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RESUMO 

 

CORDEIRO, Alessandra. Influência da grelina sobre o processo de estímulo-
secreção de insulina in vitro em camundongos Swiss adultos hiperalimentados na 
lactação. 2012. 121 f. Tese (Doutorado em Ciências - Fisiopatologia Clínica e 
Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 
 

O excesso ou a privação de nutrientes em períodos específicos do 
desenvolvimento, tais como a lactação, estimulam alterações no metabolismo 
celular, por exemplo. Estas modificações perpetuam-se ao longo da vida e em 
conseqüência tornam o organismo mais suscetível ao aparecimento de patologias 
na idade adulta (Programação Metabólica). Estudamos a influência da grelina na 
secreção de insulina em camundongos Swiss de 120 dias submetidos à 
hiperalimentação na lactação. Para induzir a hiperalimentação as ninhadas foram 
reduzidas a 3 filhotes machos por lactante no 3o dia de vida pós-natal. As ninhadas 
controle foram ajustadas para 9 filhotes machos por lactante. Na idade adulta os 
animais hiperalimentados (AH) exibiram em comparação aos animais controle (AC) 
um incremento de 20% no peso corporal, maior índice de Lee (1705,63 g/mm + 29,3 
vs 1374,10 g/mm + 54,9; p< 0,001), elevação da gordura corporal (31,0% + 4,6 vs 
21,5% + 3,6; p< 0,01), aumento da gordura retroperitoneal (0,79 g + 0,1 vs 0,44 g + 
0,1; p< 0,001), hiperglicemia de jejum (151,83 mg/ dl + 8,3 vs 118,0 mg/ dl + 1,0; p< 
0,001), hiperinsulinemia de jejum (54,06 µUI/ml + 2,3 vs 19,28 µUI/ml + 1,53; p< 
0,001) e hipogrelinemia de jejum (98,64 pg/ml + 56,5 vs 201,14 pg/ml + 46,4; p< 
0,05). Os AH apresentaram maior secreção de insulina in vitro em presença de 
glicose aos 10 minutos (209,66 µUI/ml + 46,5; p< 0,05), 30 minutos (441,88 µUI/ml + 
30,2; p< 0,05) e 60 minutos (214,34 µUI/ml + 29,8) em comparação aos AC, 
respectivamente 86,90 µUI/ml + 9,5; 74,31 µUI/ml + 7,7 vs 27,45 µUI/ml + 6,1; p< 
0,05. As ilhotas pancreáticas dos AH adultos demonstraram em relação aos AC 
diminuição do consumo de O2 (1,76 pmols O2/ s. ilhota-1 + 0,4 vs 4,85 pmols O2/ s. 
ilhota-1 + 1,5; p< 0,001) e elevação do conteúdo do receptor de grelina GHSR1A 
(3,05 % + 2,13 vs 0,95 % + 0,1; p< 0,05). A grelina acilada estimulou a secreção de 
insulina in vitro dos AC aos 30 minutos (controle com grelina: 208,50 µUI/ml + 40,85 
vs controle sem grelina: 74,31 µUI/ml + 7,7; p< 0,05) e diminuiu a razão do controle 
respiratório (controle com grelina: 1,45 + 0,2 vs controle sem grelina: 2,51 + 0,7; p< 
0,05). Nos AH, a grelina acilada elevou o conteúdo de GLUT2 nas ilhotas 
pancreáticas em relação aos AC (hiperalimentados com grelina: 2,07 % + 0,5 vs 
controle com grelina: 0,85 % + 0,4; p< 0,01); entretanto  a grelina não foi capaz de 
estimular a secreção de insulina nestes animais. Concluímos que a hiperalimentação 
na lactação associou-se ao aumento da gordura corporal e elevou a secreção de 
insulina na fase tardia do desenvolvimento. A grelina acilada estimulou a secreção 
de insulina somente nos AC adultos. 

 
 

Palavras chave: Hipernutrição. Insulina. Grelina. Camundongos. 
 

 

 



ABSTRACT 
 

 
Excess or lack of nutrients at specific times of development generates 

adaptive responses that can change the body causing the onset of chronic diseases 
in adulthood (Metabolic Programming). We studied the influence of the hormone 
ghrelin in insulin secretion of adult Swiss mice overfed during lactation. To induce 
early postnatal overnutrition, the litter size was reduced to 3 pups per litter at the 3rd 

day after birth. In the control group, the litter size was adjusted to 9 pups per litter. In 
adulthood, overfed group (OG) had an increase of 20% in body weight compared to 
control group (CG). OG had increased in Lee index (1705.63 g/mm + 29.3 vs 
1374.10 g/mm + 54.9; p< 0.001), high body fat (31.0% + 4.6 vs 21.5% + 3.6; p< 
0.01), and an elevated retroperitoneal fat (0.79 g + 0.1 vs 0.44 g + 0.1; p< 0.001), 
fasting hyperglycemia (151.83 mg/ dl + 8.3 vs 118.0 mg/ dl + 1.0; p< 0.001), high 
fasting insulinemia (54.06 µUI/ml + 2.3 vs 19.28 µUI/ml + 1.53; p< 0.001), and low 
fasting plasma ghrelin (98.64 pg/ml + 56.5 vs 201.14 pg/ml + 46.4; p< 0.05) 
compared to CG at 120 days. OG exhibited high insulin secretion in vitro at 10 
minutes (209.66 µUI/ml + 46.5), 30 minutes (441.88 µUI/ml + 30.2), and 60 minutes 
(214.34 µUI/ml + 29.8) compared to CG, respectively 86.90 µUI/ml + 9.5; 74.31 
µUI/ml + 7.7 vs 27.45 µUI/ml + 6.1; p< 0.05. Pancreatic islets from OG had a 
decrease of O2 consumption compared to CG (1.76 pmols O2/ s. islets-1 + 0.4 vs 4.85 
pmols O2/ s. islets-1 + 1.5; p< 0.001) and an increased of GHSR1A content (3.05 % + 
2.13 vs 0.95 % + 0.1; p< 0.05). Acylated ghrelin increased control group’s insulin 
secretion in vitro at 30 minutes (CG with ghrelin: 208.50 µUI/ml + 40.85 vs CG 
without ghrelin 74.31 µUI/ml + 7,7; p< 0.05) and decreased the respiratory control 
ration (CG with ghrelin: 1.45 + 0.2 vs CG without ghrelin: 2.51 + 0.7; p< 0.05). Also 
acylated ghrelin increased the GLUT2 content of pancreatic islets from OG compared 
to CG, respectively 2.07 % + 0.5 vs 0.85 % + 0.4; p< 0.01; however acylated ghrelin 
was not able to stimulate insulin secretion in OG. We conclude that the overnutrition 
during lactation is associated with increased body fat percentage and changes in 
pancreatic β cells in the late stage of development. Acylated ghrelin stimulated 
insulin secretion only in adult CG. 
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INTRODUÇÃO  

 

Nas últimas décadas o sobrepeso e a obesidade têm impressionado pelo 

aumento das suas prevalências em várias partes do mundo. A Organização Mundial 

de Saúde estima pelo menos 1 bilhão de adultos apresenta sobrepeso e 300 

milhões são obesos. Em relação ao Brasil, inquéritos populacionais mostraram que o 

país passou por um processo de transição nutricional. Segundo MONTEIRO (1995), 

em 15 anos (1975 a 1989) houve uma redução na prevalência de desnutrição infantil 

de 19,8% para 7,6%, enquanto a obesidade aumentou de 5,7% para 9,6%. 

Apesar do excesso de peso corporal estar associado a enfermidades que 

significam uma ameaça à qualidade e ao tempo de vida e, mesmo existindo 

campanhas que estimulam a alimentação saudável, as projeções existentes 

sugerem que até 2025 os níveis de obesidade podem chegar a mais de 20% em 

nosso país. O Brasil poderá ser o quinto país do mundo a apresentar problemas de 

obesidade em sua população. 

Mas por que os brasileiros que outrora estavam desnutridos atualmente estão 

obesos? Será que de alguma forma tais eventos (desnutrição e obesidade) estão 

relacionados? 

Conforme abordamos na revisão da literatura, tanto a privação quanto o 

excesso de nutrientes em períodos específicos do desenvolvimento, tais como a 

lactação, possuem estreita relação com a obesidade e distúrbios da secreção de 

insulina através de um fenômeno conhecido como Programação Metabólica. Nesta 

direção entendemos que o excesso de peso corporal e doenças relacionadas têm 

suas origens nos primórdios da vida.  

Considerando que o hormônio grelina interfere na secreção de insulina e no 

consumo de alimentos, o objetivo principal desta tese foi estudar a influência da 

grelina sobre o processo de estímulo-secreção de insulina em camundongos Swiss 

adultos submetidos à hiperalimentação na lactação. Para atender a este propósito, 

nossa metodologia incluiu o isolamento de ilhotas pancreáticas por colagenase, 

Western blotting e respirometria de alta resolução; técnicas que nos permitiram 

encontrar resultados interessantes e esclarecedores relacionados aos mecanismos 

moleculares subjacentes à hipernutrição, Programação Metabólica e alterações na 

secreção de insulina. 



 

1 REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

1.1 Obesidade e diabetes mellitus tipo 2: Doenças do adulto com procedência 

na infância 

 

 

Pesquisas confirmam o aumento do sobrepeso e da obesidade em nosso 

país, tanto em adultos quanto em crianças. Identificou-se, por exemplo, que em 

Recife, Pernambuco, o sobrepeso e a obesidade atingiram 35% das 515 crianças na 

faixa escolar de 6 a 10 anos que participaram do estudo (BALABAN et al, 2001). 

Enquanto que em Salvador, Bahia, em uma análise de 387 escolares, a prevalência 

de obesidade alcançou 15,8% (SOUZA LEÃO et al, 2003). Já na cidade de Santos, 

São Paulo, um estudo realizado com 10.821 escolares, na faixa etária de 7 a 10 

anos, mostrou uma prevalência de sobrepeso e obesidade de 15,7% e 18%, 

respectivamente, sendo os maiores índices em escolares de estabelecimentos 

privados (COSTA et al, 2006). Em relação à prevalência de sobrepeso e de 

obesidade na população adulta brasileira, identificou-se que mulheres e homens 

apresentaram respectivamente 40% e 41,1% de excesso de peso e 13,1% e 8,9% 

de obesidade (IBGE, 2002-2003).  

Além dos aspectos psicossociais, o excesso de gordura corporal está 

associado à doença cardiovascular (ROBINSON et al, 2008), hipertensão arterial 

(RAHMOUNI, 2010), dislipidemias, resistência à insulina, diabetes mellitus tipo 2 

(GASTALDELLI, 2010, STUMVOLL et al, 2005; HANNON et al, 2005; 

STEINBERGER et al, 2003), síndrome metabólica (PANAMONTA et al, 2010), 

distúrbios respiratórios (ROMERO-CORRAL et al, 2010), alterações articulares 

(SOWERS et al, 2009) e aumento da incidência de câncer no endométrio, mama 

(ROSE et al, 2002), esôfago, rins, fígado, vesícula biliar e pâncreas (PERCIK et al, 

2009).  

A obesidade é um problema presente nas sociedades há muito tempo, 

contudo a compreensão dos seus aspectos etiológicos e fisiopatológicos mantém-se 

intrigante e desafiadora. O entendimento de como os fatores ambientais, tais como 

os nutrientes, interferem no funcionamento do tecido adiposo, pâncreas, 

comportamento alimentar e balanço energético precisa ser aprofundado.  



 

As possíveis causas da obesidade e das doenças associadas são comumente 

atribuídas às questões de origem genética, à redução da atividade física e ao 

elevado consumo de alimentos de alta densidade calórica. Entretanto, como 

discutiremos a seguir, o impacto dos nutrientes no funcionamento do organismo no 

início da vida, tem estreita ligação com o aparecimento de enfermidades na idade 

adulta. Estudos apontam para evidências de que a obesidade e as patologias 

associadas, tais como a diabetes mellitus tipo 2, têm suas origens nos primórdios da 

vida. 

De acordo com pesquisadores, tanto a privação quanto o excesso de 

nutrientes em fases específicas do desenvolvimento, tais como o período fetal ou 

neonatal, provoca alterações funcionais e estruturais no organismo que se 

perpetuam por toda a vida (WATERLAND & GARZA, 1999). Uma vez que o 

organismo é dotado de plasticidade ele é capaz de se “adaptar” à condição anômala 

de nutrientes no início da vida, todavia na idade adulta, frente a um ambiente de 

plena oferta alimentar, esta “adaptação” é desvantajosa, pois o organismo passa a 

apresentar maior suscetibilidade ao aparecimento de doenças como a obesidade e 

diabetes melittus tipo 2 – Fenômeno conhecido como “Programação Metabólica” 

(GODFREY & BARKER, 2000).  

A experiência documentada sobre o “Inverno da fome1” permitiu medir os 

efeitos da privação de alimentos na saúde humana. Desde 1976, Ravelli & Stein 

demonstraram o aumento da incidência de obesidade em homens de 19 anos de 

idade, cujas mães, residentes na Holanda em 1945, sofreram restrição alimentar no 

início da gravidez. Posteriormente, através de outros estudos (nesta mesma 

população, em décadas posteriores) foi identificada a associação da desnutrição 

materna com o aumento do risco para diabetes mellitus tipo 2, hipertensão e 

doenças cardiovasculares (GODFREY & BARKER, 2000).  

Estudos epidemiológicos identificaram que filhos de mães com restrição 

protéico-calórica durante a gravidez apresentaram maiores risco de resistência à 

insulina e obesidade abdominal na vida adulta. Esses mesmos estudos identificaram 

hipertensão arterial, dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2  nessa geração que sofreu 

subnutrição na vida intra-uterina. Maiores riscos para a síndrome metabólica 

também foram descritos em crianças que apresentaram desnutrição grave no 

                                            
1 Período de restrição alimentar (500 Kcal/ dia) sofrida pela população holandesa das zonas costeiras em 1945. 



 

primeiro ano de vida, seguida de retomada de crescimento (catch-up) com elevada 

velocidade (DEMMELMAIR et al, 2006; LEVIT & LAMBERT, 2002). 

A ligação do desenvolvimento da adiposidade na idade adulta com a privação 

nutricional no início da vida também pôde ser encontrada aqui no Rio de Janeiro, 

onde se identificou maiores prevalências de sobrepeso e obesidade em homens e 

mulheres de baixa estatura independente do consumo de alimentos na idade adulta. 

Sabendo-se que a estatura é um importante indicador do estado nutricional 

pregresso e que, portanto, a baixa estatura pode estar relacionada à desnutrição 

infantil (SIERVOGEL & ROCHE, 1991), este estudo reforçou a idéia de que o 

aparecimento do sobrepeso e da obesidade na idade adulta está associado a 

privação alimentar na infância (SICHIERI et al, 2000). 

Também, um estudo de coorte com dados relativos à população de Pelotas, 

Rio Grande do Sul, nascida em 1982, teve o intuito de verificar se os níveis da 

hemoglobina glicada (Hb A1c), um indicador dos níveis de glicemia, guardavam 

relação com o peso ao nascimento. Em 197 rapazes estudados aos 18 anos de 

idade, foi observada uma associação inversa entre a Hb A1c e o peso ao nascer 

para a idade gestacional. Essa associação permaneceu significativa após o ajuste 

para a renda familiar e índice de massa corpórea (NAZMI et al, 2007). 

A obesidade, intolerância à glicose e doença cardiovascular na idade adulta 

também estão relacionadas ao consumo excessivo de nutrientes no início da vida. 

Constatou-se aumento da mortalidade por doença coronariana em adultos que 

foram obesos durante a infância ou que nasceram com baixo peso (SCHNEIDER, 

2000; GALE et al, 2006).  

 As constatações provenientes de estudos epidemiológicos acerca de uma 

estreita associação entre distúrbios nutricionais no início da vida e seus efeitos 

prospectivos na idade adulta, tais como as doenças acima assinaladas são 

extremamente claras. Entretanto as bases fisiológicas deste processo são por sua 

vez ainda pouco claras, todavia evidências apontam que o hormônio insulina tem 

papel decisivo no binômio: distúrbios nutricionais no início da vida e enfermidades na 

idade adulta. 

Estudos do nosso grupo apontaram que a desnutrição no início da vida é forte 

indutora do processo de impressão metabólica. Demonstramos que a desnutrição 

protéica nas nutrizes durante os 10 primeiros dias da lactação levou ao aumento da 

secreção de insulina nos filhotes machos Wistar associada à elevação do conteúdo 



 

dos transportadores de glicose GLUT2 nas células ß pancreáticas (COSTA et al, 

2004), todavia na idade adulta detectamos que a desnutrição protéica na lactação 

associou-se ao comprometimento da capacidade secretora das células ß 

pancreáticas dos ratos Wistar, especificamente diminuição da primeira fase da 

secreção de insulina (MOURA et al, 1997). Adicionalmente, após a realização de 

clampeamento hiperglicêmico e hiperinsulinêmico nos ratos Wistar adultos cujas 

mães foram submetidas à desnutrição protéica nos 10 primeiros dias de lactação, 

verificamos aumento da sensibilidade periférica à insulina (MOURA et al, 1997). 

Basicamente, a análise de nossos resultados sugeriu que os animais com distúrbios 

nutricionais no início da vida são capazes de melhor utilizar as fontes energéticas 

através do aumento da sensibilidade periférica à insulina na idade adulta. 

 

 

1.2 Insulina: Processo de estímulo-secreção, ações periféricas e relação com a 

obesidade 

 

 

A insulina é uma molécula formada por duas cadeias polipeptídicas (A e B) 

ligadas por duas pontes dissulfeto e é sintetizada no retículo endoplasmático rugoso 

das células β pancreáticas, a partir da pré-pró-insulina que, ao direcionar-se ao 

complexo de Golgi é convertida em pró-insulina. A partir da atuação de enzimas 

ocorre a clivagem da pró-insulina em insulina e peptídeo C. A insulina é armazenada 

em grânulos, enquanto o peptídeo C sofre degradação hepática. A secreção de 

insulina é influenciada por substratos energéticos metabolizáveis pelas células β 

pancreáticas, tais como os aminoácidos (notadamente no período de lactação) e a 

glicose – secretagogo mais importante na idade adulta (WICKESTEED et al, 2003). 

A entrada de glicose nas células β pancreáticas ocorre através do processo de 

difusão facilitada, com a participação de uma proteína integral de membrana, 

denominada GLUT2 – Transportador de glicose tipo 2 (HEIMBERG et al, 1995). Esta 

proteína, apresenta 524 aminoácidos e aproximadamente 55-kDa, possui um Vmax 

e um Km elevados (aproximadamente 17 mmol/ L) permitindo que o transporte de 

glicose aumente rapidamente quando a glicemia se eleva. Após entrar nas células β, 

a glicose é fosforilada à glicose-6-fosfato (G-6-P) por duas enzimas: a hexoquinase 

IV (glicoquinase) que possui um Vmax baixo e Km elevado (entre 8 a 16 mmol/ L) e 



 

a hexoquinase I que possui um baixo Km (< 0,1 mmol/ L). Entretanto, a enzima 

hexoquinase I é fortemente inibida pela G-6-P e, em menor grau, pela frutose-1-6-

bifosfato, o que transfere para a glicoquinase o papel preponderante na fosforilação 

da glicose nas células β. Sugere-se que o GLUT2 e a glicoquinase se associam 

formando um complexo que atua no controle da entrada e do metabolismo da 

glicose nas células β pancreáticas (TAL et al, 1992). 

Com a glicólise ocorre formação do piruvato no citoplasma o qual é 

transportado à mitocôndria, onde é convertido a acetil-CoA pela piruvato 

desidrogenase. Subsequentemente, a acetil-CoA entra no ciclo de Krebs levando a 

um aumento de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) e flavina adenina 

dinucleotídeo (FADH2).  

O metabolismo da glicose gera ATP e a fração ATP/ADP aumenta no 

citoplasma (DEENEY et al, 2000). Essa relação ATP/ADP aumentada provoca o 

fechamento dos canais para potássio ATP dependentes e a consequente 

despolarização da membrana celular levando a abertura de canais para cálcio 

dependentes de voltagem. O aumento do influxo de cálcio para as células β resulta 

em despolarização suplementar da membrana plasmática e a exocitose da insulina 

(ASHCROFT, 2000), vide figura 1.  

O acúmulo de cálcio no citosol das células β pancreáticas também promove a 

ativação da proteína Kinase Kinase Calmodulina dependente de cálcio (CaMKK) que 

por sua vez ativa a Proteína Kinase B (PKB), também conhecida como AKT 

(Castañeda et al, 2010). Enquanto a AKT ativada estimula a exocitose da insulina 

(BERNAL-MIZRACHI et al, 2004; CENNI et al, 2003; LANG et al, 1999), a proteína 

Kinase AMP (AMPK) ativada inibe a secreção de insulina, vide figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Destacamos ainda que a geração de ATP através do processo de fosforilação 

oxidativa está associada à formação de espécies reativas de oxigênio nas células β 

pancreáticas. Um dos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo nestas 

células envolve a participação da proteína desacopladora tipo 2 – UCP2 (ROBSON-

DOUCETTE et al, 2011; AFFOURTIT et al, 2011).  

Sabe-se que a UCP2 está presente na membrana interna da mitocôndria da 

célula β pancreática (ZHANG et al, 2001) e tem a função de translocar prótons e 

elétrons do espaço intermembranas para a matriz mitocondrial com produção de 

calor durante a oxidação da glicose, por exemplo (RICQUIER et al, 1991). Tal 

mecanismo é importante na medida em que diminui o processo de redução do 

oxigênio, reação que gera 2 a 5% das espécies reativas de oxigênio (LAUGHLIN et 

al, 1990), as quais podem causar danos irreversíveis ao DNA da mitocôndria, 

membranas e proteínas intracelulares, provocando disfunção mitocondrial e 

posteriormente morte celular (ZHOU et al, 2000).  

Em adição, ressalta-se que a UCP2 não se comporta como uma proteína 

desacopladora clássica nas células β pancreáticas. A partir de estudos em 

Figura 1: Processo de estímulo-secreção de insulina na célula β pancreática 

 

Adaptado de Koppen & Stanton, 2009. 
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camundongos transgênicos e em células de insulinoma INS-1, verificou-se que o 

aumento da expressão de UCP2 nas células β pancreáticas per se não modificou a 

secreção de insulina induzida pela glicose, aumento da razão ATP/ ADP e conteúdo 

de ATP citosólico (PRODUIT-ZENGAFFINEN et al, 2006). 

A secreção da insulina é bifásica. A primeira fase da secreção é constituída 

pela insulina pré-formada e ocorre nos primeiros 10 minutos após o estímulo, sendo 

aguda, de curta duração e importante para o controle dos níveis glicêmicos pós-

prandiais. Persistindo o estímulo glicêmico, ocorre a segunda fase da secreção de 

insulina, que é menos intensa e mais prolongada, vide figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uma vez secretada, a insulina inicia sua ação ao se ligar ao seu receptor 

específico que está presente na membrana plasmática das próprias células β 

pancreáticas e em diversas outras células do organismo em concentrações que 

variam de 40 receptores nos eritrócitos circulantes até mais de 200.000 nas células 

adiposas e hepáticas (HABER, 2001). 

O receptor de insulina é uma glicoproteína heterotetramérica constituída por 

duas subunidades α e duas subunidades β unidas por ligações dissulfeto. A 

subunidade α é inteiramente extracelular e contém o sítio de ligação da insulina. A 

Figura 2: Secreção bifásica da insulina 

Adaptado de Felig, 1971. 

 



 

subunidade β é uma proteína transmembrana responsável pela transmissão do sinal 

e possui atividade tirosina quinase. O ATP age como doador de fosfatos e a 

fosforilação ocorre em resíduos de tirosina. A ligação da insulina à subunidade α 

permite que a subunidade β adquira atividade quinase, levando à alteração 

conformacional e a autofosforilação do receptor nas subunidades β em múltiplos 

resíduos de tirosina (1158, 1162, 1163). Uma vez ativado, o receptor de insulina 

fosforila vários substratos protéicos, tais como as proteínas IRS – Substrato do 

Receptor de Insulina (EBINA et al, 1985; WHITE et al, 1988; PATTI & KAHN, 1998; 

PESSIN & SALTIEL, 2000). A fosforilação destes substratos provoca a ativação de 

uma diversidade de outras proteínas, tais como a AKT, que atuam de modo 

coordenado controlando a glicemia, a síntese e o armazenamento de carboidratos, 

lipídios e proteínas, o consumo de alimentos e a secreção de insulina através do 

processo de autoregulação das células β pancreáticas, vide figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Uma vez fosforiladas, as proteínas IRS1 e IRS2 se ligam à subunidade 

regulatória (p85) da molécula PI3-K (fosfoinositídio 3-quinase), que promove a 

ativação da subunidade p110. A subunidade p110 catalisa a fosforilação de 

fosfoinositídeos de inositol, produzindo fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, que regula a 
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Adaptado de Elghazi et al, 2009. 

 

Figura 3: Autoregulação da célula β pancreática pela insulina 



 

proteína quinase dependente de fosfoinositídeo (PDK-1), uma serina/ treonina 

quinase que fosforila e ativa a enzima AKT. Nas células β pancreáticas a AKT 

estimula a liberação de insulina e também a síntese protéica e replicação celular 

através da enzima alvo mamífero de rampamicina – mTOR (ELGHAZI et al, 2009). 

Além disso, a AKT ativada participa do processo de translocação de transportadores 

de glicose tipo 4 (GLUT4) do citossol para a membrana plasmática no tecido 

adiposo, muscular esquelético e cardíaco para promover aumento da captação de 

glicose do sangue e controle da glicemia. Adicionalmente, através da AKT, a insulina 

controla a síntese do glicogênio no fígado e no músculo esquelético, inativando a 

glicogênio-sintase kinase 3  (GSK3) e ativando a glicogênio sintetase (ZECCHIN et 

al, 2004).  

A insulina estimula a síntese de lipídios e inibe sua degradação. Em 

adipócitos, a glicose é primariamente armazenada como lipídio devido à ativação de 

enzimas incluindo a acetil-CoA carboxilase (ACC), que converte a acetil-CoA em 

malonil-CoA, e a ácido graxo sintase (FAS), que converte a malonil-CoA em 

palmitato. O bloqueio da lipólise em adipócitos é possível devido à inibição da 

enzima lipase lipoprotéica (LPL). A LPL é ativada pela PKA (proteína quinase A) que 

por sua vez é inibida pela insulina (SALTIEL & KAHN, 2001). A insulina também 

regula a síntese de lipídios através dos fatores de transcrição SREBP (Proteínas 

ligadoras do elemento regulatório de esterol). No fígado, o SREBP-1c aumenta 

preferencialmente a transcrição de genes envolvidos na síntese das enzimas ACC e 

FAS (ZECCHIN et al, 2004). Em períodos de excesso de carboidratos, a insulina 

estimula a síntese de ácidos graxos no fígado.  

A insulina ainda atua no crescimento muscular esquelético via mTOR. A partir 

da ligação da insulina ao seu receptor há ativação da PI3K que por sua vez ativa o 

complexo mTOR que fosforila a AKT em resíduos de serina 473. Estando ativada, a 

AKT leva à inibição de ubiquitinas ligases bloqueando o processo de degradação 

protéica. Por outro lado, com a ativação do complexo mTOR ocorre a fosforilação da 

proteína p70-ribossomal S6 kinase (p70rsk) que por sua vez promove o crescimento 

através da indução de processos miogênicos de diferenciação celular e do aumento 

do volume citoplasmático dos mioblastos (SALTIEL & KAHN, 2001; GLASS, 2005; 

PENDE, 2006). 

A ação insulínica possui estreita relação com o tecido adiposo, tipo especial 

de tecido conjuntivo no qual predomina o adipócito. Sabe-se que o tecido adiposo 



 

produz vários hormônios (também chamados de adipocinas ou adipocitocinas) que 

influenciam na sensibilidade à insulina, tais como o fator de necrose tumoral-α (TNF-

α) e adiponectina (FRIED et al, 1998; FAIN et al, 2004; MINER, 2004). O acúmulo 

excessivo de tecido adiposo (sobrepeso ou obesidade) representa a quebra do 

intricado equilíbrio metabólico que mantém estável, não só o peso corporal do 

indivíduo, mas também o funcionamento adequado dos seus sistemas fisiológicos.  

Sabe-se que enquanto o TNF-α atua na supressão de GLUT4 no tecido 

adiposo, a adiponectina aumenta a utilização de glicose no músculo esquelético 

(CIGOLINI et al, 1999; RAJALA & SCHERER, 2003). Além disso, a adiponectina 

também age nas células β pancreáticas elevando a secreção de insulina (GU et al, 

2006). Entretanto, quando há excesso de gordura no corpo ocorre mudança do perfil 

de secreção destas adipocinas, ou seja, a secreção de TNF-α aumenta e a liberação 

de adiponectina reduz favorecendo a diminuição da sensibilidade à insulina.  

Tem sido amplamente descrito que na obesidade os níveis de adiponectina 

estão diminuídos (LUIS et al, 2009; VETTOR et al, 2005; LIHN et al, 2005; SHARMA 

& TARNOPOLOSKY, 2005; TRUJILLO & SCHERER, 2005), enquanto os níveis de 

TNF (XU & LAZAR et al, 2003) e do hormônio resistina (ADEGHATE et al, 2004; 

STEPPAN, 2004; DYCK et al, 2006; McTERNAN et al, 2006) e leptina (SINHA & 

CARRO, 1998; JÉQUIER & TAPPY, 1999) estão elevados. O perfil de secreção 

destas adipocinas interfere na sensibilidade periférica à ação insulínica e 

consequentemente no metabolismo de carboidratos na obesidade. 

A diminuição da sensibilidade à ação insulínica é entendida como uma 

diminuição da capacidade de resposta dos tecidos insulino-sensíveis (fígado, 

músculo esquelético, tecido adiposo, hipotálamo e coração) às concentrações 

fisiológicas de insulina plasmática. A conseqüência da diminuição da sensibilidade à 

insulina, em nível periférico, é a redução da captação de glicose, aumento da 

gliconeogênese hepática e hiperglicemia constante. Esse estado hiperglicêmico, por 

sua vez eleva a secreção de insulina pelas células β pancreáticas – Situação 

conhecida como hiperinsulinemia compensatória (GUNGOR & ARSLANIANS, 2002; 

STUMVOLL et al, 2005; STEINBERGER & DANIELS, 2003; STEINBERGER et al, 

2001; WEYER et al, 1999).  

Havendo o comprometimento da primeira fase da secreção de insulina, ocorre 

a manifestação clínica da diabetes mellitus tipo 2 na forma de hiperglicemia, poliúria, 



 

polifagia e polidipsia (STEINBERGER & DANIELS, 2003;  STEINBERGER et al, 

2001; WEYER et al, 1999).  

Nos últimos anos os hormônios gastrointestinais têm alcançado grande 

destaque por suas ações relacionadas às células β pancreáticas (HOLNESS et al, 

2011; GRANATA et al, 2007) e a remissão da diabetes mellitus tipo 2 (NALEPA et al, 

2011), além da regulação do comportamento alimentar (GIL-CAMPOS et al, 2006; 

HOSODA & KOJIMA, 2002; NAKAZATO et al, 2001). Sendo assim, nas próximas 

páginas destacaremos algumas considerações sobre o hormônio grelina. 

Abordaremos especificamente aspectos relacionados à influência da grelina no 

consumo de alimentos, homeostase glicêmica e secreção de insulina.  

 

 

1.3 Grelina: Influência no consumo de alimentos, homeostase glicêmica e 

secreção de insulina 

 

 

A grelina, hormônio peptídico inicialmente isolado do estômago de roedores é 

um estimulador do hormônio do crescimento – GH (KOJIMA et al, 1999; KOJIMA et 

al, 2001; ARVAT et al, 2000 & 2001; BROGLIO et al, 2001; ASAKAWA et al, 2001; 

WREN et al, 2001). Desde que foi descoberta sua capacidade de estimular a 

secreção de GH, outros efeitos da grelina têm sido demonstrados, incluindo a 

regulação da apoptose (GRANATA et al, 2007), inflamação, reprodução (MARTIN et 

al, 2011) e metabolismo (SEOANE et al, 2004).  

A grelina circulante é primordialmente produzida no estômago, mas menores 

quantidades deste hormônio são formadas no intestino, hipófise, hipotálamo, 

placenta, rins, coração e pulmões (HOLST et al, 2003; KOJIMA et al, 1999; DATE et 

al, 2000; PAPOTTI et al, 2000; GUALILLO et al, 2001).  Também tem sido 

encontrada produção de grelina pelas células α e β pancreáticas e mais 

recentemente pelas células ε do pâncreas (WIERUP et al, 2002). Parte da grelina 

produzida sofre acilação (introdução de um grupo acila) pelo ácido graxo octanóico, 

modificação que diminui sua oxidação e é essencial para sua atividade (HOSODA et 

al, 2003; GIL-CAMPOS et al, 2006). A acilação da grelina é catalizada pela grelina 

O-aciltransferase (GOAT), enzima que é bastante expressa no estômago e pâncreas 

(GUTIERREZ et al, 2008).  



 

As formas acilada e desacilada da grelina coexistem na circulação. A 

quantidade de grelina acilada é menor que 10% do total de grelina; a maior parte da 

grelina circulante e a do tipo desacilada (SANGAIO-ALVARELLOS & CORDIDO, 

2010). A grelina desacilada não interfere na secreção de GH (SANGAIO-

ALVARELLOS & CORDIDO et al, 2010), todavia demonstrou efeito cardioprotetor e 

antiproliferativo em células neoplásicas (DATE et al, 2000; KAMEGAI et al, 2001; 

MASUDA et al, 2000; MUCCIOLI et al, 2000; TSCHOP et al, 2000; ARVAT et al, 

2001; CASSONI et al, 2001).  

A grelina acilada se liga ao receptor do secretagogo do hormônio de 

crescimento tipo 1A – GHSR1A (SUN et al, 2005), que faz parte de uma grande 

família de receptores acoplados a proteína G. A proteína G é formada por 3 

subunidades: α, β e γ. A subunidade α possui um sítio de ligação com o GTP ou 

GDP. As subunidades β e γ permanecem sempre unidas. Quando a grelina acilada 

se liga ao GHSR1A, ela induz uma mudança conformacional no receptor que 

permite a troca de GTP pela molécula de GDP que está na subunidade Gα. Em 

seguida há dissociação da subunidade Gα (que está ligada ao GTP) do dímero Gβγ e 

do receptor. Ambas, Gα-GTP e Gβγ podem ativar diferentes proteínas efetoras 

através de um segundo mensageiro como o fosfatildilinositol trifosfato – IP3 

(CASTAÑEDA et al, 2010). A molécula de GTP ligada é finalmente hidrolizada pela 

subunidade Gα, tornando-se GDP, o que permite a recombinação da subunidade Gα 

com o dímero Gβγ e o início de um novo ciclo. 

O receptor da grelina está presente na glândula pituitária, núcleo arqueado e 

ventromedial hipotalâmico (GUAN et al, 1997; HOWARD et al, 1996), giro dentiado, 

hipocampo, substância negra, área tegemental e núcleo de raphe (NAKAZATO et al, 

2001). Análises de RT-PCR desmonstraram a expressão de RNAm em outros 

tecidos incluindo coração, fígado, rins, pulmões, pâncreas, estômago, intestinos, 

adipócitos e células do sistema imunológico (GNANAPAVAN et al, 2002; HATTORI 

et al, 2001; KOJIMA et al, 2001), indicando que a grelina é um hormônio que exerce 

múltiplas funções (BROGLIO et al, 2003). 

Alimentar-se é um comportamento básico necessário à vida.  Como visto 

anteriormente, o apetite é regulado por complexos mecanismos que envolvem o 

sistema nervoso central, particularmente o hipotálamo e hormônios secretados por 

tecidos periféricos (NEARY et al, 2004; SMALL & BLOOM, 2004; UKKOLA, 2004; 

WYNNE et al, 2004). Enquanto a insulina e a leptina suprimem o apetite 



 

(FRIEDMAN, 2002) a grelina estimula o consumo de alimentos (NAKAZATO et al, 

2001; HOSODA et al, 2002; MINOKOSHI et al, 2004; CASTAÑEDA et al, 2010). A 

grelina acilada envia sinais de fome quando o organismo encontra-se em balanço 

energético negativo2, de forma que seus níveis plasmáticos aumentam 

imediatamente antes de cada refeição e diminuem por um período de 30 a 60 

minutos após a alimentação (CUMMINGS et al, 2001; TSCHOP et al, 2001; 

CARLSON et al, 2009). 

A grelina acilada se liga ao seu receptor específico e estimula os neurônios 

orexigênicos: Neuropeptídio Y (NPY) e Peptídio Relacionado à Agouti (AgRP), e 

inibe neurônios anorexigênicos tipo Pró-Ópiomelanocortina – POMC (GIL-CAMPOS 

et al, 2006; HOSODA et al, 2002). Ressalta-se que a grelina bloqueia a ação 

anorexigênica da insulina e da leptina pela inibição dos receptores MC4 

hipotalâmicos (NAKAZATO et al, 2001; HOSODA et al, 2002).   

Adicionalmente, a grelina acilada atua na regulação hipotalâmica do apetite 

via proteína kinase AMP – AMPK e AKT (MINOKOSHI et al, 2004; CASTAÑEDA et 

al, 2010). A partir da ligação da grelina ao GHSR1A há ativação da fosfolipase C 

(PLC) e geração de fosfatidilinositol difosfato (PIP2) e diacilglicerol (DAG). O DAG 

ativa a proteína kinase C (PKC) que abre os canais de cálcio da membrana 

plasmática permitindo a entrada de cálcio no meio intracelular. O PIP2 gera 

fosfatidilinositol trifosfato (IP3) que atua nos canais de cálcio do retículo 

endoplasmático levando ao aumento de cálcio no citosol. O acúmulo de cálcio no 

interior da célula estimula a atividade da proteína cálcio-calmodulina kinase kinase 

que ativa a AKT e a AMPK estimulando a fome (Castañeda, 2010). A AMPK também 

pode ser ativada de forma direta pela grelina acilada (CASTAÑEDA, 2010). 

De acordo com diferentes estudos os níveis da grelina plasmática de jejum são 

significativamente mais altos em indivíduos eutróficos em comparação aos obesos 

(ENGLISH et al, 2002; YILDIZ et al, 2004; MONTI et al, 2006; OTTO et al, 2001; LE 

ROUX et al, 2005; TSCHOP et al, 2001; SHIIYA et al, 2002; ESPELUND et al, 

2005).  Sabendo-se que os níveis plasmáticos de grelina possuem correlação 

inversa com os estoques de energia corporal, baixos níveis de grelina plasmática 

são esperados em indivíduos obesos, pois estes estão em constante estado de 

balanço energético positivo3. Todavia, é interessante destacar que a análise da 

                                            
2 O total de calorias ingeridas é menor que o gasto calórico do corpo. 
3 O total de calorias consumidas é maior que o gasto calórico do corpo. 



 

grelina plasmática pós-prandial revelou que a resposta deste hormônio a refeição é 

menos pronunciada em obesos (ENGLISH et al, 2002; WEIGLE et al, 2003; LE 

ROUX et al, 2005; CUMMINGS et al, 2003; LOMENICK et al, 2008), o que em parte4 

explica o fato dos indivíduos obesos demorarem mais que as pessoas eutróficas 

para se saciarem, ou seja, o porquê dos obesos comerem por um período de tempo 

maior e ingerirem muitas calorias (CARLSON et al, 2009).  

Além de induzir o consumo de alimentos, a grelina acilada contribui de maneira 

importante para a manutenção da homeostase glicêmica ao regular a 

gliconeogênese hepática e a síntese de glicogênio no jejum, situação em que seus 

níveis circulantes estão aumentados (TSCHOP et al, 2000; ARIYASU et al, 2001).  

Ao se ligar ao GHSR1A dos hepatócitos, a grelina atua em proteínas da via de 

sinalização da insulina relacionadas ao metabolismo de carboidratos. A grelina 

acilada diminui a fosforilação da AKT e reduz a fosforilação da kinase-3 da 

glicogênio sintase – GSK3 (BARAZZONI et al, 2007). Há aumento da fosforilação da 

glicogênio sintase que diminui sua atividade e reduz a síntese de glicogênio.  A 

grelina ainda aumenta a expressão de PGC1α (Coativador 1 alfa do receptor ativado 

por proliferador de peroxissoma), um componente transcripcional que ativa a 

gliconeogênese – processo de formação de glicose importante para a manutenção 

adequada da glicemia no jejum (BARAZZONI et al, 2007; YOON et al, 2001). 

A ação da grelina acilada na via gliconeogênica foi sustentada em experimento 

de cultura de células. Demonstrou-se que a grelina preservou a produção de glicose 

em células H4-II-E (linhagem de hepatoma de rato) ao atenuar o efeito inibitório da 

insulina na expressão da enzima gliconeogênica PEPCK – Fosfoenolpiruvato 

Carboxiquinase (MURATA et al, 2002).  

A grelina também contribui para a manutenção da homeostase glicêmica 

aumentando a sensibilidade à insulina no tecido adiposo. Foi visto que adipócitos 

isolados da região epididimal tratados com grelina em presença de insulina 

apresentaram maior captação de glicose (PATEL et al, 2006). Além disso, verificou-

se que adipócitos diferenciados 3T3-L1 incubados com insulina e grelina exibiram 

aumento da atividade da via IRS-1/ PAKT em comparação com os adipócitos 

incubados somente com insulina (KIM et al, 2004). 

Acrescenta-se que no tecido adiposo branco, a grelina acilada estimula a 

lipogênese ao elevar os níveis de RNAm de enzimas que promovem o 
                                            
4 O consumo de alimentos é controlado por hormônios, tais como: grelina, insulina e leptina. 



 

armazenamento de gorduras: Lipase lipoprotéica (LPL), Acetil-CoA Carboxilase 

(ACC) e Ácido Graxo Sintase – FAS (THEANDER-CARRILLO et al, 2006). A grelina 

acilada também reduz a utilização de gorduras (WREN et al, 2001) ao inibir a 

Carnitina Palmitoil Transferase-1 (CPT1), uma enzima importante na β-oxidação 

(THEANDER-CARRILLO et al, 2006). Tais efeitos contribuem para a acumulação de 

ácidos graxos e aumento da adiposidade em longo prazo (PATEL et al, 2006).  

A ação lipogênica da grelina foi confirmada em outros estudos. Observou-se 

que após a administração intracerebroventricular de grelina em roedores houve 

hiperfagia, diminuição do gasto energético e aumento de adiposidade (KAMEGAI et 

al, 2001; NAKAZATO et al, 2001; SHINTANI et al, 2001; TSCHOP et al, 2000; 

WREN et al, 2001).  

Com relação ao papel fisiológico da grelina na secreção de insulina tem sido 

demonstrado que a grelina acilada é capaz tanto de estimular quanto de inibir a 

secreção de insulina. Talvez por causa das diferentes condições experimentais, a 

grelina tenha apresentado ação inibitória na secreção de insulina em alguns 

estudos, mas em outros a grelina estimulou a liberação de insulina. Por exemplo, a 

grelina exógena suprimiu a secreção de insulina em pâncreas isolado de 

camundongos (EGIDO et al, 2002), em ilhotas pancreáticas isoladas de 

camundongos e de ratos (BROGLIO et al, 2001; EGIDO et al, 2002; REIMER et al, 

2003) e em cultura de células β-pancreáticas (WIERUP et al, 2002). Em contraste, a 

grelina aumentou a liberação de insulina em ratos saudáveis e diabéticos 

(ADEGHATE et al, 2002; DATE et al, 2002; LEE et al, 2002). 

Em humanos, constatou-se que a administração intravenosa de grelina 

diminuiu a insulina plasmática e aumentou a concentração da glicose sanguínea de 

jejum, todavia tais alterações na insulinemia e na glicemia não foram detectadas 

após a administração de grelina em diferentes concentrações (BROGLIO et al, 

2001). 

Em relação aos possíveis mecanismos de ação da grelina na secreção de 

insulina tem sido proposto que a grelina pode afetar a secreção de insulina de forma 

direta através da atuação em canais de potássio ATP dependentes (VOLANTE et al, 

2002; YADA et al, 2008) e também de forma indireta ao interferir na produção de 

acetilcolina5 e de adrenalina6 (MEYER, 2010).  

                                            
5 Neurotransmissor que se liga aos receptores muscarínicos nas células β pancreáticas e estimula a secreção de insulina. 
6 Catecolamina que se liga aos receptores α2 adrenérgicos nas β pancreáticas e inibe a secreção de insulina. 



 

Sabe-se que a grelina também exerce seus efeitos através da ativação das 

proteínas AKT e AMPK em diferentes tecidos, tais como hipotálamo, fígado e 

adipócitos (SANGAIO-ALVARELLOS & CORDIDO et al, 2010; CASTAÑEDA et al, 

2010), todavia ainda são poucos os estudos que relacionam as ações da grelina às 

vias de sinalização da AKT, AMPK e UCP2 especificamente nas ilhotas pancreáticas 

(WANG et al, 2010; GRANATA et al, 2007).  

É importante ressaltar que 30% a 40% dos diabéticos que utilizam medicação 

oral, tais como sulfoniluréias, metiformina e tiazolidinedionas não alcançam um 

controle adequado da glicemia e então passam a utilizar insulina exógena para 

restaurar a normoglicemia, todavia tal terapia pode conduzir a hipoglicemia – 

consequência potencialmente fatal (SANGAIO-ALVARELLOS & CORDIDO, 2010). 

Desta forma, a descoberta e a utilização de novos tipos de tratamento para um 

controle mais eficaz da diabetes mellitus tipo 2 fazem-se necessárias.  

Sabendo-se que a grelina possui efeito determinante na homeostase 

glicêmica e na secreção de insulina, acredita-se que a manipulação de suas vias de 

sinalização poderá ser útil no tratamento da diabetes mellitus tipo 2. Como exemplo, 

destacamos que o substrato peptídico denominado Go-CoA-Tat mostrou-se capaz 

de inibir a GOAT (BARNETT et al, 2010). A administração intraperitoneal deste 

peptídeo sintético reduziu a intolerância à glicose e diminuiu o ganho de peso 

corporal em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica, todavia tais efeitos 

não foram detectados em camundongos deficientes de grelina, indicando que os 

benefícios metabólicos alcançados neste modelo experimental foram devido à 

inibição da GOAT (BARNETT et al, 2010; COSTANTINO, 2010). 

Entendemos que é fundamental uma melhor compreensão da dinâmica entre 

grelina, insulina e nutrição pregressa. A caracterização do perfil de secreção de 

insulina em presença da grelina acilada e o entendimento da modulação de 

proteínas específicas das vias de sinalização envolvidas neste processo, tais como 

GLUT2, AKT, AMPK, UCP2 e GHSR1A, abre caminhos para futuras intervenções 

que visam o controle da diabetes mellitus tipo 2 e enfermidades associadas. Sendo 

assim, este trabalho se justifica ao investigar a influência da grelina acilada sobre o 

processo de estímulo-secreção de insulina in vitro em camundongos Swiss machos 

adultos hiperalimentados na lactação.  

Antes de apresentarmos nossa hipótese faz-se necessário discorrer a 

respeito do modelo de hiperalimentação adotado neste estudo. A seguir, 



 

reforçaremos as consequências do desequilíbrio nutricional no início da vida e 

apontaremos significativas alterações morfofuncionais encontradas em roedores 

submetidos à hiperalimentação através da redução do tamanho da ninhada. 

 

 

1.4 MODELO DE HIPERALIMENTAÇÃO ATRAVÉS DA REDUÇÃO DA NINHADA 

 

 

Durante a gestação, as ilhotas pancreáticas têm um rápido crescimento 

devido aos processos de replicação e maturação de células precursoras 

encontradas nos ductos pancreáticos (HILL & HOGG, 1991; KAUNG, 1994). Após o 

nascimento, a taxa de crescimento das ilhotas declina em torno de 3 a 4 dias, mas 

continua a acontecer um remodelamento das mesmas durante 2 a 3 semanas de 

vida (FINEGOOD & SCAGLIA, 1995; SCAGLIA & SMITH, 1995). Neste período, os 

processos de neogênese e de apoptose preparam as ilhotas pancreáticas para o 

metabolismo pós-natal, de modo que as ilhotas responsivas a aminoácidos são 

substituídas por ilhotas que apresentam secreção aguda de insulina em presença de 

glicose (HILL & DUVILLIE, 2000). Entretanto, quando o organismo encontra-se 

diante da situação de privação ou excesso de nutrientes na gestação ou na lactação 

os processos de remodelamento, neogênese e apoptose no pâncreas são 

perturbados, modificados. 

Foi demonstrado que a desnutrição materna afetou o desenvolvimento do 

pâncreas e de outros órgãos na prole de roedores. O baixo consumo de proteínas 

na gestação comprometeu a capacidade proliferativa das ilhotas pancreáticas dos 

filhotes e também alterou a sensibilidade à insulina nos músculos esqueléticos 

(BERNEY & DESAI, 1997; LATORRACA et al, 1998). Além disso, a desnutrição 

materna levou a redução da vascularização do córtex cerebral prejudicando o 

desenvolvimento hipotalâmico dos filhotes (BENNIS-TALEB & REMACLE, 1999). Em 

adição, o nosso grupo encontrou modificações no comportamento alimentar e 

alterações da insulina e leptina plasmática em roedores de 21 e 60 dias de vida 

cujas mães foram desnutridas na lactação (MOURA et al, 2002). 

Corroborando os estudos de Plagemann e colaboradores (1992 & 1999), o 

nosso grupo de pesquisa tem demonstrado significativas alterações morfofuncionais 

em roedores submetidos à hiperalimentação devido à redução da ninhada. 



 

Constatamos que a hiperalimentação na lactação induziu a hipertrofia cardíaca de 

roedores aos 21 dias de idade (MOREIRA et al, 2009). Identificamos que o excesso 

de nutrientes na lactação aumentou o conteúdo do transportador de glicose do tipo 4 

(GLUT4) e do transdutor de sinal e ativador de transcrição-3 (STAT3), elevou o 

conteúdo das proteínas Fosfatidilinositol-3-kinase (PI3-K) e Janus Kinase-2 (JAK2) 

no coração de roedores com 21 dias de idade (PEREIRA et al, 2006) e aumentou o 

conteúdo de PTP1B no coração de roedores na idade adulta (MARTINS et al, 2008). 

 Também confirmamos a importância deste modelo experimental de 

hiperalimentação no pâncreas. Demonstramos que a hiperalimentação na lactação 

aumentou a secreção de insulina in vitro e elevou o conteúdo de GLUT2 no 

pâncreas de ratos Wistar com 1 ano de idade. Verificamos ainda que roedores 

hiperalimentados na lactação exibiram hiperfagia, elevação da gordura visceral e da 

insulina plasmática de jejum (CUNHA et al, 2009). 

Considerando as informações descritas anteriormente, justificamos a 

utilização do modelo de hiperalimentação através da redução da ninhada em 

camundongos Swiss porque o mesmo está associado à presença das seguintes 

alterações: 

� Aumento do peso corporal e da gordura visceral em roedores aos 21 dias 

de vida e na idade de 1 ano. 

� Hiperfagia, hiperleptinemia e hiperinsulinemia em roedores aos 21 dias de 

vida e na idade de 1 ano. 

� Elevação do conteúdo de Fosfatidilinositol-3-kinase (PI3-K), Janus 

Kinase-2 (JAK2) e de ativadores de transcrição-3 (STAT3) no coração de 

roedores com 21 dias de idade. 

� Hipertrofia cardíaca em roedores com 21 dias de idade. 

� Intolerância à glicose em camundongos Swiss com 90 dias de idade. 

� Elevação da secreção de insulina in vitro na idade de 1 ano. 

� Maior conteúdo de GLUT2 no pâncreas de roedores com 1 ano de idade. 

� Elevação da proteína PTP1B no coração de roedores aos 150 dias. 

 

Em adição, o modelo de hiperalimentação através da redução de ninhada 

apresenta vantagem econômica, pois para sua implementação não é necessário 

realizar investimento financeiro em aparelhos para aleitamento artificial como ocorre, 

por exemplo, no modelo “pup in a cup” que consiste em administrar leite artificial rico 



 

em carboidratos através de cânula via intragástrica em filhotes de roedores no 

período de lactação (SRINIVASAN & LAYCHOCK, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 HIPÓTESE 

 

 

A grelina acilada interfere na 1a e na 2a fase da secreção de insulina in vitro 

de camundongos Swiss adultos hiperalimentados e controle, sendo que tal efeito é 

mediado pela via de sinalização da AKT, AMPK e UCP2 e envolve a participação 

dos transportadores de glicose tipo 2 – GLUT2. 

 

 



 

3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Estudar a influência da grelina sobre o processo de estímulo-secreção de 

insulina in vitro em presença de glicose em camundongos Swiss machos adultos 

hiperalimentados na lactação bem como nos camundongos controle. 

 

 

3.2 Objetivos específicos propostos para os animais hiperalimentados aos 120 

dias de idade e seus respectivos animais controle 

 

 

� Analisar o ganho de peso corporal dos camundongos Swiss a partir do 

nascimento até a idade adulta. 

� Estudar a relação do peso corporal com a distância naso-anal. 

� Avaliar a composição corporal (gordura corporal total e proteína corporal) e a 

gordura retroperitoneal. 

� Medir a glicose plasmática de jejum, bem como a insulinemia e a grelinemia 

de jejum.  

� Verificar a secreção de insulina in vitro das ilhotas pancreáticas em presença 

de glicose com e sem grelina. 

� Investigar os conteúdos de GHSR1A, GLUT2, PAKT, PAMPK e UCP2 das 

ilhotas pancreáticas em presença de glicose com e sem grelina. 

� Mensurar o consumo de oxigênio das ilhotas pancreáticas em presença de 

glicose com e sem grelina. 

 

 



 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Modelo de hiperalimentação através da redução de ninhada 

 

 

Fêmeas Swiss com 3 meses de idade fornecidas pelo Instituto Vital Brasil ao 

biotério do Laboratório de Fisiologia da Nutrição e do Desenvolvimento pertencente 

ao Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (UERJ), foram mantidas a temperatura média de 230 C e 

ciclo de luminosidade de 12 horas (claro e escuro). Após acasalamento, as fêmeas 

foram separadas dos machos e colocadas em gaiolas individuais, onde receberam 

ração comercial Labina® e água ad libitum durante todo o período de gestação.  

Ao nascimento dos filhotes, foram formadas ninhadas de 9 filhotes machos 

por lactante. No 30 dia de vida, as ninhadas foram reduzidas a 3 filhotes por lactante 

para indução da hiperalimentação e permaneceram assim até o final da lactação. 

Outras ninhadas foram preservadas com 9 filhotes por lactante desde o nascimento 

até os 21 dias de vida (final da lactação) para servirem como controle das ninhadas 

reduzidas (PLAGEMANN et al, 1999), vide figura 4. 

Aos 21 dias de idade os filhotes foram separados das lactantes e alocados 

em gaiolas coletivas para ninhadas reduzidas e para ninhadas controle, tendo sido 

agrupados 3 animais por gaiola. Após o desmame os animais receberam ração 

comercial Labina® contendo 23% de proteína e água ad libitum até o momento da 

realização dos experimentos. 

O ganho de peso corporal foi acompanhado desde o nascimento até os 

animais completarem 120 dias de vida. Nesta data verificou-se a distância naso-

anal, composição corporal, gordura retroperitoneal, glicemia, insulinemia, grelinemia, 

secreção de insulina in vitro, consumo de O2 e conteúdo de proteínas-chave 

relacionadas à sinalização da insulina, tais como: GHSR1A, GLUT2, PAKT, PAMPK 

e UCP2 nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e animais controle. 

Este estudo foi conduzido de acordo com os princípios básicos para pesquisa 

envolvendo o uso de animais tendo sido obtida aprovação do protocolo de N0 050/ 

2011 pela Comissão de Ética em pesquisa desta universidade.  
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Figura 4: Esquema de organização dos animais hiperalimentados e controle 
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4.2 Ganho de peso corporal 
 

 

Submetemos os camundongos Swiss machos hiperalimentados e controle à 

pesagem em balança de precisão no 30, 100 e 210 dia de vida. Ao completar 30 dias 

de idade estes animais passaram a ser pesados mensalmente até aos 120 dias. 

 

 

4.3 Crescimento naso-anal 

 

 

Verificamos os comprimentos naso-anais dos camundongos Swiss machos 

hiperalimentados através da utilização de fita métrica (C&C®, Brasil) aos 120 dias de 

vida.  

 

 

4.4 Índice de Lee 

 

 

Calculamos os Índices de Lee (IL) dos camundongos Swiss machos 

hiperalimentados e controle de 120 dias de idade através da fórmula descrita por 

Bernardis (1968), demonstrada a seguir. 

 

 

 

 

4.5 Peso da gordura retroperitoneal 

 

Retiramos e pesamos a gordura da região retroperitoneal dos camundongos 

Swiss machos hiperalimentados e controle com 120 dias de idade na balança de 

precisão modelo BD-600 (Instrutherm®, Brasil). 

 
Peso corporal (g) 

Distância naso-anal (mm) 

IL =  

3 

 x 104 



 

4.6 Avaliação da composição corporal 

 

Submetemos os camundongos Swiss machos hiperalimentados e controle 

com 120 dias de idade à avaliação da composição corporal pela absorciometria de 

feixe duplo (DEXA – dual X-ray absorptiometry). Foi utilizado um programa 

específico fornecido pela GE Healthcare para registro do percentual de gordura e da 

massa corporal livre de gordura. 

 

 

4.7 Identificação da glicemia 

 

 

Após 12 horas de jejum, realizamos venossecção na cauda e verificamos a 

glicose plasmática dos camundongos Swiss machos hiperalimentados e controle 

através da utilização de glicofita (ACCU-CHEK Active®) aos 120 dias de vida. Os 

resultados foram expressos em mg/dl. 

 

 

4.8 Dosagem da grelina plasmática 

 

 

Após 6 horas de jejum, anestesiamos os animais com Avertin (0,02 ml/ g de 

peso) e realizamos a coleta de sangue através de punção cardíaca. Posteriormente, 

as amostras de sangue foram vertidas em tubos de ensaio contendo EDTA e 

adicionou-se PMSF (10µL/ ml de sangue). Em seguida os tubos foram centrifugados 

a 3.000 G durante 15 minutos. Os plasmas dos camundongos Swiss machos 

hiperalimentados e controle de 120 dias foram coletados, adicionados de HCL 5N 

(10µL/ ml de plasma) e aliquotados em eppendorfs que foram mantidos a -200 C 

para quantificação da grelina através do método de Elisa utilizando-se “kit” comercial 

(Millipore®, EUA).  

Lavamos a placa de Elisa com solução de lavagem e pipetamos 20 µl de 

solução matrix nos poços ondem ficaram o branco, a curva padrão e os controles de 

qualidade. Adicionamos tampão de ensaio nos poços onde ficaram o branco, os 

controles de qualidade e as amostras de plasma. Pipetamos 20 µl dos padrões, da 



 

grelina reconstituída, dos controles de qualidade reconstituídos e das amostras de 

plasma. Acrescentamos 50 µl da solução de anticorpos e realizamos incubação a 

22º C por 2 horas. Vertemos o conteúdo da placa, lavamos os poços com solução de 

lavagem, adicionamos 100 µl de solução enzimática e incubamos por 30 minutos. 

Novamente vertemos o conteúdo da placa, lavamos os poços com solução de 

lavagem, adicionamos 100 µl de solução substrato, incubamos por 15 minutos até 

aparecer a cor azul e acrescentamos 100 µl de solução stop. Fizemos leitura dual 

através dos comprimentos de onda de 450 nm e 590 nm em espectrofotômetro de 

microplacas universal modelo µQuant (Bio-tek Instruments, EUA). Para a curva 

padrão, utilizamos as seguintes concentrações: 0 pg/ ml; 29,68 pg/ ml; 59,37 pg/ ml; 

118,7 pg/ ml; 237,5 pg/ ml; 475 pg/ ml e 950 pg/ ml. Os resultados foram expressos 

em pg/ ml e o coeficiente de variação foi de 0,86% a 5,56%. 

 

 

4.9 Dosagem da insulina plasmática 

 

 

Após 12 horas de jejum, anestesiamos os animais com Avertin e coletamos o 

sangue através de punção cardíaca. Posteriormente o sangue foi centrifugado a 

3.000 G durante 15 minutos. Os plasmas dos animais das ninhadas reduzidas e 

controle de 120 dias foram coletados e aliquotados em eppendorfs que foram 

mantidos a -200 C para quantificação da insulina determinada através do método de 

radioimunoensaio utilizando-se “kit” comercial (MP Biomedicals®, Europa).  

Amostras de 100 µl foram pipetadas em tubo de ensaio recoberto com 

anticorpo anti-insulina e acrescidos de 900 µl de insulina 125I reconstituída com 

tampão fosfato. Após agitação e repouso de 16 horas os tubos de ensaio foram 

vertidos. Em seguida, foram adicionados aos tubos 4 ml de água destilada e 

posteriormente os mesmos foram novamente vertidos. Para a curva padrão, 

utilizamos o mesmo procedimento e as seguintes concentrações: 0 µUI/ ml; 5,5 µUI/ 

ml; 15 µUI/ ml; 35 µUI/ ml; 70 µUI/ ml; 175 µUI/ ml e 310 µUI/ ml). A leitura do 

imunocomplexo formado foi realizada em contador modelo Wizard 1470-001 

(Perkinelmer, Burnsville, EUA). Os resultados foram expressos em µUI/ ml e o 

coeficiente de variação foi de 3,2% a 12,2%. 

 



 

 

4.10 Isolamento das ilhotas pancreáticas e secreção de insulina in vitro 

 

 

Anestesiamos os camundongos Swiss machos hiperalimentados e controle de 

120 dias com Avertin7 (0,02 ml/ g de peso) através da via intraperitoneal (Long et al, 

2007). Após laparotomia e canulação do ducto hepático comum os pâncreas foram 

inflados com 3 ml de solução de Hanks (136 mM de cloreto de sódio;  5,36 mM de 

cloreto de potássio; 0,81 mM de sulfato de magnésio; 0,40 mM de fosfato de sódio 

dibásico anidro; 0,44 mM de fosfato de potássio monobásico anidro; 1,22 mM de 

cloreto de cálcio; 0,09 mM de bicarbonato de sódio e 2,8 mM de glicose) acrescida 

de 20 mg de colagenase tipo I (Worthington®, EUA), 20 mg de HEPES e 150 mg de 

BSA. Posteriormente, os pâncreas foram removidos e acondicionados em banho a 

370 C por 10 minutos em presença de 5% CO2 para dissociação das ilhotas 

pancreáticas (GOTOH et al, 1985). 

Com auxílio de microscópio de luz coletamos 120 ilhotas/ pâncreas que foram 

incubadas a 370 C e 5% CO2 durante os seguintes tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 

minutos em solução de Krebs (136 mM de cloreto de sódio; 5 mM de cloreto de 

potássio; 0,8 mM de sulfato de magnésio; 0,4 mM de fosfato de potássio; 0,2 mM de 

fosfato de sódio;1 mM de cloreto de cálcio e 4 mM de bicarbonato de sódio) 

contendo 2,8 mM de glicose com e sem adição de grelina (no tempo zero minuto) e 

16,7 mM de glicose com e sem adição de grelina 10-12 mM nos demais tempos 

estudados (DATE et al, 2002), vide figura 5. Ao final da incubação, a solução (ou 

“meio”) foi coletada e armazenada a -200 C para quantificação da insulina e o pellet 

de ilhotas foi guardado em eppendorfs que foram mantidos a -700 C para a 

identificação do conteúdo de proteínas específicas relacionadas à secreção de 

insulina através técnica de Western Blotting. A insulina liberada pelas ilhotas 

pancreáticas dos camundongos hiperalimentados e controle foi determinada através 

do método de radioimunoensaio. Os resultados foram expressos em µUI/ ml. 

 

 

 

 
                                            
7 0,5 g de tribromoetanol e 310 µl de 2-metil-2-butanol dissolvidos em 40 ml de água destilada. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema de incubação das ilhotas pancreáticas dos camundongos 
hiperalimentados e controle para estudo da secreção de insulina in vitro 
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Nestes experimentos foram utilizados 4 animais controle e  
4 animais hiperalimentados de diferentes ninhadas 
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PERFUSÃO ESTÁTICA 
 



 

4.11 Conteúdo de GHSR1A, GLUT2, PAKT, PAMPK e UCP2 

 

 

Os pellets de ilhotas camundongos hiperalimentados e controle foram 

homogeneizados com solução de lise composta por 50 mM de Hepes, 1 mM de 

cloreto de magnésio, 10 mM de EDTA e 1% de TritonX-100 acrescida de inibidores 

de proteases. Após 1 hora as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes 

coletados e congelados a -200 C. Posteriormente foi realizada a dosagem das 

proteínas totais para análise dos conteúdos de GHSR1A, GLUT2, PAKT, PAMPK, 

UCP2 e Actina pela técnica de Western Blotting (THORENS & SARKAR, 1988). 

Amostras contendo 15 µg de proteínas foram submetidas aos SDS-PAGE em 

gel de poliacrilamida 10%. Posteriormente, foi realizada a transferência para uma 

membrana de PVDF (Amersham®, Inglaterra) por 1 hora utilizando o sistema Semi-

dry (Bio-RAD®, EUA). A membrana foi bloqueada com leite desnatado a 5% por 1 

hora, seguida de incubação overnight com anticorpo primário específico diluído (1: 

1000). Os anticorpos primários utilizados foram: anti-GLUT2 e anti-Actina de cabra, 

anti-PAMPK, anti-PAKT e anti-UCP2 de coelho (THORENS & SARKAR, 1988). As 

membranas foram incubadas com anticorpo secundário específico diluído (1: 1000) 

conjugado com biotina durante 1 hora. Em seguida, as membranas foram incubadas 

com estreptavidina diluída (1: 1000) conjugada com peroxidase por 1 hora. As 

proteínas imunoreativas foram visualizadas através da revelação por 

quimioluminescênica. As bandas foram quantificadas por densitometria utilizando o 

programa Image J Software (NIH, EUA). 

 

 

4.12 Análise do consumo de oxigênio pelas ilhotas pancreáticas 

(Respirometria de alta resolução) 

 

 

Após isolamento com colagenase, coletamos 100 ilhotas por pâncreas e 

imediatamente colocamos as mesmas na câmara do oxígrafo, OROBOROS® 

Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Áustria) contendo 2 ml de meio 



 

RPMI8 acrescido de glicose 2,8 mM a 370 C para análise da respiração basal em 

concentrações de oxigênio superiores a 200 nmol O2. ml-1. Posteriormente, 

adicionamos 2 µg/ ml de oligomicina, um inibidor da ATP sintase, permitindo a 

avaliação do consumo de O2 desacoplado da produção de ATP (estado 4 da 

respiração). Calculamos a razão do controle respiratório (RCR) através da razão 

respiração “máxima” / respiração após adição de oligomicina. Para avaliar o efeito 

da grelina sobre o consumo de O2 das ilhotas pancreáticas dos camundongos 

hiperalimentados e controle, após a análise da respiração basal, adicionamos 10-12 

mM de grelina. Em seguida, acrescentamos 2 µg/ ml de oligomicina para  avaliação 

do estado 4. As taxas de consumo de oxigênio foram expressas como pmol de 

pmols O2 / s. ilhota-1.  

 

 

4.13 Análise estatística 

 

 

Apresentamos os resultados como média e desvio padrão. Empregamos 

ANOVA de medidas repetidas e pós-teste de Tukey para avaliar o nível de 

significância entre as curvas de ganho de peso dos camundongos hiperalimentados 

e controle.  

Adotamos o teste-t de Student para ver o nível de significância da distância 

naso-anal, índice de Lee, percentual de proteína corporal e de gordura corporal, 

gordura retroperitoneal, glicemia, insulinemia e grelinemia entre os camundongos 

hiperalimentados e controle.  

O teste-t de Student também foi usado para calcular o nível de significância 

da área sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ Actina das ilhotas 

pancreáticas dos camundongos controle em presença de glicose sem grelina e de 

glicose com grelina, bem como dos camundongos hiperalimentados em presença de 

glicose sem grelina e de glicose com grelina.   

Utilizamos ANOVA uma via e pós-teste de Tukey para examinar o nível de 

significância da secreção de insulina in vitro e dos conteúdos de GLUT2/ Actina, 

AKT/ Actina, AMPK/ Actina e UCP2/ Actina das ilhotas pancreáticas dos 

camundongos hiperalimentados e controle nos diferentes tempos estudados, além 
                                            
8 É uma mistura de sais enriquecidos com aminoácidos, vitaminas e outros componentes essenciais para crescimento celular. 



 

das diferenças no consumo de O2 pelas ilhotas pancreáticas em presença de 

glicose, oligomicina e grelina.  

Realizamos os testes estatísticos supracitados através do programa Graph- 

Pad Prism 5. Consideramos o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo. 

 

 



 

5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Seção I: Biometria, glicemia e dosagem hormonal dos animais controle e 

hiperalimentados 

 

 

5.1.1 Curva de ganho de peso corporal dos animais hiperalimentados e controle 

 

 

Através da curva de ganho de peso corporal observamos que os 

camundongos Swiss de ambos os grupos apresentaram aumento de peso até a 

idade de 120 dias (vide figura 6). Destaca-se que nesta idade os animais 

hiperalimentados apresentaram um incremento de aproximadamente 20% do peso 

corporal em relação aos animais controle. 

Encontramos diferenças significativas entre o peso corporal dos animais 

hiperalimentados aos 10 dias (8,27 g + 2,1), 21 dias (20,33 g + 2,3), 30 dias (36,06 g 

+ 1,4), 60 dias (52,29 g + 1,2), 90 dias (59,53 g + 1,0) e 120 dias (66,0 g + 2,3) em 

comparação ao peso corporal dos animais controle aos 10 dias (5,19 g + 0,6), 21 

dias (14,12 g + 2,8), 30 dias (25,68 g + 1,37 g;), 60 dias (40,1 g + 3,1), 90 dias 

(47,67 g + 1,1) e 120 dias (54,97 g + 0,9). 

 

 
 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 6: Curva de ganho de peso corporal. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa entre 
os animais hiperalimentados (n= 12 animais) e controle (n= 12 
animais), sendo **p< 0,01 e ***p< 0,001. 



 

5.1.2 Distância naso-anal e índice de Lee dos animais hiperalimentados e controle 

 

 

Os camundongos Swiss hiperalimentados apresentaram distância naso-anal 

semelhante ao controle na idade de 120 dias conforme (vide figura 7). Os animais 

hiperalimentados apresentaram distância naso-anal de 10,75 cm + 0,2 e os animais 

controle exibiram distância naso-anal de 10,23 cm + 0,5 aos 120 dias de vida.  

Em relação ao índice de Lee, os camundongos Swiss hiperalimentados 

mostraram maior índice em comparação ao controle na idade de 120 dias (vide 

figura 8). Os animais hiperalimentados apresentaram índice de Lee de 1705,63 g/ 

mm + 29,3 e os animais controle exibiram índice de Lee de 1374,10 g/ mm + 54,9 na 

idade adulta. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Distância naso-anal. Os valores foram expressos como 
média + desvio padrão.  Não encontramos diferença significativa 
entre a distância naso-anal dos animais hiperalimentados (n= 6 
animais) e controle (n= 6 animais), sendo p> 0,05. 

 

 
Figura 8: Índice de Lee. Os valores foram expressos como 
média + desvio padrão. Diferença significativa entre os animais 
hiperalimentados (n= 6 animais) e controle (n= 6 animais), 
sendo ***p< 0,001. 
 



 

5.1.3 Massa corporal livre de gordura e gordura corporal total dos animais 

hiperalimentados e controle 

 

 

Após a realização de absorciometria de feixe duplo (DEXA- Dual X-dray 

Absorptiometry) em camundongos Swiss com 120 dias de vida, constatamos 

semelhança entre o percentual de massa corporal livre de gordura dos animais 

hiperalimentados e controle (vide figura 9). A massa corporal livre de gordura foi de 

22,83 % nos animais hiperalimentados e de 20,75 % + 3,9 nos animais controle aos 

120 dias de vida. 

Adicionalmente, identificamos expressiva diferença no percentual de gordura 

corporal total dos animais hiperalimentados em comparação aos animais controle 

(vide figura 10). Os animais hiperalimentados apresentaram gordura corporal total de 

31,0 % + 4,6 e os animais controle demonstraram gordura corporal total de 21,5 % + 

3,6 na idade adulta. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 
 

 
 

 

Figura 9: Massa corporal livre de gordura. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Não encontramos diferença 
significativa entre o percentual de massa corporal livre de gordura 
dos animais hiperalimentados (n= 6 animais) e controle (n= 6 
animais), sendo p> 0,05. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 10: Gordura corporal total. Os valores foram expressos 
como média + desvio padrão. Diferença significativa entre os 
animais hiperalimentados (n= 6 animais) e controle (n= 6 animais), 
sendo **p< 0,01. 



 

5.1.4 Gordura retroperitoneal dos animais hiperalimentados e controle 

 

 

Os camundongos Swiss hiperalimentados demonstraram elevação da gordura 

retroperitoneal em comparação ao controle na idade de 120 dias (vide figura 11). Os 

animais hiperalimentados apresentaram gordura retroperitoneal de 0,79 g + 0,1 e os 

animais controle exibiram gordura retroperitoneal de 0,44 g + 0,1 aos 120 dias de 

idade. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 11: Gordura retroperitoneal. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa 
entre os animais hiperalimentados (n= 6 animais) e controle 
(n= 6 animais), sendo ***p< 0,001. 
 



 

5.1.5 Glicemia e insulinemia de jejum dos animais hiperalimentados e controle 

 

 

Os camundongos Swiss hiperalimentados apresentaram-se hiperglicêmicos 

em relação ao controle na idade de 120 dias (vide figura 12). Os animais 

hiperalimentados apresentaram glicemia de jejum igual a 151,83 mg/ dl + 8,3; 

enquanto os animais controle exibiram glicemia de jejum de 118,0 mg/ dl + 1,0 aos 

120 dias de vida. 

Acrescenta-se que os camundongos hiperalimentados apresentaram-se 

hiperinsulinêmicos em relação aos camundongos controle aos 120 dias (vide figura 

13). Os animais hiperalimentados apresentaram insulinemia de jejum igual a 54,06 

µUI/ ml + 2,3; enquanto os animais controle exibiram insulinemia de jejum de 19,28 

µUI/ ml + 1,53 na idade adulta. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

Figura 12: Glicemia de jejum. Os valores foram expressos como média + 
desvio padrão. Diferença significativa entre os animais hiperalimentados 
(n= 4 animais) e controle (n= 4 animais), sendo ***p< 0,001. 
 

 
 Figura 13: Insulinemia de jejum. Os valores foram expressos como média 

+ desvio padrão. Diferença significativa entre os animais hiperalimentados 
(n= 4 animais) e controle (n= 4 animais), sendo ***p< 0,001. 



 

5.1.6 Grelinemia de jejum dos animais hiperalimentados e controle 
 

 

Os camundongos Swiss hiperalimentados apresentaram-se hipogrelinêmicos 

em relação ao controle aos 120 dias de vida (vide figura 14). Os animais 

hiperalimentados apresentaram grelinemia de jejum igual a 98,64 pg/ ml + 56,5; 

enquanto os animais controle exibiram grelinemia de jejum de 201,14 pg/ ml + 46,4 

aos 120 dias. 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 14: Grelinemia de jejum. Os valores foram expressos 
como média + desvio padrão. Diferença significativa entre os 
animais hiperalimentados (n= 5 animais) e controle (n= 5 
animais), sendo *p< 0,05. 



 

Para fins didáticos os resultados referentes à secreção de insulina in vitro e aos 

conteúdos de GHSR1A/ Actina, GLUT2/ Actina, PAMPK/ Actina e PAKT/ Actina 

foram compartimentalizados e serão apresentados da seguinte forma: 

 

• 1º nos animais controle em presença de glicose + grelina (Seção II). 

• 2º nos animais controle e hiperalimentados em presença de glicose (Seção 

III). Esta seção inclui os dados dos animais controle com glicose da seção II. 

• 3º nos animais controle e hiperalimentados em presença de glicose e grelina 

(Seção IV). Esta seção inclui os dados das seções II e III. 

 

 

Semelhantemente, os conteúdos de UCP2/ Actina serão apresentados da 

seguinte forma: 

 

• 1º nos animais controle e hiperalimentados em presença de glicose (Seção V, 

figura 31). 

• 2º nos animais controle e hiperalimentados em presença de glicose + grelina 

(Seção V, figura 34). A figura 34 inclui os dados da figura 31. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

5.2 Seção II: Secreção de insulina in vitro e conteúdo de proteínas específicas 

nas ilhotas pancreáticas dos animais controle em presença de glicose mais 

grelina 

 

 

5.2.1 Secreção de insulina in vitro dos animais controle em presença de glicose mais 

grelina 

 

 

Observamos ação estimulatória da grelina acilada na segunda fase da 

secreção de insulina in vitro dos camundongos Swiss adultos das ninhadas controle 

(vide figura 15). 

Em presença de glicose com grelina os animais controle exibiram uma 

secreção de insulina de 15,08 µUI/ml + 0,7; 57,56 µUI/ml + 21,3; 114,30 µUI/ml + 

15,9; 89,74 µUI/ml + 16,4; 208,50 µUI/ml + 40,85 e 41,68 µUI/ml + 4,3, 

respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Todavia, na 

ausência de grelina estes animais apresentaram uma secreção de insulina de 11,75 

µUI/ml + 1,5; 52,08 µUI/ml + 1,5; 60,94 µUI/ml + 10,1; 86,90 µUI/ml + 9,5; 74,31 

µUI/ml + 7,7 e 27,45 µUI/ml + 6,1, respectivamente nos tempos supracitados. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2 Conteúdo de GHSR1A/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais controle 

em presença de glicose mais grelina 

 
Figura 15: Secreção de insulina in vitro dos camundongos controle. As ilhotas 
pancreáticas dos animais controle foram incubadas em solução de Krebs 
contendo glicose basal com e sem grelina acilada (zero minuto) e glicose 
estimulatória com e sem grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores 
foram expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa entre os 
animais controle com glicose (n= 4 animais) e os animais controle com glicose 
acrescida de grelina (n= 4 animais), sendo *p< 0,05. 



 

Identificamos semelhança no conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas 

pancreáticas das ninhadas controle em presença de glicose com e sem grelina 

acilada (vide figura 16). Porém, através da análise das áreas sobre as curvas 

(mostrada na figura 17) verificamos tendência à elevação do GHSR1A/ Actina em 

presença de glicose com grelina. Em presença de glicose com grelina os animais 

controle exibiram um conteúdo de GHSR1A/ Actina de 1,07 % + 0,1; 1,68 % + 0,7; 

1,44 % + 0,5; 1,54 % + 0,8; 1,59 % + 1,0 e 2,96 % + 2,6, respectivamente nos 

tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência de grelina os animais 

controle apresentaram um conteúdo de GHSR1A/ Actina de 0,82 % + 0,2; 1,34 %  + 

0,7; 1,22 % + 0,3; 1,20 % + 0,2; 0,95 % + 0,1 e 1,18 % + 0,4, respectivamente nos 

tempos supracitados. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos 
camundongos controle. Realizou-se Western blotting após incubação das 
ilhotas pancreáticas dos animais controle em solução de Krebs contendo 
glicose basal com e sem grelina acilada (zero minuto) e glicose 
estimulatória com e sem grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os 
valores foram expressos como média + desvio padrão. Não encontramos 
diferença significativa entre os animais controle com glicose (n= 4 animais) 
e os animais controle com glicose acrescida de grelina (n= 4 animais), 
sendo p> 0,05. 
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5.2.3 Área sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ Actina das ilhotas 

pancreáticas dos animais controle em presença de glicose mais grelina 

 

Destacadamente, através da análise das áreas sobre as curvas tornou-se 

evidente a tendência (p= 0,057) à elevação do conteúdo de GHSR1A/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss adultos das ninhadas controle em 

presença de glicose com grelina acilada ao longo do tempo estudado (vide figura 

17). Tais animais apresentaram uma área total sobre a curva de 121,70 + 35,7 ao 

final de 60 minutos. Na ausência de grelina os animais controle exibiram uma área 

total sobre a curva de 66,48 + 12,1 no tempo supracitado. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Área total sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ 
Actina nas ilhotas pancreáticas dos camundongos controle. Os valores 
foram expressos como média. Ressalta-se que as áreas sobre as 
curvas dos animais controle com glicose (n= 4 animais) e dos animais 
controle com glicose acrescida de grelina (n= 4 animais) tendem a ser 
diferentes, sendo p= 0,057. 



 

5.2.4 Conteúdo de GLUT2/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais controle em 

presença de glicose mais grelina 

 

 

Verificamos comportamento semelhante do conteúdo de GLUT2/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss adultos das ninhadas controle em 

presença de glicose com e sem grelina acilada (vide figura 18). Estes animais 

apresentaram um conteúdo de GLUT2/ Actina de 0,66 % + 0,1; 1,15 % + 0,4; 0,53 % 

+ 0,1; 0,57 % + 0,2; 0,61 % + 0,1 e 1,13 % + 0,2, respectivamente nos tempos: zero 

(0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência de grelina os animais controle 

apresentaram um conteúdo de GLUT2/ Actina de 0,78 % + 0,3; 0,93 % + 0,1; 1,03 % 

+ 0,2; 0,57 % + 0,2; 0,8 % + 0,3 e 1,07 % + 0,8, respectivamente nos tempos 

supracitados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Conteúdo de GLUT2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos 
camundongos controle. Realizou-se Western blotting após incubação das 
ilhotas pancreáticas dos animais controle em solução de Krebs contendo 
glicose basal com e sem grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória 
com e sem grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Não encontramos diferença 
significativa entre os animais controle com glicose (n= 4 animais) e os animais 
controle com glicose acrescida de grelina (n= 4 animais), sendo p> 0,05. 
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5.2.5 Conteúdo de PAMPK/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais controle em 

presença de glicose mais grelina 

 

 

Encontramos diferenças significativas intra-grupo no conteúdo de PAMPK/ 

Actina nas ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss adultos das ninhadas 

controle em presença de glicose sem e com grelina acilada (vide figura 19). Os 

mesmos mostraram um conteúdo de PAMPK/ Actina de 0,68 % + 0,3; 1,38 % + 0,1; 

0,81 % + 0,2; 0,54 % + 0,2; 1,32 % + 0,4 e 0,91 % + 0,2, respectivamente nos 

tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Adicionalmente, na ausência de grelina 

os animais controle apresentaram um conteúdo de PAMPK/ Actina de 0,95 % + 0,2; 

2,22 % + 0,6; 1,03 % + 0,2; 0,81 % + 0,2; 0,94 % + 0,1; 1,15 % + 0,3, 

respectivamente nos tempos supracitados. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Conteúdo de PAMPK/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos 
camundongos controle. Realizou-se Western blotting após incubação das 
ilhotas pancreáticas dos animais controle em solução de Krebs contendo 
glicose basal com e sem grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória 
com e sem grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa intra-grupo 
controle com glicose (n= 4 animais) e controle com glicose acrescida de 
grelina (n= 4 animais), sendo *p< 0,05 e **p< 0,01. 
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5.2.6 Conteúdo de PAKT/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais controle em 

presença de glicose mais grelina 

 

Apontamos comportamento semelhante do conteúdo de PAKT/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss adultos das ninhadas controle em 

presença de glicose com e sem grelina acilada (vide figura 20). Estes animais 

apresentaram um conteúdo de PAKT/ Actina de 0,69 % + 0,2; 1,04 % + 0,4; 1,12 % 

+ 0,3; 0,71 % + 0,3; 1,26 % + 0,5 e 0,86 % + 0,1, respectivamente nos tempos: zero 

(0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência de grelina os animais controle 

apresentaram um conteúdo de PAKT/ Actina de 0,95 % + 0,2; 1,11 % + 0,1; 1,14 % 

+ 0,2; 0,97 % + 0,1; 0,88 % + 0,2 e 1,20 % + 0,1, respectivamente nos tempos 

supracitados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

Figura 20: Conteúdo de PAKT/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos 
camundongos controle. Realizou-se Western blotting após incubação das 
ilhotas pancreáticas dos animais controle em solução de Krebs contendo 
glicose basal com e sem grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória 
com e sem grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Não encontramos diferença 
significativa entre os animais controle com glicose (n= 4 animais) e os animais 
controle com glicose acrescida de grelina (n= 4 animais), sendo p> 0,05. 
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5.3 Seção III: Secreção de insulina in vitro e conteúdo de proteínas específicas 

nas ilhotas pancreáticas dos animais controle e hiperalimentados em presença 

de glicose 
 

 

5.3.1 Secreção de insulina in vitro dos animais hiperalimentados e controle em 

presença de glicose 

 

 

Observamos expressivo aumento da secreção de insulina in vitro nos 

camundongos Swiss adultos das ninhadas hiperalimentadas em comparação as 

ninhadas controle a partir de 10 minutos em presença de glicose 16,7 mM (vide 

figura 21). 

Sob estímulo da glicose os animais hiperalimentados exibiram uma secreção 

de insulina de 122,37 µUI/ml + 61,2; 144,91 µUI/ml + 14,5; 198,90 µUI/ml + 27,8; 

209,66 µUI/ml + 46,5; 441,88 µUI/ml + 30,2 e 214,34 µUI/ml + 29,8, respectivamente 

nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Acrescenta-se que os animais 

controle apresentaram uma secreção de insulina de 11,75 µUI/ml + 1,5; 52,08 µUI/ml 

+ 1,5; 60,94 µUI/ml + 10,1; 86,90 µUI/ml + 9,5; 74,31 µUI/ml + 7,7 e 27,45 µUI/ml + 

6,1, respectivamente nos tempos supracitados. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Secreção de insulina in vitro dos camundongos hiperalimentados e 
controle. As ilhotas pancreáticas dos animais controle e hiperalimentados 
foram incubadas em solução de Krebs contendo glicose basal (zero minuto) e 
glicose estimulatória aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa intra-grupo 
controle (n= 4 animais) e intra-grupo hiperalimentado (n= 4 animais), sendo 
*p< 0,05. Diferença significativa entre os animais controle e hiperalimentados, 
sendo #p< 0,05, ##p< 0,01 e ###p< 0,001. 



 

5.3.2. Conteúdo de GHSR1A/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais 

hiperalimentados e controle em presença de glicose 

 

Identificamos elevação do conteúdo de GHSR1A/ Actina nos camundongos 

Swiss adultos das ninhadas hiperalimentadas em comparação as ninhadas controle 

aos 30 minutos em presença de glicose 16,7mM (vide figura 22). 

Em presença de glicose os animais hiperalimentados exibiram um conteúdo 

de GHSR1A/ Actina de 0,91 % + 0,3; 1,50 % + 0,1; 0,84 % + 0,1; 1,01 % + 0,02; 

3,05 % + 2,13 e 1,47 % + 0,4, respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 

60 minutos. Com relação aos animais controle, os mesmos apresentaram um 

conteúdo de GHSR1A/ Actina de 0,82 % + 0,2; 1,34 % + 0,7; 1,22 % + 0,3; 1,20 % + 

0,2; 0,95 % + 0,1 e 1,18 % + 0,4, respectivamente nos tempos supracitados 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e 
controle. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas pancreáticas dos animais controle 
em solução de Krebs contendo glicose basal (zero minuto) e glicose estimulatória aos 2, 5, 10, 30 e 
60 minutos. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa entre os 
animais controle (n= 4 animais) e hiperalimentados (n= 4 animais), sendo #p< 0,05. As bandas de 
GHSR1A e de Actina serão demonstradas na seção IV. 
  

 



 

5.3.3. Conteúdo de GLUT2/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais 

hiperalimentados e controle em presença de glicose 

 

Verificamos comportamento semelhante do conteúdo de GLUT2/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas nos camundongos Swiss adultos das ninhadas 

hiperalimentadas em comparação às ninhadas controle em presença de glicose 

(vide figura 23). 

Os animais hiperalimentados apresentaram um conteúdo de GLUT2/ Actina 

de 1,09 % + 0,5; 1,22 % + 0,3; 0,85 % + 0,4; 0,72 % + 0,3; 0,85 % + 0,5 e 0,82 % + 

0,5, respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Em adição, os 

animais controle apresentaram um conteúdo de GLUT2/ Actina de 0,78 % + 0,3; 

0,93 % + 0,1; 1,03 % + 0,2; 0,57 % + 0,2; 0,8 % + 0,3 e 1,07 % + 0,8, 

respectivamente nos tempos supracitados. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Conteúdo de GLUT2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e 
controle. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas pancreáticas dos animais controle 
em solução de Krebs contendo glicose basal (zero minuto) e glicose estimulatória aos 2, 5, 10, 30 e 60 
minutos. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. Não encontramos diferença 
significativa entre os animais controle (n= 4 animais) e hiperalimentados (n= 4 animais), sendo p> 0,05. 
As bandas de GLUT2 e de Actina serão demonstradas na seção IV. 

 



 

5.3.4. Conteúdo de PAMPK/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais 

hiperalimentados e controle em presença de glicose 

 

Encontramos diferenças significativas intra-grupo no conteúdo de PAMPK/ 

Actina nas ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss adultos das ninhadas 

hiperalimentadas e controle em presença de glicose (vide figura 24).  

Os animais hiperalimentados mostraram um conteúdo de PAMPK/ Actina de 

0,48 % + 2,7; 1,33 % + 0,4; 1,46 % + 0,6; 0,90 % + 0,1; 0,91 % + 0,3 e 1,28 % + 0,4, 

respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Enquanto os 

animais controle apresentaram um conteúdo de PAMPK/ Actina de 0,95 % + 0,2; 

2,22 % + 0,6; 1,03 % + 0,2; 0,81 % + 0,2; 0,94 % + 0,1; 1,15 % + 0,3, 

respectivamente nos tempos supracitados. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24: Conteúdo de PAMPK/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e 
controle. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas pancreáticas dos animais controle 
em solução de Krebs contendo glicose basal (zero minuto) e glicose estimulatória aos 2, 5, 10, 30 e 
60 minutos. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa intra-
grupo controle (n= 4 animais) e intra-grupo hiperalimentado (n= 4 animais), sendo *p< 0,05 e **p< 
0,01. As bandas de PAMPK e de Actina serão demonstradas na seção IV. 

 



 

5.4.1. Secreção de insulina in vitro dos animais hiperalimentados e controle em 

presença de glicose mais grelina 

 

Diferentemente dos animais controle que apresentaram aumento significativo 

da secreção de insulina in vitro aos 30 minutos em presença de glicose com grelina 

em comparação a glicose sem grelina, respectivamente 208,50 µUI/ml + 40,85 e 

74,31 µUI/ml + 7,7; os animais hiperalimentados não mostraram alterações 

significativas (intra-grupo) na secreção de insulina em nenhum dos tempos 

estudados (vide figura 25). Em presença de glicose com grelina os hiperalimentados 

exibiram uma secreção de insulina de 115,87 µUI/ml + 45,58; 243,76 µUI/ml + 25,0; 

179,86 µUI/ml + 22,1; 235,81 µUI/ml + 20,3; 384,96 µUI/ml + 33,9 e 61,78 µUI/ml + 

35,6, respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência 

de grelina estes animais apresentaram uma secreção de insulina de 122,37 µUI/ml + 

61,2; 144,91 µUI/ml + 14,5; 198,90 µUI/ml + 27,8; 209,66 µUI/ml + 46,5; 441,88 

µUI/ml + 30,2 e 214,34 µUI/ml + 29,8, respectivamente nos tempos supracitados. 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 25: Secreção de insulina in vitro dos camundongos hiperalimentados e controle em presença de 
grelina. As ilhotas pancreáticas dos animais controle e hiperalimentados foram incubadas em solução de 
Krebs contendo glicose basal sem e com grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória sem e com 
grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. 
Diferença significativa intra-grupo controle (n= 4 animais/ grupo), sendo *p< 0,05. Diferença significativa 
entre os grupos controle e hiperalimentado ambos com glicose acrescida ou não de grelina (n= 4 animais/ 
grupo), sendo #p< 0,05. 
 



 

5.4.2. Conteúdo de GHSR1A/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais 

hiperalimentados e controle em presença de glicose mais grelina 

 
Identificamos semelhança (intra-grupo) no conteúdo de GHSR1A/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas dos animais controle (dados descritos anteriormente) e 

hiperalimentados em presença de glicose com e sem grelina. De igual forma não 

encontramos diferença significativa entre o conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas 

pancreáticas do grupo controle com glicose acrescida de grelina e hiperalimentado 

com glicose acrescida de grelina até 60 minutos (vide figura 26). 

Em presença de glicose com grelina acilada os camundongos Swiss 

hiperalimentados exibiram um conteúdo de GHSR1A/ Actina de 0,83 % + 0,4; 1,14 

% + 0,6; 1,63 % + 0,5; 0,89 % + 0,4; 1,89 % + 1,5 e 1,96 % + 1,2, respectivamente 

nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência de grelina estes 

animais apresentaram um conteúdo de GHSR1A/ Actina de 0,91 % + 0,3; 1,50 % + 

0,1; 0,84 % + 0,1; 1,02 % + 0,1; 3,05 % + 2,1 e 1,47 % + 0,4, respectivamente nos 

tempos supracitados. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 Figura 26: Conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e controle 
em presença de grelina. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas pancreáticas dos animais 
controle e hiperalimentados em solução de Krebs contendo glicose basal sem e com grelina acilada (zero 
minuto) e glicose estimulatória sem e com grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa entre os animais controle com glicose (n= 4 
animais) e hiperalimentado com glicose (n= 4 animais), sendo #p< 0,05. 
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5.4.3. Área sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ Actina das ilhotas 

pancreáticas dos animais hiperalimentados em presença de glicose mais 

grelina 

 

Contrariamente aos animais controle que apresentaram tendência à elevação 

da área total sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas 

pancreáticas em presença de glicose com grelina em comparação às ilhotas imersas 

em glicose sem grelina (dados descritos anteriormente); os animais 

hiperalimentados não mostraram alterações significativas (intra-grupo) da área total 

sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas pancreáticas 

em presença de glicose com grelina em comparação às ilhotas imersas em glicose 

sem grelina ao longo do tempo estudado. 

Em presença de glicose com grelina acilada, os camundongos Swiss 

hiperalimentados apresentaram uma área total sobre a curva de 119,10 + 47,7 ao 

final de 60 minutos. Adicionalmente, na ausência de grelina estes animais 

demonstraram uma área total sobre a curva de 98,02 + 25,4 no tempo supracitado 

(vide figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27: Área total sobre a curva referente ao conteúdo de GHSR1A/ Actina nas ilhotas 
pancreáticas dos animais hiperalimentados e controle em presença de grelina. Os valores foram 
expressos como média. As áreas sobre as curvas dos animais hiperalimentados com glicose 
(n= 24 ninhadas) e dos animais hiperalimentados com glicose acrescida de grelina (n= 24 
ninhadas) são semelhantes, sendo p> 0,05. 



 

5.4.4. Conteúdo de GLUT2/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais 

hiperalimentados e controle em presença de glicose mais grelina 

 

Detectamos expressivo aumento no conteúdo de GLUT2/ Actina nas ilhotas 

pancreáticas do grupo hiperalimentado com glicose e grelina em comparação ao 

grupo controle com glicose e grelina aos 5 minutos (vide figura 28).  Acrescenta-se 

que também encontramos diferenças significativas entre os conteúdos de GLUT2/ 

Actina do grupo hiperalimentado com glicose aos 2, 5, 10 e 30 minutos. Além disso, 

não encontramos diferença significativa entre o grupo hiperalimentado com glicose e 

hiperalimentado com glicose acrescida de grelina nos tempos estudados. 

Em presença de glicose com grelina acilada os camundongos Swiss 

hiperalimentados exibiram um conteúdo de GLUT2/ Actina de 1,65 % + 0,4; 0,68 % 

+ 0,4; 2,07 % + 0,5; 0,70 % + 0,2; 0,66 % + 0,1 e 1,12 % + 0,21, respectivamente 

nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência de grelina estes 

animais apresentaram um conteúdo de GLUT2/ Actina de 1,09 % + 0,5; 1,22 % + 

0,3; 0,85 % + 0,4; 0,72 % + 0,3; 0,85 % + 0,5 e 0,82 % + 0,5, respectivamente nos 

tempos supracitados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Conteúdo de GLUT2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e 
controle em presença de grelina. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas 
pancreáticas dos animais controle e hiperalimentados em solução de Krebs contendo glicose basal 
sem e com grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória sem e com grelina acilada aos 2, 5, 10, 
30 e 60 minutos. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa 
intra-grupo hiperalimentado com glicose (n= 4 animais), sendo *p< 0,05. Diferença significativa entre o 
grupo controle e hiperalimentado ambos com glicose acrescida de grelina, considerando 4 animais/ 
grupo, sendo ##p< 0,01. 
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5.4.5. Conteúdo de PAMPK/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais 

controle em presença de glicose mais grelina 

 

Encontramos diferenças significativas (intra-grupo) entre os conteúdos de 

PAMPK/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss controle e 

hiperalimentados em presença de glicose (vide figura 29). 

Os animais hiperalimentados mostraram um conteúdo de PAMPK/ Actina de 

1,11 % + 1,0; 1,07 % + 0,1; 0,79 % + 0,3; 0,47 % + 0,2; 0,88 % + 0,2 e 1,00 % + 0,1, 

respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Na ausência de 

grelina estes animais apresentaram um conteúdo de PAMPK/ Actina de 0,48 % + 

2,7; 1,33 % + 0,4; 1,46 % + 0,6; 0,90 % + 0,1; 0,91 % + 0,3 e 1,28 % + 0,4, 

respectivamente nos tempos supracitados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figura 29: Conteúdo de PAMPK/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e 
controle em presença de grelina. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas pancreáticas 
dos animais controle e hiperalimentados em solução de Krebs contendo glicose basal sem e com 
grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória sem e com grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 
minutos. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. Diferença significativa intra-grupo 
controle (n= 4 animais) e hiperalimentado (n= 4 animais), sendo *p< 0,05.  
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5.5.1 Consumo de O2 das ilhotas pancreáticas dos animais controle e 

hiperalimentados em presença de glicose e oligomicina 

 

Observamos que em presença de glicose basal (2,8 mM) a respiração das 

ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss hiperalimentados encontraram-se 

prejudicada em relação ao controle, respectivamente 1,76 pmols O2/ s. ilhota-1 + 0,8 

e 4,85 pmols O2/ s. ilhota-1 + 1,5 (vide figura 30). Acrescenta-se que ao contrário das 

ilhotas pancreáticas dos animais controle que apresentaram queda da respiração em 

presença de oligomicina – inibidor da ATP sintase (2,09 pmols O2/ s. ilhota-1 + 0,4), 

as ilhotas dos hiperalimentados mantiveram sua respiração (1,43 pmols O2/ s.ilhota-1 

+ 0,1), sugerindo possível aumento do conteúdo da proteína desacopladora UCP2. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Figura 30: Consumo de O2 das ilhotas pancreáticas em presença de glicose e oligomicina. As ilhotas 
pancreáticas dos animais controle e hiperalimentados foram incubadas em RPMI contendo glicose basal 
posteriormente acrescida de oligomicina. Os valores foram expressos como média + desvio padrão. 
Diferença significativa entre os animais controle com glicose (n= 4 ninhadas) e hiperalimentados com 
glicose (n= 4 ninhadas), sendo ##p< 0,01. Diferença significativa entre os animais controle com glicose (n= 
4 ninhadas) e controle com glicose e oligomicina (n= 4 ninhadas), sendo **p< 0,01. 
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5.5.2. Conteúdo de UCP2/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais controle 

e hiperalimentados em presença de glicose 

 

Verificamos comportamento semelhante do conteúdo de UCP2/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas nos camundongos Swiss adultos das ninhadas 

hiperalimentadas em comparação as ninhadas controle em presença de glicose 

(vide figura 31). 

Em presença de glicose as ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss 

hiperalimentados apresentaram um conteúdo de UCP2/ Actina de 0,71 % + 0,2; 1,22 

% + 0,3; 1,32 % + 0,1; 0,90 % + 0,1; 1,04 % + 0,4 e 0,97 % + 0,1, respectivamente 

nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Em adição, as ilhotas pancreáticas 

dos camundongos controle apresentaram um conteúdo de UCP2/ Actina de 0,94 % 

+ 0,3; 1,59 % + 1,0; 0,99 % + 0,1; 1,02 % + 0,1; 0,77 % + 0,2 e 1,31 % + 0,4, 

respectivamente nos tempos supracitados. 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.5.3 Consumo de O2 das ilhotas pancreáticas dos animais controle e 

hiperalimentados em presença de glicose, grelina e oligomicina 

 

Em princípio entendemos que a grelina acilada não atuou de forma 

significativa na respiração das ilhotas pancreáticas tanto dos animais 

Figura 31: Conteúdo de UCP2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais 
hiperalimentados e controle. Realizou-se Western blotting após incubação das 
ilhotas pancreáticas dos animais controle (n= 4 animais) e hiperalimentados 
(n= 4 animais) em solução de Krebs contendo glicose basal (zero minuto) e 
glicose estimulatória aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram 
expressos como média + desvio padrão. As bandas de UCP2 e Actina serão 
mostradas na figura 34. 
  

 



 

hiperalimentados quanto animais controle (vide figura 32), entretanto ao verificarmos 

a RCR (demonstrada na figura 33) identificamos ação inibitória da grelina acilada na 

respiração das ilhotas dos camundongos Swiss controle.  

Observamos que em presença de glicose basal acrescida de grelina acilada a 

respiração das ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados e controle 

apresentaram variações não significativas, as mesmas mantiveram-se em 

respectivamente 2,43 + 0,1 pmols O2/ s. ilhota-1 e 3,44 + 0,4 pmols O2/ s. ilhota-1. 

Além disso, confirmamos a queda da respiração das ilhotas pancreáticas dos 

animais controle em presença de oligomicina (1,66 + 0,2 pmols O2/ s. ilhota-1), assim 

como a manutenção da respiração das ilhotas pancreáticas dos hiperalimentados 

(1,75 + 0,3 pmols O2/ s. ilhota-1) em presença de oligomicina. 
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Figura 32: Consumo de O2 das ilhotas pancreáticas em presença de glicose, grelina e oligomicina. 
As ilhotas pancreáticas dos animais controle e hiperalimentados foram incubadas em RPMI contendo 
glicose basal posteriormente acrescida de grelina acilada e oligomicina. Os valores foram expressos 
como média + erro padrão. Animais controle (n= 4) e hiperalimentados (n= 4). ##p< 0,01 e ***p< 0,001 
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5.5.4.  Razão do controle respiratório das ilhotas pancreáticas dos animais e 

controle e hiperalimentados 

 

Através da razão do controle respiratório (RCR), verificamos que a grelina 

acilada exerceu efeito semelhante ao produzido pela oligomicina na respiração das 

ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss controle, ou seja, a grelina diminuiu o 

consumo de O2 pelas ilhotas controle (vide figura 33). Todavia, tal efeito não foi 

observado nas ilhotas pancreáticas dos camundongos hiperalimentados. 

Na ausência de grelina as ilhotas pancreáticas dos animais controle 

apresentaram um RCR de 2,51 + 0,7. Diante de grelina acilada o RCR destes 

animais foi de 1,45 + 0,2. Adicionalmente, os animais hiperalimentados exibiram na 

ausência de grelina um RCR de 1,44 + 0,2. Quando em presença de grelina acilada 

os animais hiperalimentados demonstraram um RCR de 1,32 + 0,1. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Razão do controle respiratório das ilhotas pancreáticas (RCR). As ilhotas pancreáticas 
dos animais controle e hiperalimentados foram incubadas em RPMI contendo glicose basal 
posteriormente acrescida de grelina acilada e oligomicina. Os valores foram expressos como média + 
desvio padrão. Animais controle (n= 4) e hiperalimentados (n= 4), sendo *p< 0,05 e ###p< 0,001.  

 



 

5.5.5. Conteúdo de UCP2/ Actina das ilhotas pancreáticas dos animais e 

controle e hiperalimentados em presença de glicose mais grelina 

 

Sabendo-se que a grelina diminuiu a respiração das ilhotas controle, 

entendemos que deveríamos averiguar o conteúdo de UCP2/ Actina nas ilhotas 

pancreáticas dos camundongos Swiss controle e também hiperalimentados em 

presença de grelina acilada. 

Verificamos comportamento semelhante do conteúdo de UCP2/ Actina nas 

ilhotas pancreáticas nos camundongos Swiss hiperalimentados em comparação aos 

camundongos controle em presença de glicose acrescida de grelina (vide figura 34). 

Em presença de glicose com grelina acilada as ilhotas pancreáticas dos 

camundongos Swiss hiperalimentados apresentaram um conteúdo de UCP2/ Actina 

de 0,62 % + 0,4; 0,68 % + 0,4; 1,59 % + 1,1; 0,44 % + 0,1; 1,05 % + 0,3 e 0,97 % + 

0,4, respectivamente nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. 

Adicionalmente, as ilhotas pancreáticas dos camundongos controle apresentaram 

um conteúdo de UCP2/ Actina de 1,00 % + 0,3; 1,04 % + 0,3; 1,25 % + 0,2; 1,60 % + 

0,9; 1,35 % + 0,6 e 1,15 % + 0,7, respectivamente nos tempos supracitados. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 34: Conteúdo de UCP2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados 
e controle em presença de grelina. Realizou-se Western blotting após incubação das ilhotas 
pancreáticas dos animais controle (n= 4 animais) e hiperalimentados (n= 4 animais) em solução de 
Krebs contendo glicose basal sem e com grelina acilada (zero minuto) e glicose estimulatória sem e 
com grelina acilada aos 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. Os valores foram expressos como média + desvio 
padrão.  
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6  DISCUSSÃO 

 
Os nossos resultados confirmam os relatos encontrados na literatura que 

demonstram a associação entre as alterações nutricionais no início da vida e seus 

efeitos prospectivos na idade adulta relacionados ao status nutricional neonatal 

(WATERLAND & GARZA, 1999). Corroboram também estudos que assinalam a 

importância da nutrição durante a lactação na determinação específica do processo 

de Impressão Metabólica (PLAGEMANN et al, 1992 & 1999; MOURA et al, 2002). 

Desta forma, podemos afirmar que alterações nutricionais no período da lactação 

devem ser consideradas deletérias e determinantes no estabelecimento de 

alterações da saúde em longo prazo.  

A assertiva acima se justifica pelo amplo conhecimento da importância da 

lactação. Este processo fisiológico orientado principalmente para o estabelecimento 

de vias regulatórias que proporcionarão autonomia fisiológica ao organismo em 

relação ao meio ambiente, uma vez alterado, determina processos adaptativos 

objetivando a otimização da utilização dos nutrientes em restrição ou em excesso.  

O leite materno, como demonstramos (CUNHA et al, 2009), através de seus 

nutrientes age diretamente no desenvolvimento e na função dos órgãos através da 

construção e regulação das vias metabólicas celulares. Assim, tais vias podem 

desenvolver-se normalmente ou sofrer modificações (adaptações) devido a uma 

condição anômala como a falta ou o excesso de nutrientes na lactação. Por 

exemplo, estas adaptações frente a um ambiente de plena oferta alimentar no início 

da vida podem gerar na idade adulta o aparecimento da obesidade, diabetes mellitus 

e doenças cardiovasculares (LUCAS, 1998; WATERLAND & GARZA, 1999; 

GODFREY & BARKER, 2000). Desta forma, as adaptações necessárias no início da 

vida podem determinar um custo fisiológico na idade adulta representado pelas 

doenças anteriormente citadas.  

A ação específica dos nutrientes na modulação do comportamento alimentar 

durante a lactação tem sido muito estudada. Um importante mecanismo sugerido 

como responsável pela modificação do comportamento alimentar está relacionado à 

elevação dos hormônios insulina e leptina no período perinatal. Sugere-se que a 

elevação destes hormônios, neste período específico do desenvolvimento, induz o 

aumento da galanina, um neuropeptídeo que estimula de forma potente o consumo 

de alimentos e o ganho de peso corporal (PLAGEMMAN et al, 1999). Além disso, a 



 

insulina e a leptina podem interferir no crescimento da rede neural hipotalâmica 

(PINTO et al, 2004; McMILLEN & ROBINSON, 2005; HORVATH & BRUNING, 

2006), modificando permanentemente os centros de fome e saciedade (MOURA et 

al, 2002) e em consequência o comportamento alimentar. 

Tem sido demonstrado que o hormônio gástrico grelina também pode regular 

o comportamento alimentar. A grelina estimula a fome e inibe a saciedade (GIL-

CAMPOS et al, 2006; HOSODA et al, 2002) ao bloquear a ação anorexigênica da 

insulina e da leptina pela inibição dos receptores MC4 hipotalâmicos (NAKAZATO et 

al, 2001; HOSODA et al, 2002).  

Sabe-se que a grelina acilada interfere de maneira direta na secreção de 

insulina (Adeghate et al, 2002; Date et al, 2002; Lee et al, 2002; Egido et al, 2002; 

Broglio et al, 2002; Reimer et al, 2003). Sendo assim, a dinâmica da regulação do 

comportamento alimentar englobaria não só a ação central da grelina, mas também 

sua ação periférica. Neste caso, o hormônio grelina apresenta-se como de particular 

interesse, pois sua atuação no organismo representa a integração de diferentes 

órgãos, tais como: estômago, hipotálamo e pâncreas (CASTAÑEDA et al, 2010). 

Os nossos resultados confirmam o efeito prospectivo do desequilíbrio de 

nutrientes no início da vida. Constatamos que na fase adulta (120 dias) os animais 

hiperalimentados atingiram um comprimento naso-anal semelhante ao dos animais 

controle, entretanto a mesma similaridade não foi observada em relação ao ganho 

de peso corporal. Os animais hiperalimentados apresentaram aumento do peso 

corporal de aproximadamente 20% na idade de 120 dias em comparação aos 

animais controle. Na idade adulta também identificamos nos hiperalimentados maior 

Índice de Lee, elevação do percentual de gordura corporal total e aumento da 

gordura retroperitoneal em comparação aos animais controle. Além disso, 

verificamos semelhante massa corporal livre de gordura entre os animais 

hiperalimentados e controle aos 120 dias.  

Os resultados supracitados demonstram que o aumento de peso corporal 

apresentado pelos animais hiperalimentados não esteve relacionado ao crescimento 

longitudinal nem ao percentual de proteína corporal total; o incremento de 20% no 

peso corporal dos hiperalimentados esteve diretamente associado ao excesso de 

gordura visceral notadamente da região retroperitoneal na idade adulta. A 

importância destes dados deve-se ao fato de que os adipócitos do tecido adiposo 

visceral são muito sensíveis às catecolaminas (MORI et al, 2009; ANTHONY et al, 



 

2009) e portanto, bastante ativos em comparação aos adipócitos do tecido adiposo 

subcutâneo. Assim, havendo excesso de gordura visceral acontece intensa lipólise 

seguida de aumento da liberação de ácidos graxos livres (AGL) no plasma 

(WALTON et al, 1995; GASTALDELLI et al, 2002; GURNELL et al, 2003; GUNGOR 

et al, 2005). Como consequência, ocorre o estabelecimento de perfil metabólico 

aterogênico que favorece a doença arterial coronariana (DESPRES et al, 1989), 

além de resistência à insulina no fígado e no músculo esquelético (POULIOT et al, 

1992; ROSS et al, 2002; CNOP et al, 2003; ABATE et al, 1995; MARCUS et al, 

1999), hiperinsulinemia (TCHERNOF, 1996) e outros eventos relacionados à 

sobrevivência das células β pancreáticas tais como a lipoapoptose – morte celular 

programada induzida pelos lipídeos. 

À medida que o tecido adiposo se expande, os adipócitos aumentam sua 

secreção de leptina (JÉQUIER & TAPPY, 2002). Esta adipocina inibe a síntese de 

ceramidas9 (por exemplo, no músculo esquelético e no pâncreas) e estimula a 

oxidação dos ácidos graxos mantendo-os em nível adequado (ZHANG et al, 1994; 

SCHERER et al, 1995; MAEDA et al, 1996). Assim, a leptina evita a acumulação 

ectópica de lipídeos e a lipoapoptose (UNGER, 2003; LANG et al, 2011). 

Especificamente no pâncreas, a ação antiesteatótica da leptina envolve a inibição da 

atividade da serina palmitoil transferase – SPT, enzima responsável pela formação 

de ceramida a partir da condensação de palmitoil-CoA com serina (WEISS et al, 

1997). Além disso, a leptina previne a supressão da expressão da proteína 

antiapoptótica BCL2 em ilhotas pancreáticas expostas a quantidades excessivas de 

ácidos graxos (SHIMABUKURO et al, 1998).  

Nossos resultados confirmam o desenvolvimento de hiperglicemia de jejum 

acompanhada de hiperinsulinemia nos camundongos Swiss adultos 

hiperalimentados – desequilíbrios que primeiramente podem levar à hipersecreção 

de insulina pelas células β pancreáticas e em último caso comprometimento da 

capacidade secretora das mesmas relacionado à degeneração celular.  

Destacamos também que as alterações morfofuncionais citadas acima foram 

observadas em camundongos db/db. Os camundongos db/db são caracterizados 

pela ausência do receptor de leptina de cadeia longa, hiperfagia, obesidade extrema 

e desenvolvimento da diabetes mellitus (COLEMAN, 1978; LEIBEL, 1997). Durante 

a fase inicial da doença (4 a 10 semanas), os camundongos db/db exibiram 
                                            
9 Esfingolipídio evolvido com a homeostase celular e processos patológicos tais como apoptose e estresse oxidativo. 



 

hiperglicemia, hiperinsulinemia compensatória e resistência periférica à insulina. Na 

fase tardia (a partir de 12 semanas), estes animais apresentaram diminuição da 

insulina plasmática relacionada à degeneração das células β pancreáticas e atrofia 

das ilhotas pancreáticas (MIYAWAKI et al, 2008). 

Além de alterações na glicemia e insulinemia, identificamos hipogrelinemia de 

jejum nos camundongos hiperalimentados em comparação ao controle. 

Corroborando os nossos dados, um estudo sobre a resposta metabólica ao jejum em 

camundongos obesos C57BL6 e em camundongos ob/ob10 identificou elevação 

menos pronunciada da grelina plasmática nestes animais quando comparados ao 

controle após jejum de 24 horas (UENO et al, 2007). Também após investigação 

realizada em indivíduos severamente obesos (IMC= 44,5 + 7,1 Kg/ m2) e em 

indivíduos não obesos (IMC= 23,1+ 1,3 Kg/ m2) constatou-se hipogrelinemia de 

jejum e menores níveis de grelina plasmática pós-prandial nos indivíduos obesos em 

comparação aos não obesos (CARLSON et al, 2009). 

Ao estudar o papel da grelina na modulação da adiposidade corporal em 

modelo experimental de obesidade em camundongos, nosso grupo identificou 

aumento do conteúdo do receptor da grelina tipo 1A (GHSR1A) no tecido adiposo 

branco de camundongos Swiss hiperalimentados jovens (SOARES et al, 2011). 

Ainda nestes animais, constatou-se modificação do metabolismo energético do 

adipócito através da elevação do conteúdo das proteínas GLUT4, PI3K, PAKT, 

PAMPK e CPT1 em relação aos animais controle aos 21 dias de vida (SOARES et 

al, 2011). 

Nossos estudos também trataram do aumento da sensibilidade à grelina 

presente no pâncreas, pois como identificamos as ilhotas pancreáticas dos 

camundongos hiperalimentados adultos apresentaram maior conteúdo de GHSR1A/ 

Actina em comparação ao controle aos 30 minutos de estimulação com glicose não 

adicionada de grelina.  

A seguir, discutiremos o efeito da grelina acilada no processo de estímulo-

secreção de insulina in vitro, primeiramente nos camundongos controle.  

Sabe-se que após o consumo de alimentos os carboidratos são digeridos e 

então absorvidos. A grande elevação de glicose (WICKSTEED et al, 2003) e outros 

produtos da digestão, tais como os aminoácidos (KRAUSE et al, 2011; AMARAL et 

al, 2010), bem como o GLP-1 (Peptídeo semelhante ao glucagon- 1) e o GIP – 
                                            
10 Camundongos caracterizados pela deficiência na produção do hormônio leptina. 



 

Peptídeo inibitório gástrico (HOLNESS et al, 2011), estimulam a liberação de 

insulina na corrente sanguínea reduzindo a glicemia, normalizando-a. Considerando 

que diferentes trabalhos apontam a grelina como parte integrante deste mecanismo 

de regulação (FUKOMIRI et al, 2011; ADEGHATE & PONERY, 2002; DATE et al, 

2002; LEE et al, 2002), investigamos a possível ação da grelina acilada na secreção 

de insulina in vitro dos camundongos Swiss controle e hiperalimentados adultos em 

diferentes intervalos de tempo associados tanto a 1a quanto a 2a fase da liberação 

da insulina. 

Desta forma, de acordo com os nossos dados a grelina acilada atuaria no 

controle glicêmico da seguinte maneira: Ela aumentaria a 2a fase da secreção de 

insulina somente em presença de alta concentração de glicose. Os nossos 

camundongos controle exibiram elevação da secreção de insulina in vitro 

exclusivamente aos 30 minutos em presença de grelina acilada e glicose a 16,7 mM 

(278 mg/ dl). No tempo zero (0) minuto, quando as ilhotas pancreáticas 

permaneceram em presença de grelina acilada e glicose a 2,8 mM (47 mg/ dl), bem 

como aos 2, 5, 10 e 60 minutos quando as ilhotas estiveram em presença de grelina 

acilada e glicose a 16,7 mM, não detectamos alterações significativas da secreção 

de insulina in vitro. 

Uma vez identificada a ação estimulatória da grelina acilada na secreção de 

insulina in vitro nos animais controle conduzimos nossas investigações em direção a 

possível participação da PAMPK e da PAKT (CASTAÑEDA et al, 2010) como 

mecanismos de atuação da grelina nas células β pancreáticas. Ainda assim, as 

ilhotas pancreáticas dos camundongos controle não demostraram alterações 

significativas nos conteúdos de PAMPK/ Actina e de PAKT/ Actina em presença de 

grelina acilada. De modo adicional, observamos comportamento semelhante do 

conteúdo de GLUT2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos camundongos controle em 

presença de grelina. 

Tendo em vista o perfil dos conteúdos de GLUT2/ Actina, PAMPK/ Actina e 

PAKT/ Actina apresentado pelas ilhotas pancreáticas dos animais controle em 

presença de grelina, procedemos nossas investigações considerando ser possível a 

existência de perturbações em nível de metabolismo mitocondrial. 

Após a análise da razão do controle respiratório (RCR) averiguamos que a 

grelina acilada diminuiu o consumo de O2 pelas ilhotas pancreáticas dos 

camundongos controle. Inicialmente pareceu-nos contraditório haver aumento da 



 

secreção de insulina e diminuição do consumo de O2, pois entendemos que a 

diminuição da utilização de O2 implicaria na diminuição da síntese de ATP. Não 

obstante, segundo Maechler & Wollheim (2001), a exocitose da insulina é disparada 

pelo aumento da razão ATP/ ADP no citosol e pela abertura direta dos canais de 

cálcio tipo L nas células β pancreáticas (NAKATA et al, 2011).  

Consta na literatura que em neurônios hipotalâmicos (KOHNO et al, 2008) e 

em células da próstata (DÍAZ-LEZAMA et al, 2010) a grelina atua diretamente nos 

canais de cálcio tipo L aumentando a concentração de cálcio intracelular, no entanto 

ainda não há relatos de que a grelina acilada promova a abertura desse tipo de 

canal nas células β pancreáticas.  

Outra maneira de estimular a secreção de insulina é através da ativação dos 

receptores muscarínicos das células β pancreáticas (DUTTAROY et al, 2004; 

ZAWALICH et al, 2004). Até o momento sabemos que a administração 

intraperitoneal de grelina potencializou o efeito do agonista colinérgico carbacol 

estimulando a secreção de insulina em camundongos (SALEHI et al, 2004). Tal 

evidência aponta a via colinérgica como um dos possíveis mecanismos de ação 

pelos quais a grelina estimularia a secreção de insulina. 

Tendo em vista às considerações supracitadas, entendemos que a grelina 

acilada melhorou a eficiência metabólica das células β pancreáticas, pois apesar de 

induzir menor consumo de O2 pelas ilhotas pancreáticas houve elevação da 

secreção de insulina in vitro nos camundongos controle. Adicionalmente, não 

identificamos alterações significativas do conteúdo de UCP2/ Actina nas ilhotas 

pancreáticas dos animais controle em presença de grelina. 

Identificamos também que a grelina acilada não interferiu de maneira 

significativa na secreção de insulina in vitro nem no consumo de O2 das ilhotas 

pancreáticas quando o fator sobrepeso esteve presente. Porém, antes de 

abordarmos esta questão é importante apontar os efeitos prospectivos da 

hiperalimentação no processo de estímulo-secreção de insulina: 

Observamos que o excesso de nutrientes no período de lactação modificou o 

perfil de secreção de insulina dos camundongos na idade adulta. Verificamos que as 

ilhotas pancreáticas dos camundongos hiperalimentados exibiram aumento da 

secreção de insulina in vitro em presença de glicose, acompanhada da diminuição 

do consumo de O2 em comparação ao controle. Compreendemos que a otimização 

da capacidade secretora das células β pancreáticas é um mecanismo de adaptação 



 

à condição de intolerância à glicose apresentada por estes animais na idade adulta 

(MARTINS et al, 2008). Além disso, de acordo com colocação anterior, as ilhotas 

pancreáticas dos camundongos hiperalimentados apresentaram elevação do 

conteúdo de GHSR1A/ Actina em comparação ao controle. Entendemos que este 

aumento do conteúdo de GHSR1A nas ilhotas pancreáticas dos animais 

hiperalimentados é um mecanismo de adaptação à hipogrelinemia. 

Identificamos que em presença de grelina acilada e glicose as ilhotas 

pancreáticas dos camundongos hiperalimentados demonstraram aumento agudo da 

sua capacidade de transportar glicose. Segundo nossos resultados, os animais 

hiperalimentados apresentaram aumento do conteúdo de GLUT2/ Actina aos 5 

minutos em comparação ao controle em presença de grelina e glicose estimulatória. 

Notadamente não encontramos diferenças significativas no conteúdo de PAMPK/ 

Actina nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados em comparação aos 

animais controle em presença de grelina e glicose nos tempos estudados. 

Demonstramos que apesar de elevar o conteúdo de GLUT2 e 

consequentemente aumentar a entrada de energia sob a forma de glicose nas 

células β pancreáticas, a grelina acilada não interferiu de maneira significativa na 

secreção de insulina in vitro nos tempos: zero (0), 2, 5, 10, 30 e 60 minutos. De igual 

maneira não encontramos diferenças significativas no consumo de O2 e conteúdo de 

UCP2/ Actina nas ilhotas pancreáticas dos camundongos hiperalimentados diante de 

grelina nos tempos supracitados. Considerando a presença de estado 

hiperglicêmico-hiperinsulinêmico, entendemos como proveitoso o comportamento da 

grelina acilada em relação à exocitose de insulina nos camundongos 

hiperalimentados, pois um aumento ainda maior da secreção de insulina destes 

animais (haja vista ação da grelina nos animais controle) elevaria a possibilidade de 

exaustão das células β pancreáticas e o consequente comprometimento da 

capacidade secretora das mesmas (MIYAWAKI et al, 2008). 

Destacamos ainda que as células β pancreáticas são dotadas de mecanismo 

de autopreservação associado à grelina. Tem sido demonstrado que a grelina 

acilada inibe a apoptose nas ilhotas pancreáticas ao interferir em diversas vias de 

sinalização relacionadas à proliferação e a sobrevivência celular, tais como a via da 

ERK1/2 (ZHANG et al, 2007), MAPKs, AKT e BCL2 (GRANATA et al, 2007). 

Sabendo-se que a energia proveniente da glicólise é imprescindível à síntese 

protéica e a renovação celular, entendemos que o aumento do conteúdo de GLUT2 



 

nas ilhotas pancreáticas dos animais hiperalimentados em presença de grelina tem 

possível relação com o efeito antiapoptótico da grelina nas células ß pancreáticas. 

Verificamos que os efeitos prospectivos da hiperalimentação na lactação 

associaram-se a elevação da adiposidade, bem como alterações no perfil secreção 

de insulina e metabolismo da glicose, além do aumento da sensibilidade periférica à 

grelina nos camundongos adultos.  Em relação à ação da grelina acilada na 

secreção de insulina in vitro dos camundongos controle observamos efeito 

estimulatório na idade adulta. Adicionalmente, identificamos que diante do fator 

sobrepeso a grelina acilada não foi capaz de estimular a secreção de insulina in vitro 

nos tempos estudados, todavia tal hormônio demonstrou-se eficiente modulador da 

capacidade transportadora de glicose nas células β pancreáticas dos camundongos 

Swiss hiperalimentados adultos. 



 

7 CONCLUSÕES 

 

Com base nos nossos resultados pode-se concluir que: 

 

1) A hiperalimentação na lactação exacerbou o ganho de peso corporal nos 

camundongos Swiss ao longo de 120 dias. Verificamos ainda que o incremento 

de 20% no peso corporal dos camundongos hiperalimentados associou-se ao 

aumento do tecido adiposo branco notadamente da região retroperitoneal na 

idade adulta. 

 

2) O consumo excessivo de nutrientes na lactação levou ao quadro de 

hiperglicemia acompanhada de hiperinsulinemia compensatória nos 

camundongos hiperalimentados adultos. Além destas alterações, detectamos 

diminuição da grelina plasmática de jejum nestes animais aos 120 dias. 

 

3) Observamos que a grelina acilada estimulou a 2ª fase da secreção de insulina in 

vitro dos camundongos controle adultos em presença de glicose estimulatória. 

Tal efeito não foi associado à alteração dos conteúdos de GLUT2, PAMPK e 

PAKT nas ilhotas pancreáticas destes animais. 

 

4) A grelina acilada diminuiu a razão do controle respiratório das ilhotas 

pancreáticas dos camundongos controle de 120 dias, todavia não apontamos 

alteração no conteúdo de UCP2 nas ilhotas destes animais. 

 

5) Verificamos que a hiperalimentação na lactação conduziu ao aumento do 

conteúdo de GHSR1A nas ilhotas pancreáticas dos camundongos Swiss em 

comparação ao grupo controle na idade adulta e aumentou a secreção de 

insulina in vitro. 

 

6) A grelina acilada elevou o conteúdo de GLUT2 nas ilhotas pancreáticas dos 

hiperalimentados adultos, todavia este hormônio não interferiu de forma 

significativa na secreção de insulina in vitro, nem no conteúdo de PAMPK, UCP2 

e consumo de O2 das ilhotas pancreáticas dos hiperalimentados em comparação 

ao grupo controle aos 120 dias de vida. 
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