão entre o número de células marcadas para insulina/número 
total de células nas ilhotas pancreáticas x 100) em ambos os grupos experimentais. B  e C – Fotomicrografia dos 
pâncreas de ratas controle (B) e com diabete (C) mostrando a imunomarcação citoplasmática para insulina ao 
centro da ilhota pancreática. D - Comparação entre a porcentagem de glucagon (razão entre o número de células 
marcadas para glucagon/número total de células nas ilhotas pancreáticas x 100) em ambos os grupos 
experimentais. E e F - Fotomicrografia dos pâncreas de ratas controle (E) e com diabete (F) mostrando a 
imunomarcação citoplasmática para glucagon ao centro da ilhota pancreática. G - Comparação entre a 
porcentagem de somatostatina (razão entre o número de células marcadas para somatostatina/número total de 
células nas ilhotas pancreáticas x 100) em ambos os grupos experimentais. H e I - Fotomicrografia dos pâncreas 
de ratas controle (H) e com diabete (I) mostrando a imunomarcação citoplasmática para somatostatina ao redor 
da ilhota pancreática. Aumento 40X. 
Dados expressos como média ± desvio padrão (n= 100 ilhotas/grupo). 
* p<0,05 – comparado ao grupo controle (Poisson). 
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Figura 4. Imunomarcação para anticorpos anti-SOD1, anti-GSH-Px e anti-MDA nas ilhotas pancreáticas 
das ratas controle e diabéticas com 18 dias de prenhez. Aumento 40X. A – Comparação entre a 
intensidade de marcação para SOD1 nas ilhotas pancreáticas das ratas controle e diabéticas no dia 18 de 
prenhez. B e C – Imunomarcação para SOD1 nas ilhotas pancreáticas (citoplasmática e nuclear) de ratas 
controle (B) e com diabete (C). D – Comparação entre a intensidade de marcação para GSH-Px nas 
ilhotas pancreáticas das ratas controle e diabéticas no dia 18 de prenhez. E e F – Imunomarcação para 
GSH-Px nas ilhotas pancreáticas (citoplasmática e nuclear) de ratas controle (E) e com diabete (F). G – 
Comparação entre a intensidade de marcação para MDA nas ilhotas pancreáticas das ratas controle e 
diabéticas no dia 18 de prenhez. H e I – Imunomarcação para MDA nas ilhotas pancreáticas 
(citoplasmática e nuclear) de ratas controle (H) e com diabete (I).  
Dados expressos como média ± desvio padrão (n= 100 ilhotas/grupo). 
* p<0,05 – comparado ao grupo controle (Teste-T). 
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Figura 5. Correlação negativa entre células imunomarcadas para insulina e MDA nas ilhotas pancreáticas 
de ratas com 18 dias de prenhez. 
Correlação de Pearson  
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Figura 6. Ensaios bioquímicos. A – Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) no dia 17 de prenhez. B – 
Área sob a curva no dia 17 de prenhez. C – Concentração sérica de Insulina no dia 18 de prenhez. D – 
Concentração sérica de Glucagon no dia 18 de prenhez.  
Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG): 
Dados expressos como média ± desvio padrão (n= 10 animais/grupo/momento). 
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste-T com medidas repetidas para TOTG).  
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste-T para área sob a curva - AUC e concentração sérica de 
glucagon). 
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Distribuição Gama para concentração sérica de insulina). 
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Figura 7. Porcentagem (%) de perdas pré e pós-implantação nas ratas controle e com diabete no dia 18 
de prenhez. 

Dados expressos como porcentagem média. 
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Análise de Contingência). 
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Figura 8. Ilustração dos mecanismos pelos quais a hiperglicemia leva a alterações pancreáticas e 
prejuízo no desempenho reprodutivo em ratas diabéticas prenhes.  
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DISCUSSÃO 

 

A elucidação dos mecanismos responsáveis pelas mudanças nas células β antes e 

durante a prenhez é relevante para a compreensão da patogênese do diabete. O presente 

estudo demonstrou que as ilhotas pancreáticas de ratas diabéticas diminuição da intensidade 

de células imunomarcadas para GSH-Px, aumento na intensidade de marcação para MDA, 

aumento na porcentagem de células α e δ, aumento na proliferação celular nas ilhotas 

pancreáticas e diminuição na porcentagem de células β-pancreáticas. Além disso, houve dois 

pontos alterados no TOTG, aumento nas concentrações séricas de glucagon e insulina, e 

aumento na porcentagem de perdas pré e pós-implantação embrionárias. 

Poucos estudos com diabete e prenhez são encontrados na literatura, com isso, este 

trabalho contribuiu para avaliar o mecanismo pelo qual ocorre a má adaptação do pâncreas 

endócrino no diabete em associação à prenhez. No entanto, não foi realizada a dupla 

marcação das células pancreáticas endócrinas para determinar qual a célula que está em 

proliferação, além disso, o cálculo da massa de células pancreáticas endócrinas não foi 

realizado.  

No presente estudo, foi utilizado um modelo de diabete com níveis glicêmicos de 

menor intensidade previamente padronizado em nosso laboratório [24, 25]. Para indução do 

diabete em ratos, utilizou-se o STZ como agente químico diabetogênico. Durante o período 

neonatal (até o dia 17 de vida), o pâncreas endócrino de roedores tem alta taxa de 

proliferação celular, sendo este, um mecanismo fisiológico que ocorre no organismo, 

possibilitando adaptação pancreática conforme o crescimento do animal e possibilitando a 

homeostase da glicose na idade adulta [26, 27]. Além disso, as células β podem sofrer 

neogênese a partir de outras células ou através de precursores ductais, o que também 

contribui para a expansão da massa de células β durante o desenvolvimento do organismo 

[28]. Devido à proliferação fisiológica e à neogênese pancreática, ratos que são expostos ao 

STZ, no período neonatal, têm regeneração parcial das células β, resultando em hiperglicemia 

de intensidade leve a moderada na vida adulta destes animais [29].  

Neste trabalho, observou-se que as ratas diabéticas prenhes apresentaram ilhotas 

pancreáticas com citoarquitetura arredondada, assim como encontrado na literatura [30]. No 

entanto, com diminuição da área total da porção endócrina. Além disso, houve diminuição na 

porcentagem de células β-pancreáticas e aumento da porcentagem das células 

imunomarcadas para glucagon e somatostatina. Estudo prévio realizado em ratas adultas (90 

dias de vida) não-prenhes com diabete também apresentam ilhotas pancreáticas com 
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citoarquitetura arredondada, diminuição da área e porcentagem de células β-pancreáticas de 

forma similar ao dos animais não-diabéticos (dados não publicados), comprovando que a 

prenhez foi a responsável pelo número reduzido de células β-pancreáticas, mesmo 

aumentando o número de células em proliferação no interior das ilhotas pancreáticas, 

conforme observado neste estudo. Portanto, este resultado sugere que a proliferação ocorreu 

em células não-β pancreáticas. No entanto, não houve uma análise de dupla marcação para 

confirmar esta hipótese e identificar o tipo celular em proliferação (α ou δ). 

Embora não tenha sido realizada a análise de massa de células nas ilhotas 

pancreáticas, foi observado aumento da porcentagem de células α e δ-pancreáticas e aumento 

nas concentrações séricas de glucagon nas ratas prenhes diabéticas. Estudos com pacientes 

diabéticos (DM2) mostram aumento na massa de células α pancreáticas [31, 32] e aumento 

dos níveis séricos de glucagon [33, 34], mostrando que o diabete também resulta da secreção 

excessiva de glucagon e não somente da falha das células β-pancreáticas. No entanto, não 

existem dados na literatura que confirmem estes achados utilizando esse modelo de diabete 

na prenhez de ratas. 

Diante dos resultados encontrados, vários mecanismos podem estar relacionados às 

alterações morfológicas e funcionais das ilhotas pancreáticas, dentre eles o fator de 

transcrição Pdx-1, que apresentou diminuição na porcentagem de células imunomarcadas em 

ratas diabéticas prenhes. Sabe-se que o Pdx-1 desempenha um papel central na sobrevivência 

das células β-pancreáticas e atua como regulador-chave da expressão gênica da insulina 

quando localizados no núcleo das células β-pancreáticas [10]. Ardestani et al. [12] também 

verificaram diminuição na porcentagem da imunomarcação de insulina e de Pdx-1 nuclear em 

linhagens de células β de ratos que foram submetidas a altas concentrações de glicose 

(glicemia>400mg/dL). Estudos mostram que a hiperglicemia crônica, mesmo de intensidade 

moderada, induz a glicotoxicidade, resultando em disfunção e diminuição da massa de células 

β [35], tanto em modelos animais, como em humanos [36], sugerindo novamente que, a 

proliferação observada neste estudo, pode estar ocorrendo em células não-β. 

O mecanismo que poderia justificar a redução da imunomarcação de Pdx-1 no 

ambiente diabético é a presença de estresse oxidativo, induzido por hiperglicemia. Neste 

estudo, as ratas diabéticas prenhes tiveram diminuição na intensidade da marcação de GSH-Px 

e aumento na intensidade de marcação para MDA, confirmando o estado de estresse 

oxidativo. Além disso, houve correlação negativa de 50% entre a porcentagem de células 

imunomarcadas para insulina e MDA, que confirma que à medida que aumenta a 

lipoperoxidação, diminui o número de células β nas ilhotas pancreáticas. Vários estudos 

evidenciam o papel do estresse oxidativo na disfunção das células β [37, 38]. Kawamori et al. 
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[39] submeteram a linhagem de células β em 50μmol/L de H2O2 por 24h e foi verificado, 

através da expressão proteica, que houve diminuição de Pdx-1 no núcleo das células β-

pancreáticas com o aumento do tempo de exposição ao peróxido de hidrogênio. 

Estudos demonstram que durante a prenhez, as ilhotas pancreáticas maternas 

aumentam em número de células e/ou em tamanho para compensar as demandas fisiológicas 

da prenhez [40]. No presente estudo, a prenhez diabética causou aumento do número de 

ilhotas para compensar a redução do número destas células além do aumento das 

concentrações séricas de insulina e hiperglicemia. Os picos hiperglicêmicos existentes nestas 

ratas prenhes diabéticas levaram a alterações metabólicas, que repercutiram no organismo 

materno e na unidade feto-placentária. No presente estudo, houve aumento na porcentagem 

de perdas pré e pós-implantação embrionárias no grupo diabético. Estudos demonstram que a 

perda pré-implantação pode estar relacionada com a diminuição da concentração da proteína 

GM-CSF uterina nestas ratas [41], proteína a qual é secretada no lúmen uterino pelas células 

epiteliais do oviduto e útero, especialmente no período de pré-implantação, proporcionando o 

desenvolvimento e a sobrevivência do embrião [42]. Portanto, independentemente, da 

concentração de glicose e insulina em jejum estarem normais, o diabete levou a alterações 

metabólicas que prejudicaram a implantação embrionária e o desenvolvimento de sua prole. 

Com isso, observou-se que a hiperglicemia em associação a prenhez levou a alterações 

nas ilhotas pancreáticas como quadro de estresse oxidativo, com diminuição da intensidade de 

células imunomarcadas para GSH-Px e aumento na intensidade de marcação para MDA, 

aumento na porcentagem de células não-β e aumento na proliferação celular nas ilhotas 

pancreáticas. As modificações presentes no pâncreas endócrino levaram a alterações 

metabólicas maternas, resultando em aumento na porcentagem de perdas pré e pós-

implantação embrionárias. Portanto, a associação entre o diabete e a prenhez levou respostas 

adaptativas no pâncreas endócrino que não foram suficientes para controlar a homeostase da 

glicose, resultando em prejuízo no desempenho reprodutivo materno. 
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