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RESUMO 
 
 

BORGES, Celina Carvalho. Efeitos adversos da deficiência de vitamina D em ilhotas 
pancreáticas de camundongos alimentados com dieta hiperlipídica. 2015. 77f. 
Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia 
Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2015. 
 
  Objetivo: Avaliar os efeitos da deficiência de vitamina D sobre a massa 
corporal, perfil hormonal, função do pâncreas endócrino e metabolismo de 
carboidratos nos animais que receberão dieta hiperlipídica com restrição de vitamina 
D. Métodos: camundongos C57BL/6 machos foram alimentados com dieta controle 
(C) contendo 10% de energia proveniente dos lipídios ou com dieta hiperlipídica (HL) 
contendo 50% de energia proveniente dos lipídios com ou sem vitamina D durante 8 
semanas. Foram analisados parâmetros metabólicos, massa corporal e consumo de 
energia; análises hormonais da insulina, glucagon, leptina, adiponectina e 25(OH)D3, 
assim como a imunodensidade de insulina e glucagon, além de análises moleculares 
como a expressão de proteínas na via Pi3k/Akt. Resultados: Os resultados 
mostraram que não houve diferenças na massa corporal entre os grupos HL e 
HL/VitD-. A deficiência de vitamina D em camundongos do grupo HL/VitD- agravou o 
quadro de hiperinsulinemia (P=0,04), hiperleptinemia (P=0,0002), resistência à 
insulina (HOMA-IR, P=0,04); alterações funcionais nas ilhotas pancreáticas, 
incluindo desarranjo das células beta e distribuição das células alfa. Na via de 
sinalização da insulina, a expressão de IRS2 foi aumentada no grupo C/VitD- 
(P=0,001) e diminuída no grupo HL/VitD- (P=0,009). Curiosamente, a expressão da 
FOXO1 foi maior no grupo HL/VitD- que no grupo HL (P=0,03) e a expressão de 
PDX1 foi menor no grupo HL/VitD- do que no grupo HL (P=0,025) indicando que 
tanto a dieta HL como a deficiência de vitamina D influenciaram na regulação destas 
proteínas (Two-way ANOVA, P<0,0001). Conclusões: A deficiência de vitamina D 
potencializa o remodelamento morfofuncional adverso da ilhota pancreática em 
camundongos obesos, contribuindo para a homeostase irregular da glicose. Estes 
resultados sugerem que esta condição pode antecipar o início do diabetes mellitus 
tipo 2 em indivíduos obesos. 
 

Palavras-chave: Deficiência de vitamina D. Obesidade. Ilhotas pancreáticas. 

Resistência à insulina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT  

 

  

BORGES, Celina Carvalho. Adverse effects of vitamin D deficiency in pancreatic islet 
animals that receive high-fat diet. 2015. 77f. Dissertação (Mestrado em Biologia 
Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

 Objective: To evaluate the effects of vitamin D deficiency on body mass, 
hormonal profile, endocrine pancreas function and carbohydrate metabolism in 
animals that received high-fat diet with vitamin D restriction. Methods: C57BL/6 male 
mice were fed a control diet (SC) containing 10% energy from fat or a high-fat diet 
(HF) containing 50% energy from fat, with or without vitamin D for 8 weeks. Metabolic 
parameters, such as body mass and energy intake were analized; hormonal analyses 
of insulin, glucagon, leptin, adiponectin and 25(OH)D3 were performed as well as 
insulin and glucagon immunostaining; and molecular analyses such as protein 
expression in the Pi3k/Akt pathway were done. Results: The results showed that 
there were no differences in body mass between the HF and the HF/VitD- groups. 
Vitamin D deficiency in diet-induced obese mice exacerbated hyperinsulinemia 
(P=0.04), hyperleptinemia (P=0.0002), insulin resistance (HOMA-IR, P=0.04), and 
promoted changes in pancreatic islet function, including disarrangement of alpha 
cells and beta cells distribution. In the insulin signaling pathway, IRS2 expression 
was up-regulated in the SC/VitD- group (P=0.001) and down-regulated in the 
HF/VitD- group (P=0.009). Interestingly, FOXO1 expression was higher in the 
HF/VitD- group than the HF group (P=0.03) and the PDX1 expression was lower in 
the HF/VitD- group than the HF group (P=0.025), indicating that both the HF diet and 
the vitamin D deficiency influenced the regulation of these proteins expressions (two-
way ANOVA, P<0.0001). Conclusions: Vitamin D deficiency exacerbates structural 
and physiological adverse remodeling of the pancreatic islet in obese mice, 
contributing to abnormal glucose homeostasis. These results suggest that this 
condition could anticipate type 2 diabetes mellitus onset in obese individuals.  
 

Keywords: Vitamin D deficiency. Obesity. Pancreatic islet. Insulin resistance. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Atualmente a hipovitaminose D é considerado um problema de saúde pública 

em todo o mundo (de Borst et al., 2011). A vitamina D é uma vitamina lipossolúvel 

cuja função fisiológica mais conhecida nos vertebrados é manter as concentrações 

séricas de cálcio e de fósforo a uma taxa que sustente os processos celulares, a 

função neuromuscular e a calcificação óssea, aumentando a eficiência do intestino 

delgado em absorver cálcio e fosfato da dieta (Norman, 2008). 

  Encontrada na forma biologicamente inativa, necessita de sucessivas 

hidroxilações no fígado para formar a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D3] (Calcidiol) e 

no rim para formar a 1,25-diidroxivitamina D [1,25(OH)2D3] (Calcitriol), sua forma 

biologicamente ativa. A 1,25(OH)2D3 interage com um receptor nuclear específico, o 

receptor de vitamina D (Vitamin D Receptor - VDR) em seus tecidos alvo, presentes 

nos principais sítios de ação desta vitamina, como rins, glândulas paratireoides, 

intestino delgado e osso (Kimball et al., 2008). Porém, recentemente descobriu-se 

que a maioria das células apresentam o VDR, como as células beta pancreáticas, 

hepatócitos, adipócitos e miócitos (Mason et al., 2011), sugerindo que a função 

dessa vitamina se estenda além do metabolismo ósseo. 

 Além disso, estudos apontam que a deficiência de vitamina D pode predispor 

à intolerância à glicose, diminuir a secreção de insulina e favorecer o 

desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e obesidade (Pittas et al., 2010). 

Em um estudo experimental em camundongos, os autores demonstraram que a 

deficiência de vitamina D provoca intolerância à glicose, alterando a transcrição de 

genes relacionados com a função normal das ilhotas pancreáticas (Cheng et al., 

2013). Por outro lado, a obesidade agrava o quadro de resistência à insulina, 

podendo levar ao DM2 (Pittas e Dawson-Hughes, 2010). 

 Normalmente, indivíduos obesos apresentam baixos níveis séricos de 

vitamina D, e a 1,25(OH)2D3 controla o influxo de cálcio intracelular (Chiu et al., 

2004). Uma vez que o cálcio é necessário tanto para a secreção de insulina pelas 

células beta pancreáticas, como para a captação de glicose pelos músculos 

esqueléticos, o menor influxo de cálcio para o meio intracelular, diminui a secreção e 

a sensibilidade à insulina (Kenty e Melton, 2015). 



16 
 

      O pâncreas é um dos órgãos mais afetados na obesidade. Com o consumo 

crônico de dietas hiperenergéticas ocorre um processo conhecido como 

glicolipotoxicidade que se refere aos efeitos deletérios combinados, de níveis 

elevados de glicose e ácidos graxos livres (AGL) na função das células beta 

pancreáticas (Poitout e Robertson, 2008).  

 A hipótese deste trabalho é que a combinação da deficiência de vitamina D 

com a obesidade em camundongos, quadro tão comum na atualidade, agravaria os 

efeitos deletérios no pâncreas, alterando a via de sinalização da insulina, além de 

diminuir a secreção e a sensibilidade à insulina. Para testar tal hipótese, utilizamos 

camundongos machos C57BL/6 adultos que foram induzidos à obesidade por 

ingestão de dieta hiperlipídica sem vitamina D. Investigamos o pâncreas endócrino, 

a distribuição e a massa de células alfa/beta nas ilhotas pancreáticas e a expressão 

proteica de fatores de transcrição envolvidos na via de sinalização da insulina 

Pi3k/Akt (Fosfotidilinositol 3 quinase/Proteína quinase B), como possíveis 

mecanismos para o desencadeamento do DM2 neste modelo experimental. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Vitamina D  

 

 

A vitamina D, pertencente ao grupo das vitaminas lipossolúveis, é 

considerada um hormônio esteroide cujos precursores são adquiridos na dieta ou 

produzido na pele dos seres humanos. O termo vitamina D engloba um grupo de 

moléculas derivadas do 7-deidrocolesterol (7-DHC). Sob essa denominação ampla 

abrangem-se tanto o metabólito ativo [1,25(OH)2D3] como a sua forma de pré-

hormônio [25(OH)D3] comumente dosada, assim como seus precursores, entre eles 

a vitamina D3 (Colecalciferol) e vitamina D2 (Ergosterol) (Figura 1) (Castro, 2011). 

 

Figura 1 - Fórmulas químicas da vitamina D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Legenda: Os diferentes compostos que são usualmente classificados como vitamina D: o    
Colecalciferol ou Vitamina D3 (A), Ergosterol ou Vitamina D2 (B), Calcidiol (C) e 
Calcitriol (D).  

     Fonte:  Adaptado de CASTRO, 2011. 

 

 Inicialmente, o termo “vitamina” foi sugerido por Casimir Funk, em 1911 que 

previu que uma "amina vital” presente nos alimentos era necessária para a saúde e 
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sobrevivência de um ser e não apenas os macronutrientes como acreditava-se até 

então (Funk., 1911). Desde a descoberta da vitamina A, em 1913, a importância das 

vitaminas tem sido cada vez mais discutida e as recomendações dos valores de 

ingestão assim como as suplementações tornaram-se foco de alguns pesquisadores 

(Davis, 1913). 

 A função da vitamina D e sua ação nos processos metabólicos são 

pesquisadas desde o século XVII, baseado em sua relação com o raquitismo que 

assolava os países ocidentais naquela época (Bouillon et al., 2008). O raquitismo 

era uma doença que atingia grande parcela das crianças, ou porque evitavam a 

exposição à luz solar, como acontecia com as de maior classe social ou porque 

consumiam alimentos pobres em vitamina D, como acontecia nas famílias mais 

pobres que viviam nas favelas. Além disso, a poluição crescente e a penumbra 

consequente do desenvolvimento nas grandes cidades europeias industrializadas 

agravaram ainda mais este quadro (Bouillon et al., 2008). 

 Em 1916, Harry Steenbock, na Universidade de Wisconsin realizou um estudo 

experimental com cabras que mostrou que quando esses animais eram mantidos ao 

ar livre com exposição ao sol do verão, apresentavam balanço positivo de cálcio. 

Entretanto, no inverno, quando as cabras eram mantidas em local fechado e na 

ausência de luz solar, apresentavam balanço negativo de cálcio (Steenbock e Hart, 

1916). Mais tarde, em 1924, Steenbock fez uma pesquisa semelhante com ratos e 

concluiu que uma fração de lipídios inativos presentes na pele dos ratos seriam 

ativados pela luz ultravioleta (até então desconhecia-se que a luz ultravioleta B 

[UVB] era responsável pela síntese de vitamina D) (Steenbock, 1924). 

 Com o avanço das pesquisas, o raquitismo gradualmente desapareceu ao 

longo dos anos, as pessoas passaram a se expor mais à luz solar (com maior 

exposição à luz UVB) e, concomitantemente, passaram a ingerir mais alimentos 

fonte de vitamina D ou a usar suplemento oral de vitamina D, como por exemplo, o 

óleo de fígado de bacalhau (fonte de vitamina D3 ou colecalciferol) (Bouillon et al., 

2008). 

 O estudo da vitamina D tomou tal proporção que, em 1928, Adolf Otto 

Reinhold Windaus ganhou o Prêmio Nobel de Química com um trabalho sobre a 

formulação e síntese química do colecalciferol (Vitamina D3) e propôs que a vitamina 

D fosse considerada um composto nutricional vital para o organismo (Bouillon et al., 

2008). 
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 Uma das principais funções da vitamina D é o controle da homeostase óssea. 

A 1,25(OH)2D3 realiza esta função aumentando a eficiência da absorção no intestino 

delgado do cálcio e do fósforo da dieta e mobiliza os depósitos de cálcio e fósforo 

nos ossos, quando necessário, a fim de manter a homeostase sanguínea desses 

minerais. (Norman, 2008). Ambas as vitaminas D2 e D3 podem ser obtidas pela 

alimentação, porém os alimentos não veiculam grandes quantidades dessa vitamina, 

contribuindo apenas com cerca de 10 a 20% das recomendações diárias (Norman, 

2008). As principais fontes dietéticas de vitamina D2 são encontradas nos alimentos 

de origem não animais como fungos comestíveis, e as fontes de vitamina D3 são 

encontrados em alimentos de origem animal, como peixes gordurosos de água fria 

(atum e salmão), ovos e produtos lácteos. Os restantes 80% a 90% de vitamina D 

necessária para o organismo são sintetizadas endogenamente em um processo 

iniciado pela exposição aos raios solares UVB (Holick, 2006). 

 A síntese endógena de vitamina D se inicia através da transformação do 

precursor epitelial 7-DHC em vitamina D3 por ação dos raios UVB, através de uma 

cascata de reações fotolíticas e enzimáticas na camada cutânea. Depois, a vitamina 

D3 entra na circulação sanguínea e é transportada para o fígado unida à uma 

proteína ligante da vitamina D (Vitamin D Binding Protein - DBP). No fígado, ocorre a 

primeira hidroxilação para formar a 25(OH)D3, que será secretada no plasma. Nos 

rins, ocorre a segunda hidroxilação e consequente ativação da vitamina D, tema que 

foi muito bem descrito em uma revisão recente de Kenty e Melton em 2015. Para se 

tornar ativa, a 25(OH)D3 é hidroxilada pela enzima 25-hidroxivitamina D-1α-

hidroxilase (1α-hidroxilase) nos rins, transformando a vitamina D na sua forma 

metabolicamente ativa, a 1,25(OH)2D3 (Kenty e Melton, 2015).  

 O nível plasmático de vitamina D é mensurado na forma da 25(OH)D3, pois a 

forma biologicamente ativa desta vitamina, a 1,25(OH)2D3, é mais difícil de ser 

mensurada devido as seguintes razões: 

 

a) Os níveis plasmáticos da 1,25(OH)2D3 são mantidos rigorosamente em 

concentrações normais;  

b) Os níveis plasmáticos de 25(OH)D3 são aproximadamente cem vezes 

maiores do que os da 1,25(OH)2D3;  

c) A hidroxilação da 25(OH)D3 a 1,25(OH)2D3 ocorre em diversos tecidos, 

suprindo as necessidades locais;  
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d) a meia-vida da 1,25(OH)2D3 é de aproximadamente seis horas, 

enquanto que a meia vida da 25(OH)D3, é de duas a três semanas 

(Mosekilde, 2005). 

 Os efeitos biológicos da forma ativa da vitamina D, a 1,25(OH)2D3, são 

mediados pelo VDR, presentes nos principais locais de ação, como rins, glândulas 

paratireoides, intestino delgado e ossos (Kimball et al., 2008) e na maioria das 

células nucleadas como as células beta-pancreáticas, hepatócitos, adipócitos e 

tecido muscular esquelético (Mason et al., 2011). 

 Com a redução nos níveis plasmáticos da 1,25(OH)2D3, ocorre diminuição dos 

níveis sanguíneos de cálcio, consequentemente as glândulas paratireoides detectam 

essa redução e aumentam a síntese e secreção do hormônio da paratireoide, o 

paratormônio (PTH) (Heaney et al., 2003 ). Os níveis elevados de PTH circulantes 

aumentam a reabsorção do tecido ósseo, promovendo a retirada de cálcio deste 

tecido, aumentam também a reabsorção tubular de cálcio pelo ultrafiltrado tubular 

renal e aumentam a produção renal da 1,25(OH)2D3 (Holick, 2006). Com o objetivo 

de aumentar a eficiência da absorção intestinal de cálcio, associado ao PTH, a 

1,25(OH)2D3 induz indiretamente as células-tronco monocíticas a se tornarem 

osteoclastos funcionais e maduros e para induzir a mobilização dos depósitos de 

cálcio do osso (Figura 2) (Tsiaras e Weinstock, 2011). 
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Figura 2 - Ação da 1,25(OH)2D3 sobre o metabolismo ósseo 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: A vitamina D pode ser absorvida pela dieta ou ser sintetizada através da conversão da 

enzima 7-dehidrocolesterol pela ação dos raios solares UVB. A vitamina D3 é hidroxilada 
no fígado formando a 25(OH)D3 e no rim, sofre ação da enzima 1α-hidroxilase, formando a 
1,25(OH)2D3, forma metabolicamente ativa que atua no intestino delgado promovendo 
maior absorção de cálcio e mantendo o balanço de cálcio positivo. O PTH, produzido 
pelas glândulas paratireoides, também ajuda a manter o cálcio em níveis normais.  

Fonte: A autora, 2015.  

 

 

 Apesar de o rim ser o principal local de ativação da vitamina D, a enzima 1α-

hidroxilase pode ser encontrada em outros tecidos, como próstata, mama, cólon, 

pâncreas e células do sistema imune. Acredita-se, porém, que a hidroxilação 

extrarrenal tenha efeito autócrino e parácrino local não fazendo parte da circulação 

sistêmica (Prentice, 2008). 

Em humanos, a IDR de 25(OH)D3 para indivíduos adultos, entre 20 e 70 anos, 

é de 50nmol/L(Ross et al., 2011). Este valor garante uma adequada homeostase 

óssea, pode prevenir doenças cardiovasculares, hipertensão arterial, diabetes 

mellitus, síndrome metabólica, doenças autoimunes e desordens neuropsicológicas. 

Para atingir este valor da vitamina D sérica, a recomendação de ingestão diária é de 

600UI/dia (Ross et al., 2011). 
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A deficiência da vitamina D pode favorecer a intolerância à glicose, diminuir a 

secreção de insulina e favorecer o desenvolvimento do DM2 (Pittas e Dawson-

Hughes, 2010), da obesidade e da hipertensão arterial sistêmica (Pittas et al., 2010). 

Isto é preocupante, uma vez que em 2008, uma publicação referente ao 22nd 

Marabou Symposium: the changing faces of vitamin D mostrou que cerca de um 

bilhão de indivíduos em todo mundo apresentam algum nível de deficiência de 

vitamina D (James, 2008). Além do mais, pesquisas mostram que indivíduos obesos 

apresentam baixos níveis séricos de vitamina D e esta deficiência se agrava à 

medida que o grau de obesidade aumenta (Wortsman et al., 2000).  

 

 

1.2 Obesidade 

 

 

 O aumento da obesidade surge como uma epidemia e de forma alarmante 

atinge indivíduos de todas as idades e níveis socioeconômicos. Estudos confirmam 

a crescente magnitude de obesidade em crianças, adolescentes, adultos e mulheres 

em idade reprodutiva. Dados da Organização Mundial de Saúde1 (OMS, 2014) 

mostram que aproximadamente 13% da população mundial adulta (11% dos 

homens e 15% das mulheres) eram obesos em 2014. A OMS2 estima que, em 2015, 

aproximadamente 55% de adultos do Brasil tem excesso de peso e 

aproximadamente 17% são obesos. 

 Como causas da obesidade, podem ser apontados o estilo de vida sedentário 

e o consumo de alimentos com alta densidade energética (Gallou-Kabani e Junien, 

2005). Segundo inquérito nutricional realizado no Brasil (IBGE, 2008) houve um 

aumento no consumo total de gordura, principalmente as gorduras saturadas e, 

também aumento do consumo de carboidratos simples. Além disso, houve aumento 

acentuado do consumo de alimentos industrializados como refrigerantes, 

                                                           
1
 Organização Mundial da Saúde. Obesidade e Sobrepeso. Disponível em: 

<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/>. Acesso em: 20 jul. 2015.  
2
 Organização Mundial da Saúde. Obesidade e Sobrepeso. Disponível em: 

<http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/>. Acesso em: 20 jul. 2015.  
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salgadinhos e fast food e diminuição igualmente intensa do consumo de alimentos in 

natura, como leguminosas e vegetais3.  

 Além disso, a obesidade é considerada uma doença multifatorial que 

favorece o aparecimento de outras doenças, tais como dislipidemia, doença 

cardiovascular, DM2 e certos cânceres (Swinburn et al., 2011)(Figura 3).  

 

 

Figura 3 - Obesidade e comorbidades associadas 

 

 

 Legenda: A obesidade é uma doença multifatorial que acomete diversos órgãos, colaborando para   
o desenvolvimento de diversas doenças.  

     Fonte: A autora, 2015. 

  

 Atualmente, o tecido adiposo é considerado um órgão secretor altamente 

ativo e amplamente distribuído ao longo do corpo. O tecido adiposo secreta 

adipocinas que atuam em diferentes partes do organismo. As adipocinas influenciam 

na regulação da homeostase e atuam em diversos processos como: ingestão de 

alimentos, balanço energético, ação da insulina, metabolismo de lipídios e hidratos 

de carbono, remodelamento vascular, pressão sanguínea e coagulação (Bluher, 

2012). Atualmente se conhece mais de 50 citocinas secretadas pelo tecido adiposo, 

                                                           
3
 Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística. Pesquisa de Orçamento Familiar 2008-2009. 

Disponível em: <http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2008_2009/>. 
Acesso em: 20 fev. 2015. 
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sendo as mais relevantes a leptina, adiponectina e resistina, além de componentes 

do sistema renina-angiotensina (SRA) e ouros produtos como fator de necrose 

tumoral alfa, interleucina-6, proteína C reativa (PCR) e os receptores ativados de 

proliferação peroxissomal por ligantes gama (Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor gamma - PPAR gama) (Tilg e Moschen, 2006).  

 Ao contrário das outras adipocinas, a adiponectina está diminuída nos 

indivíduos obesos, o que pode ser um fator a mais para o desenvolvimento do DM2, 

uma vez que um dos seus principais efeitos da adiponectina é o aumento da 

sensibilidade à insulina (Akagiri et al., 2008). Neste ponto, a vitamina D pode ser 

uma aliada para aumentar os níveis de adiponectina, pois estudos clínicos mostram 

que a concentração plasmática de 25(OH)D3 tem correlação positiva com os valores 

plasmáticos de adiponectina (Nimitphong et al., 2009; Al-Daghri et al., 2013). 

 A leptina, outra adipocina importante secretada pelo tecido adiposo, depois 

de secretada pelo adipócito, chega à circulação, atravessa a barreira hemato-

encefálica e se liga à receptores específicos no hipotálamo. A estimulação destes 

receptores leva à supressão do apetite e aumento do metabolismo, por meio da 

estimulação da atividade simpática (Bluher, 2012). Também podem ser observados 

efeitos periféricos no pâncreas, como a inibição da liberação de insulina pelas 

células beta-pancreáticas no estado alimentado (Ceddia et al., 1999) 

 Há uma relação direta entre quantidade de tecido adiposo e as 

concentrações de leptina, de modo que um aumento das reservas de gordura 

normalmente leva a um aumento concomitante da quantidade de leptina no sangue. 

Entretanto, indivíduos obesos paradoxalmente apresentam resistência à leptina no 

hipotálamo e perda da capacidade de supressão da leptina sobre a secreção de 

insulina pelas células beta-pancreáticas, contribuindo assim, para o desenvolvimento 

de hiperinsulinemia e resistência à insulina (Gray et al., 2010).  

 Parece que a leptina atenua a resposta imune, o que contribuiria ainda mais 

para a inflamação crônica que os indivíduos obesos apresentam (Fantuzzi e 

Faggioni, 2000). E para agravar ainda mais este quadro, a vitamina D também tem 

um papel importante na resposta imune. Em situação de baixa concentração de 

vitamina D, o sistema imunológico produz uma resposta autorreativa, sintetizando 

células T e interleucinas pró-inflamatórias que agem contra o próprio organismo, 

predispondo o organismo a desenvolver um estado de inflamação crônica (Mangin et 

al., 2014). 
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 Entretanto, a associação entre deficiência de vitamina D e sensibilidade à 

insulina na obesidade ainda é controverso. Uma discussão comum na literatura é a 

seguinte: é a hipovitaminose D que provoca obesidade ou é a obesidade que 

provoca hipovitaminose D? (Pourshahidi, 2015). Como já foi dito, indivíduos obesos 

apresentam baixos níveis de 25(OH)D3. Estudos epidemiológicos mostram que há 

uma relação inversamente proporcional entre os níveis plasmáticos de vitamina D e 

a quantidade de tecido adiposo (Earthman et al., 2012; Gonzalez et al., 2013).  

 Em roedores, o papel da vitamina D na obesidade ainda é controversa. Por 

exemplo, um trabalho recente com camundongos C57BL/6 mostrou que a 

suplementação com vitamina D3 preveniu o aumento da massa corporal em 

camundongos obesos (Marcotorchino et al., 2014). Liu e colaboradores mostraram 

em outro trabalho recente, que camundongos obesos da cepa ICR que receberam 

dieta sem vitamina D, diminuíram a adiposidade corporal e melhoram a resposta da 

insulina, pelo aumento das enzimas carnitina palmitoil transferase (carnitine 

palmitoyl transferase 2 - Cpt2) e da proteína desacopladora mitocondrial (uncoupling 

protein 3 - UCP3) em tecido adiposo branco, ambas envolvidas na beta-oxidação 

dos AGL (Liu et al., 2015). As diferentes respostas observadas nos estudos mostra 

que este assunto não está bem esclarecido e pela grande influência que a vitamina 

D exerce em vários processos metabólicos é importante que os desenhos 

metodológicos usados em trabalhos experimentais apresentem alta acurácia e 

reprodutibilidade.  

 Uma hipótese para os indivíduos obesos apresentarem diminuição de 

vitamina D é que o tecido adiposo seria capaz de “sequestrar” a 25(OH)D3 

plasmática impedindo que esta se ligue à proteína carreadora de vitamina D, não 

ocorrendo assim, a ativação da vitamina D na sua forma metabolicamente ativa, 

ficando novamente disponível apenas com a mobilização da gordura do adipócito e 

o consequente emagrecimento, liberando a 25(OH)D3 de volta para a circulação 
(Earthman et al., 2012). Outra hipótese para a diminuição dos níveis plasmáticos de 

vitamina seria a síntese diminuída de 25(OH)D3 no fígado, local de hidroxilação 

primária, uma vez que a esteatose hepática, comum nos indivíduos obesos, 

atrapalharia a conversão desta vitamina no fígado (Targher et al., 2007). 

 Estudos mostram que camundongos knockout para o VDR apresentam 

resistência à obesidade induzida por dieta. Tal fenótipo estaria relacionado com um 

aumento de proteínas desacopladoras mitocondriais (Uncoupling Protein - UCP), tais 
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como a UCP1 no tecido adiposo marrom com consequente aumento da beta-

oxidação dos ácidos graxos (Wong et al., 2009). A limitação de ganho de peso seria 

explicada pela oxidação de lipídios evidenciada pelo aumento da expressão dos 

genes envolvidos na oxidação dos ácidos graxos e no metabolismo mitocondrial, 

levando a um aumento do gasto de energia (Wong et al., 2009).  

 Como a produção de 25(OH)D3 pelo fígado é regulada por um mecanismo 

de retroalimentação negativa controlada pela 25(OH)D3 e 1,25(OH)2D3 e, uma vez 

que o cálcio é necessário tanto para a secreção de insulina pelas células beta-

pancreáticas, como para a captação de glicose pelo músculo esquelético, o menor 

influxo de cálcio para o meio intracelular, diminui a secreção da insulina (Schuch et 

al., 2009). Assim, é notável que concentrações adequadas de 25(OH)D3 são 

necessárias para manter a secreção adequada de insulina (Boucher, 2011).  

 

 

1.3 Pâncreas 

 

 

 O pâncreas é um dos órgãos mais afetados na obesidade, já que exerce 

papel importante no metabolismo dos carboidratos. Os hormônios glucagon e 

insulina são secretados a partir das células alfa e beta das ilhotas pancreáticas, 

respectivamente. Ambos participam da regulação da homeostase da energia e da 

sensibilidade à insulina. Fisiologicamente, o aumento na ingestão de alimentos leva 

a um aumento na secreção de insulina e diminuição dos níveis de glucagon (Cahill, 

1971). 

 Com o consumo crônico de dietas ricas em hidratos de carbono simples 

ocorre um processo conhecido como glicotoxicidade. Este processo é caracterizado 

por excesso de glicose por períodos prolongados, sobrecarregando as células beta 

pancreáticas e resultando em aumento da secreção de insulina e redução 

progressiva dos estoques de pró-insulina com diminuição da massa de células beta 

por um mecanismo de morte celular conhecido como apoptose e sem um aumento 

compensatório na proliferação de células beta (Kaiser et al., 2003).  

     Por outro lado, com o aumento do consumo de dietas ricas em lipídios, as 

células beta pancreáticas utilizam o lipídio como combustível energético em 

detrimento à glicose, levando à um estado de lipotoxicidade, modulada por sinais 
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positivos resultantes de fatores circulantes, tais como hormônios, fatores de 

crescimento e incretinas. Esta resposta também pode ser modulada por sinais 

negativos, tais como mediadores inflamatórios e citocinas (Sharma e Alonso, 2014). 

Mecanismos intracelulares de lipotoxicidade incluem estresse oxidativo, estresse do 

retículo endoplasmático e, possivelmente, apoptose, prejudicando a secreção de 

insulina e ocasionando hiperglicemia e falência das células beta, levando, em longo 

prazo, ao desenvolvimento da resistência à insulina e DM2 (Szczepaniak et al., 

2012). Porém, como a hiperglicemia ocorre junto à lipotoxicidade, o termo 

glicolipotoxicidade é mais apropriado para descrever esses efeitos deletérios dos 

lipídios sobre a função das células beta (Poitout e Robertson, 2008).  

 Além da lipotoxidade, o excesso da ingestão de lipídio, assim como 

acontece no fígado, leva ao acúmulo de gordura ectópica no tecido pancreático. 

Esta condição é chamada doença pancreática gordurosa não alcoólica (DPGNA), 

caracterizada pelo aumento de massa, gordura pancreática e liberação de citocinas 

inflamatórias com consequente hipertrofia das ilhotas e disfunção de células beta 

(Pitt, 2007).  

 De uma forma geral, a obesidade causa resistência à insulina devido às 

alterações morfofuncionais que acometem as células alfa e beta do pâncreas com 

subsequente prejuízo na via de sinalização da insulina (Ahren e Pacini, 2005; Cohen 

et al., 2015). Devido ao prejuízo causado por essa comorbidade, nas células alfa, 

ocorre aumento da síntese de glucagon e concomitante aumento da secreção de 

insulina pelas células beta (Ferrannini et al., 2007; Ahren, 2009). Essa desregulação 

na secreção dos hormônios por células alfa e beta ocasionam resistência à insulina 

e consequente desenvolvimento da intolerância à glicose, que em longo prazo, pode 

levar ao DM2 (Ahren, 2009).  

 Em humanos, a distribuição das células alfa acontece em praticamente toda 

a ilhota pancreática, assim como os outros tipos de células; nos roedores, por outro 

lado, as ilhotas apresentam uma conformação regular e arredondada onde a 

localização das células alfa se restringe à periferia e as células beta, ficam 

localizadas no interior junto com as demais células (delta, PP e epsilon) (Gil-Campos 

et al., 2004). No entanto, quando roedores são alimentados com uma dieta 

hiperlipídica, observa-se hipertrofia da ilhota, perda do formato arredondado e as 

células alfa distribuídas de forma irregular, infiltradas para o interior da ilhota 

(Adeghate et al., 2006). Em um trabalho com camundongos obesos, os autores 
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mostraram que as ilhotas pancreáticas estavam hipertrofiadas e a massa de células 

beta aumentada, características consideradas como adaptações que ocorrem nas 

ilhotas em resposta à obesidade (Earthman et al., 2012). 

 Nas células beta pancreáticas, a insulina e o fator de crescimento 

semelhante à insulina (Insulin Growth Factor 1 - IGF-1) ativam Akt de forma 

dependente à ativação da Pi3k (Dickson e Rhodes, 2004). Na via da insulina 

Pi3k/Akt, o substrato do receptor de insulina tipo 1 (Insulin Receptor Substrate 1 - 

IRS1) é o principal substrato do receptor de insulina (Insulin Receptor – IR) nas 

células beta pancreáticas. Quando a expressão da IRS1 diminui na resistência à 

insulina este substrato pode ser parcialmente compensado pelo aumento do IRS2 

(Withers et al., 1998). A ligação da insulina às subunidades alfa do seu receptor de 

membrana ativa as subunidades beta, promovendo a autofosforilação deste que por 

sua vez ativa a função tirosina-quinase intrínseca que catalisa a fosforilação de 

IRS1, que interage com Pi3k que estimula o recrutamento da principal molécula da 

cascata, a Akt (Brunet et al., 1999; Kitamura et al., 1999).  

      A proteína Akt uma vez fosforilada, regula positivamente o fator de transcrição 

forkhead 2 (Forkhead Transcription Factor 2 – FOXO2), que por sua vez, inibe o 

fator de transcrição forkhead 1 (Forkhead Transcription Factor 1 - FOXO1) (Brunet et 

al., 1999; Katoh, 2004). Com a diminuição da expressão de Akt, a expressão de 

FOXO2 diminui e o FOXO1 é mais expresso, com consequente diminuição do fator 

homeobox pancreático-duodenal (Pancreatic and duodenal homeobox 1 - PDX1), 

caracterizando um estado de disfunção celular (Kitamura et al., 2002). O PDX1 é um 

fator de transcrição-chave que é expresso em diversos estágios do desenvolvimento 

do pâncreas e também no processo de diferenciação das células beta pancreáticas. 

O gene do PDX1 é o mais precocemente identificado no desenvolvimento 

embrionário do pâncreas (Schwitzgebel et al., 2003). A expressão do PDX1 está 

ligada à preservação da função das células beta pancreáticas. Estudos clínicos 

mostram que há diminuição na expressão PDX1 na resistência à insulina e no DM2 

(Yang et al., 2012). 

 Outro fator importante na resposta da secreção de insulina são os 

transportadores de glicose (Glucose Transporter – GLUT). Em condições 

fisiológicas, o GLUT2, transportador de glicose presente no citoplasma das células 

beta pancreáticas, é estimulado à translocação na membrana plasmática pela 

concentração aumentada de glicose extracelular, possibilitando a entrada da glicose 



29 
 

na célula com consequente participação desta molécula no metabolismo energético. 

A glicose serve como substrato na via da glicólise, produzindo moléculas de piruvato 

que na mitocôndria, participa do ciclo do ácido tricarboxílico e da cadeia de 

transporte de elétrons, gerando moléculas de trifosfato de adenosina (ATP), a 

principal moeda energética que leva ao fechamento dos canais de potássio 

voltagem-dependentes (Folli et al., 2011). Estes por sua vez atuam causando 

despolarização da membrana plasmática sobre os canais de cálcio levando ao 

influxo desse íon no citoplasma, que por sua vez, promove a conversão da pró-

insulina em insulina, regulando a secreção desse hormônio (Folli et al., 2011) (Figura 

4).  

 

Figura 4 - Via de sinalização da insulina Pi3k/Akt em células beta pancreáticas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fisiologicamente, em período pós-prandial, a insulina se liga ao seu receptor na 
subunidade alfa, levando à fosforilação da subunidade beta de seu receptor de membrana. 
A fosforilação de resíduos de tirosina ativa IRS1 levando à fosforilação de Akt que conduz 
a transcrição de FOXO2 que por sua vez leva à transcrição de PDX1. Em períodos de 
jejum, Akt-p promove a transcrição de FOXO1, que inibe a transcrição de PDX1.  

Fonte: A autora, 2015.  

 A obesidade induzida por dieta hiperlipídica é normalmente acompanhada 

pelo acúmulo de gordura ectópica (em órgãos e tecidos normalmente isentos de 

gordura) e consequente inibição da sinalização da via Pi3k/Akt, o que contribui para 
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o prejuízo da sinalização de insulina nas células beta-pancreáticas (McCurdy e 

Klemm, 2013). 

 As alterações morfológicas e funcionais que acontecem na deficiência de 

vitamina D são pouco conhecidas, mas algumas publicações já mostram alguns 

achados. Apenas a deficiência de 1,25(OH)2D3 é capaz de causar uma 

desorganização estrutural das ilhotas pancreáticas como remodelamento da ilhota e 

alterações das funções como resistência à insulina, intolerância à glicose e 

diminuição da expressão de proteínas da via Pi3k/Akt. (Cheng et al., 2013). 

 Estudos in vitro e in vivo mostram que a 25(OH)D3 pode regular a secreção de 

insulina em resposta à glicose, através da modulação da calbindina-D28k, uma 

proteína dependente de vitamina D, responsável pelo transporte de cálcio no citosol, 

modulando assim, o influxo intracelular desse mineral pelos canais de cálcio 

presentes na membrana basal (Billaudel et al., 1995; Maestro et al., 2000); (Zheng et 

al., 2004). Essa ação da vitamina D sobre os canais de cálcio influencia também, a 

secreção de insulina, uma vez que a conversão de pró-insulina em insulina pelo 

retículo endoplasmático liso é modulada pelo cálcio (Billaudel et al., 1995; Faure-

Dussert et al., 1997). Quando a 25(OH)D3 está em baixa concentração plasmática, a 

liberação de insulina fica prejudicada (Zanatta et al., 2012; Thorn, 2015). Dentro 

deste contexto, a deficiência de vitamina D pode ser considerada mais um fator de 

risco independente para o desenvolvimento do DM2 (Kayaniyil et al., 2011). 

 De fato, estudos envolvendo a deficiência de vitamina D sobre a via de 

ativação da insulina Pi3K/Akt mostram diminuição da expressão de algumas 

proteínas como PDX1, GLUT2 e Akt e aumento da expressão de FOXO1 (Cheng et 

al., 2013) (Figura 4). A diminuição da liberação normal de insulina pode ser 

compensada pela ativação da via da proteína quinase ativada por adenosina 

monofosfato (AMPK), uma via alternativa, capaz de restaurar a secreção de insulina 

na deficiência de vitamina D (Bourlon et al., 1997). 

         A ativação da sinalização de Pi3k dependente de insulina leva à ativação do 

AMPK, uma importante via de sinalização nas células beta. A via AMPK atua como 

um sensor do estado de energia celular que é conservada em todas as células 

eucarióticas e ativada pelo aumento da razão AMP:ATP (monofosfato de 

adenosina:trifosfato de adenosina) causada por estresse metabólico que interfere na 

produção de ATP (por exemplo, privação de glicose ou oxigênio) (Towler e Hardie, 

2007). Trabalhos experimentais mostram que camundongos alimentados com dieta 
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hiperlipídica, tem diminuição da produção de AMP nas células beta pancreáticas e 

inibição da via AMPK (Walz, 2006). Porém, em camundongos deficientes em 

vitamina D, a baixa taxa de secreção de insulina pode ser restaurada com a ativação 

da via AMPK nas células beta, promovendo a melhora da sensibilidade a este 

hormônio, apenas com o aumento da razão de ATP:AMP (Bourlon et al., 1997). Em 

relação ao papel da 25(OH)D3 sobre a secreção e ação de insulina, estudos clínicos 

indicam que a vitamina D melhora a sensibilidade à insulina (Teegarden e Donkin, 

2009).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Gerais 

 

 

 Avaliar os efeitos da deficiência de vitamina D, função do pâncreas endócrino 

e metabolismo de carboidratos nos animais que receberam dieta hiperlipídica com 

restrição de vitamina D. 

 

 

2.2 Específicos 

 

a) Avaliar a evolução da massa corporal, ingestão alimentar, tolerância à 

glicose e resistência à insulina nos camundongos; 

b) Comprovar a deficiência de 25(OH)D3 nos animais que receberam dieta 

sem vitamina D; 

c) Avaliar o perfil de hormônios relacionados com o metabolismo dos 

carboidratos como insulina e glucagon; adipocinas como leptina e 

adiponectina após a deficiência de vitamina D; 

d) Avaliar nas ilhotas pancreáticas, a distribuição, a massa e a função de 

células alfa/beta após a deficiência de vitamina D; 

e) Avaliar a expressão proteica de fatores de transcrição envolvidos na 

função de insulina como possível mecanismo para o desenvolvimento 

do DM2 neste modelo experimental. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 Animais e Dieta 

 

 

 Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram as normas 

estabelecidas pelo guia convencional para a experimentação com animais 

(Publicação NIH Nº. 85-23, revisado em 1996).  

 Os animais utilizados foram provenientes do biotério central da Universidade 

Federal Fluminense (UFF), Niterói, Rio de Janeiro e o protocolo de experimentação 

de número CEUA/038/2013 foi aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto de 

Biologia Alberto Alcântara Gomes (IBRAG). 

 Camundongos machos, adultos, da linhagem C57BL/6 foram alocados no 

biotério do Laboratório de Morfologia, Metabolismo e Doença Cardiovascular 

(LMMC) e mantidos em gaiolas ventiladas e esterilizadas com fluxo de ar 

unidirecional e constante (Nexgen system, Allentown Inc., PA, EUA), em condições 

controladas de temperatura (21±2ºC) e umidade (57±10%).  

 Os animais foram submetidos a ciclos de 12/12h claro-escuro e livre acesso à 

comida e água. Os animais foram separados aleatoriamente aos três meses de 

idade em quatro grupos com um número de 15 animais em cada grupo. Dos 15 

animais de cada grupo, cinco foram usados para técnicas de análise morfológica e 

estereológica e 10 foram usados para a técnica de western blotting (Figura 5). 

 Os animais foram separados aleatoriamente nos seguintes grupos 

nutricionais: 

a) Grupo controle com dieta padrão AIN-93M: C 

b) Grupo dieta AIN-93M hiperlipídica com banha de porco: HL 

c) Grupo com dieta padrão AIN-93M sem vitamina D: C/VitD- 

d) Grupo dieta AIN-93M hiperlipídica com banha de porco sem vitamina 

D: HL/VitD- 
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Figura 5 - Desenho experimental 

 

 Legenda: Aos 3 meses de idade os animais receberam a dieta experimental durante 8 semanas, 
na sétima semana foi realizado o TOTG e aos 5 meses de idade (8 semanas) sofreram 
eutanásia. 

     Fonte: A autora, 2015. 

 

 

 O grupo controle (C) recebeu dieta padrão própria para roedores, segundo os 

critérios da “American Institute of Nutrition” (AIN 93M) (Reeves et al., 1993) com 10% 

da energia total proveniente dos lipídios. O grupo hiperlipídica (HL) recebeu dieta 

AIN-93M hiperlipídica, com acréscimo de banha de porco e veiculou 50% da energia 

total proveniente dos lipídios; o grupo com dieta controle sem vitamina D, recebeu 

dieta padrão AIN-93M sem vitamina D (CVitD-), com 10% da energia total 

proveniente dos lipídios e sem vitamina D na formulação da dieta. O grupo com dieta 

hiperlipídica sem vitamina D recebeu dieta AIN-93M com acréscimo de banha de 

porco e sem vitamina D (HLVitD-) veiculou 50% da energia total proveniente de 

lipídios. Todas as dietas experimentais tinham o mesmo conteúdo de proteínas e o 

incremento do percentual lipídico das dietas HL e HL/VitD- foi compensado pela 

diminição de hidratos de carbono.  

 Diariamente as dietas eram ofertadas aos animais e, caso houvesse sobras, 

essas eram desprezadas. O aporte de minerais e das demais vitaminas (exceto a 

vitamina D) foi idêntico para as quatro dietas (Reeves et al., 1993). As dietas foram 

oferecidas dos 3 aos 5 meses de idade (em um total de 8 semanas de experimento 

que é um tempo suficiente para estabelecer um estado de deficiência de vitamina 

D). As dietas foram confeccionadas pela empresa PragSoluções (Jau, SP, Brasil) 

(Tabela 1).  
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Tabela 1 - Composição das dietas segundo recomendação da AIN-93M  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Legenda: C, dieta controle; HL, dieta hiperlipídica; CvitD-, dieta controle sem vitamina D e 
HLVitD-, dieta hiperlipídica sem vitamina D. *(vitamina D3 contida na mistura de 
vitaminas).  

     Fonte: A autora, 2015. 

 

 

  

Nutrientes (g/Kg) C HL CvitD- HLVitD- 

Caseína 140 175 140 175 

Amido de milho 619,7 347,7 619,7 347,7 

Sacarose 100 100 100 100 

Óleo de soja 40 40 40 40 

Banha de porco - 238 - 238 

Fibra 50 50 50 50 

L-Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8 

Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 

Antioxidante 1,0 1,0 1,0 1,0 

Mistura de Minerais  35 35 35 35 

Mistura de Vitaminas 10 10 10 10 

Vitamina D (IU/Kg) * 1000 1000 0,0 0,0 

Total de gramas 1000 1000 1000 1000 

Energia (Kcal/Kg) 3.800 5.000 3.800 5.000 

Energia (KJ/Kg) 15.960 21.000 15.960 21.000 

Carboidrato (% Energia) 76 36 76 36 

Proteína (% Energia) 14 14 14 14 

Lipídios (% Energia) 10 50 10 50 
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3.2  Massa Corporal e Ingestão Alimentar 

 

 

 A massa corporal (em gramas) dos camundongos foi aferida semanalmente 

por meio de uma balança digital de precisão (Marte A-1500). A ingestão alimentar 

(em gramas) foi avaliada diariamente, sempre no mesmo horário, entre 11h e 13h. O 

resto/ingestão dos animais foi avaliado mediante subtração entre a quantidade total 

de ração ofertada e a quantidade remanescente na caixa. A ingestão energética foi 

calculada pela ingestão de ração (g/dia), multiplicada pela energia da ração em 

kilocalorias e convertido para kilojoules (medida padrão de energia). 

 

 

3.3 Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG)  

 

 

 Na semana anterior à eutanásia foi realizado o teste oral de tolerância à 

glicose (TOTG). Os camundongos ficaram em jejum durante 6 horas e depois foi 

administrada, por uma cânula de gavagem orogástrica, solução de glicose a 25% na 

dose de 1g de glicose/Kg de massa corporal. Depois, amostras de sangue foram 

coletadas da veia caudal por ordenha e a glicemia foi aferida no tempo zero (jejum) 

e sequencialmente nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos após a sobrecarga de 

glicose.  

 As concentrações de glicemia plasmática foram verificadas com o auxílio de 

um glicosímetro (Accu-Chek performa, Roche, Manheim, Alemanha). Para a 

avaliação da intolerância à glicose foi considerada a área sob a curva (AUC), 

mensurada a partir da utilização do software Prisma (Prism version 6.05 for 

Windows, GraphPad Software, La Jolla CA, EUA). 
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3.4 Eutanásia e Preparo do Material 

 

 

 Após as oito semanas do protocolo experimental, a eutanásia foi realizada 

aos cinco meses de idade. Após 6 horas de jejum, os animais foram profundamente 

anestesiados com injeção intraperitoneal de pentobarbital sódico (150mg/kg) com 

incisão mediana na região torácica para exposição do coração. A coleta de sangue 

ocorreu através de punção cardíaca no átrio direito. O sangue foi armazenado em 

tubos de ensaio e após a centrifugação (120g por 15 min), o plasma foi congelado 

em freezer -80°C para posteriores análises.  

 Em seguida, os animais separados aleatoriamente para a análise de 

microscopia de luz (n=5), tiveram o pâncreas cuidadosamente dissecado, pesado e 

fixado com formaldeído 4% a 0,1M em solução tampão fosfato pH 7,2 por 48 horas 

em temperatura ambiente. Após a fixação, o pâncreas foi processado para técnicas 

histológicas com sucessivas lavagens em água, soluções crescentes de álcool e 

incluído em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Os blocos 

foram seccionados em cortes seriados com 10 µm de espessura para futuras 

análises. 

 Nos animais utilizados para análise de Western blotting (n=10) fez-se a 

digestão das ilhotas por colagenase (Lacy e Kostianovsky, 1967). No sacrifício, após 

incisão abdominal, o fígado foi rebatido para expor a vesícula biliar. O ducto 

colédoco foi localizado e suas porções cranial (fígado e vesícula biliar) e caudal 

(duodeno) foram amarradas para evitar a saída de solução de colagenase. 

Introduziu-se uma cânula no interior do ducto colédoco para que o pâncreas 

pudesse ser inflado com solução de Hanks (suplementado com albumina sérica 

bovina – BSA 1,0 mg/mL) contendo 0,8 mg/mL de colagenase (C9263, Sigma 

Aldrich, St. Louis, EUA). O pâncreas então foi removido, colocado em tubo Falcon e 

incubado em banho-maria com água a 37°C por 15 minutos para permitir a digestão 

do tecido exócrino, com preservação do tecido endócrino.  

 Os tubos foram então, agitados vigorosamente durante cerca de 20 segundos 

para permitir a digestão da parte exócrina do pâncreas pela colagenase. Após esse 

tempo, a digestão foi imediatamente interrompida pela adição de Solução de Hanks 

a 4°C seguida por mais três lavagens com a mesma solução para a eliminação do 

tecido digerido. As ilhotas pancreáticas, preservadas pela digestão com colagenase, 
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foram então recolhidas (isoladas) manualmente sob um estereomicroscópio (Luxeo 

4D StereoZoom Microscópio Labomed, CA, EUA) com uma pipeta eletrônica e 

imediatamente congeladas em freezer -80°C (Figura 6).  

 

 Figura 6 - Isolamento das ilhotas pancreáticas pelo método da colagenase 

 

 Legenda: Foi introduzida uma cânula no interior do ducto biliar para que o pâncreas pudesse ser 
inflado com solução de Hanks suplementada com BSA. O pâncreas então foi removido, 
colocado em tubo Falcon e incubado para permitir a digestão do tecido exócrino, 
seguida por sucessivas lavagens para a eliminação do tecido digerido. As ilhotas 
pancreáticas, preservadas pela digestão com colagenase, foram então isoladas e 
recolhidas.  

    Fonte: A autora, 2015. 

 

 

3.5 Análise das concentrações de insulina e HOMA-IR  

 

 

 A glicemia de jejum foi determinada no momento da eutanásia em que 

houve a coleta de sangue através da punção cardíaca no átrio direito. Para avaliar a 

glicemia de jejum foi utilizado um glicosímetro (Accu-chek performa, Roche, 

Manheim, Alemanha).  

 Foi calculado o HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment) para avaliar 

resistência à insulina. O HOMA-IR foi calculado com os valores da glicemia de jejum 

e da insulina sérica, utilizando a fórmula (Matthews et al., 1985): 

 

HOMA-IR = (insulina em jejum x glicose)/22,5)                                                         (1) 



39 
 

3.6 Análise Bioquímica 

 

 

 As amostras de plasma congeladas em temperatura de -80°C foram 

utilizadas na dosagem bioquímica por kits de ELISA para insulina, glucagon, leptina 

e adiponectina utilizando os kits #EZRMI-13K, #EZGLU-30K, #EZML-82K, 

#EZMADP-60K (Millipore, Darmstadt, Alemanha), respectivamente. Para a dosagem 

em duplicata da 25(OH)D3 foi utilizado o kit AC-57F1 IDS-EIA (Immunodiagnostics- 

Systems, Boldon, Reino Unido).  

 

 

3.7 Análise do pâncreas  

 

 

3.7.1 Estereologia do pâncreas  

 

 

3.7.1.1 Área seccional média da ilhota 

 

 

 Para a análise da área média de ilhotas pancreáticas, foram selecionadas 

lâminas com secções do pâncreas, com cortes nos intervalos de 100μm nos grupos 

que receberam dieta controle e com intervalos de 240μm nos grupos que receberam 

dieta hiperlipídica. Os intervalos foram estabelecidos por testes prévios, respeitando 

o tamanho médio da ilhota nos respectivos grupos, de modo que o intervalo entre 

dois cortes não apresentasse uma mesma ilhota. As lâminas foram coradas com 

Hematoxilina-Eosina. A análise da área média foi realizada com o auxílio do 

software STEPanizer e foi utilizada uma grade contendo 64 pontos (Tschanz et al., 

2011). A área seccional média da ilhota (Asec) foi estimada através da seguinte 

fórmula:  

 

A[ilhota] = VV/2.QA                                                                                                                                                        (2) 
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   Sendo VV a densidade de volume da ilhota, explicado logo abaixo e o número 

de estruturas (ilhotas) por área teste (QA) uma relação entre número de ilhotas 

contidas na área do sistema teste (Nyengaard, 1999). 

 

 

3.7.1.2 Densidade de volume de ilhota e massa de ilhota pancreática 

 

 A densidade de volume das ilhotas pancreáticas (Vv) foi analisada com o 

auxílio do software STEPanizer através da razão entre os pontos parciais que 

tocavam a ilhota em relação aos pontos totais:  

 

Vv [ilhota] = Pp[ilhota]/PT (%)                                                                                     (3) 

 

  Onde Pp refere-se ao número de pontos que tocavam a estrutura analisada 

(pontos parciais) e PT é o número de pontos totais do sistema-teste de 64 pontos; a 

massa de ilhota pancreática (M[ilhota]) foi obtida através do produto do Vv [ilhota] 

pela massa do pâncreas (MP) (Mandarim-de-Lacerda, 2003) (Figura 7). 
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Figura 7 - Densidade de volume das ilhotas pancreáticas dos grupos estudados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A densidade de volume das ilhotas pancreáticas (Vv) foi analisada com o auxílio do 

software STEPanizer através da razão entre os pontos parciais que tocam a ilhota em 
relação aos pontos totais: Vv [ilhota] = Pp[ilhota]/PT (%), onde Pp refere-se ao número de 
pontos que tocavam a estrutura analisada (pontos parciais) e PT é o número de pontos 
totais do sistema-teste.  

Fonte: A autora, 2015. 

 

 

3.8 Imunohistoquímica 

 

 

 A técnica de imunohistoquímica foi realizada com a marcação da expressão 

de insulina e glucagon em ilhotas pancreáticas. Após a desparafinização dos cortes 

em lâminas silanizadas, a recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato 

(60°C, pH 6,0 por 30 minutos) a fim de facilitar a localização de proteínas 

intracelulares. Logo após, a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com 

0,3% de peróxido de hidrogênio em tampão fosfato salino (PBS).  

 A seguir, os cortes foram incubados durante a noite em câmara úmida, com 

anticorpos anti-insulina (ab7842, Abcam), e anti-glucagon (ab1846, Abcam), na 

diluição de 1:100. As reações foram amplificadas com um complexo de biotina-

estreptavidina, seguido por incubação com anticorpos secundários biotinilados e 
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conjugados ao complexo estreptavidina-peroxidase (Histostain Plus Kit, Invitrogen, 

CA, USA). Os cortes foram lavados em solução PBS e em seguida as reações foram 

reveladas com o cromógeno diaminobenzidina líquido (DAB) (HistostainPlus Kit, 

Invitrogen, CA, EUA) e contrastadas com Hematoxilina. 

 

 

3.8.1 Densidade de volume e massa de células alfa pancreáticas 

 

 

 A densidade de volume de células alfa (Vv [células alfa]) foi calculada usando 

a área de segmentação glucagon-positivo das ilhotas, utilizando uma ferramenta do 

software Image-Pro Plus (versão 7.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) 

(Mandarim-de-Lacerda et al., 2010) usada para identificar áreas de 

imunorreatividade positiva. Primeiramente, a ilhota foi selecionada manualmente e 

segmentada em preto e branco, nas quais as áreas imunorreativas eram marcadas 

em branco e o tecido remanescente, em preto. A área ocupada pela marcação em 

branco foi então quantificada com o auxílio de um histograma (Mandarim-de-Lacerda 

et al., 2010). Dessa forma, a massa de células alfa (M [célula alfa]) foi estimada 

como o produto de Vv [células alfa] pela massa da ilhota pancreática (M [ilhota]) 

(Frantz et al., 2011).  

 

 

3.8.2 Densidade de volume e massa de células beta pancreáticas 

 

 

 A densidade de volume das células beta (Vv [célula beta]), assim como a 

análise das células-alfa, foi estimada através da análise de imagem da área 

segmentada insulino-positiva na ilhota pancreática utilizando a ferramenta do 

software Image-Pro Plus (versão 7.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) 

(Mandarim-de-Lacerda et al., 2010). Da mesma forma que a massa de células alfa, a 

massa de células beta (M [célula beta]) foi estimada através do produto do Vv [célula 

beta] pela massa da ilhota pancreática (M [ilhota]) (Frantz et al., 2011). 
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Figura 8 - Segmentação de ilhota pancreática 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Obtem-se a densidade de volume de insulina. Após imunomarcação para insulina por 
imunofluorescência, uma imagem digital do pâncreas foi obtida. Com o auxílio do software 
Image-Pro Plus, foi realizada a segmentação da ilhota, a partir da qual a área em branco 
corresponde à área com marcação positiva para insulina, gerando um histograma com o 
percentual (%) imunorreativo.  

Fonte: A autora, 2015. 

 

 

3.9 Imunofluorescência 

 

 

 A técnica de imunofluorescência foi realizada para a dupla marcação da 

expressão de insulina e glucagon em ilhotas pancreáticas a fim de observar a 

distribuição das células alfa e beta pancreáticas. A recuperação antigênica com 

tampão citrato pH 6,0 e o triton X-100 0,5% foi usado para facilitar a localização de 

proteínas intracelulares. O bloqueio com cloreto de amônio e PBS foi realizado na 

sequência. Ligações inespecíficas de anticorpos policlonais foram bloqueadas com a 

incubação em PBS/BSA 5%. Após isto, os cortes foram incubados com os 

anticorpos primários anti-insulina (Ab7842, Abcam) e anti-glucagon (ab1846, Abcam) 

diluídos a 1:50 em tampão de bloqueio (PBS/BSA a 1%) e incubados durante a noite 

a 4°C. Os anticorpos secundários foram conjugados com o fluoróforo Alexa 546 e 

Alexa 488 (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA), ambos diluídos a 1:50 
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em PBS/BSA a 1% e as lâminas foram montadas com slow-fade (Invitrogen, 

Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA), a fim de manter a fluorescência. Os 

controles negativos foram obtidos pela omissão dos anticorpos primários. Para a 

análise foi utilizado o Sistema Confocal Laser Scanning Nikon (modelo C2, EUA) 

(formato TIFF, cor de 24 bits, 512x512 pixels). 

 

 

3.10 Western Blotting 

 

 

 Aproximadamente 250 ilhotas pancreáticas dos animais de cada grupo foram 

isoladas. Para a extração, foram adicionados às ilhotas os inibidores de proteases e 

fosfatases, homogeneizadas e centrifugadas (10.000g durante 10 minutos a 4ºC). 

Após esta etapa, foi realizada a separação do sobrenadante com frações lipídicas e 

restos do homogenato. A quantidade de proteína total das ilhotas foi quantificada 

utilizando-se o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) para a 

leitura em placa de ELISA. Após, foi adicionado o tampão de amostra. As proteínas 

foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (8-10% dependendo do 

peso molecular das proteínas analisadas, SDS-PAGE), e transferidas para uma 

membrana de PVDF (Hybond-P GE Healthcare Life Sciences, Amersham Place, LC, 

Reino Unido), incubadas durante toda a noite a 4ºC com anticorpo primário diluído 

em tampão salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCl (pH 7,4) e 500 mmol/L de 

NaCl] e 3% de BSA (albumina bovina sérica, peso/volume) para o bloqueio de 

marcações inespecíficas. 

 Os anticorpos primários usados foram: IRS1 (anti-coelho, SC579; Invitrogen; 

1:500), IRS2 (anti-coelho, SC8299; Santa Cruz Biotechnology; 1:500), Pi3k (anti-

coelho, SC67306; Santa Cruz Biotechnology; 1:500), Akt/PKB (anti-coelho, 44-609G; 

Invitrogen; 1:500), p-AktSer473 (anti-colho, 44-621G; Biosource; 1:500), PDX1 (anti-

coelho, AB3503; Chemicon; 1:500), FOXO1 (anti-coelho, SAB4300410; Sigma-

Aldrich; 1:500), GLUT2 (anti-coelho, ab95256; Abcam; 1:500).  

 Em seguida, as membranas formam incubadas com anticorpo secundário 

com 5% (peso/volume) de leite em pó desnatado durante uma hora em temperatura 

ambiente. As membranas foram então reveladas usando um sistema de detecção de 

quimiluminescência com ECL e as imagens das bandas foram obtidas com o 
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sistema ChemiDoc XRS de imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). 

Para a análise da expressão das proteínas, a intensidade das bandas 

quimioluminescentes foi quantificada utilizando o software ImageJ, versão 1.44 (NIH, 

imagej.nih.gov/ij, EUA). Após esta etapa, os anticorpos foram retirados das 

membranas por solução stripping e remarcados com beta-actina (anti-camundongo, 

SC81178, Santa Cruz Biotecnologia, 1:1000), como proteína constitutiva para 

normalizar os dados obtidos, exceto para p-Akt que foi corrigida pela Akt total.  

 

 

3.11 Análise estatística 

 

 

 Os dados foram expressos como média e desvio padrão (DP). Inicialmente, 

foram testados quanto à normalidade e homocedasticidade das variâncias pelo teste 

de Kolmogorov-Smirnov. A análise de variância (ANOVA) de um fator (One-way) foi 

realizada seguida pelo pós-teste de Holm-Sidak. One-way ANOVA com medidas 

repetidas foi realizada para analisar a evolução da massa corporal e os diferentes 

tempos do TOTG. ANOVA de dois fatores (Two-way ANOVA) foi feita para avaliar a 

influência do fator dieta hiperlipídica ou do fator restrição de vitamina D. O nível de 

significância de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo (GraphPad 

Prism version 6.05 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 

  



46 
 

4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Massa Corporal e Ingestão Alimentar  

 

 

 Os animais dos quatro grupos estudados (C, C/VitD-, HL e HL/VitD-) 

começaram o experimento sem diferença estatística na massa corporal. Após duas 

semanas de ingestão da dieta hiperlipídica, os grupos HL (+10%, P<0,0001) e 

HL/VitD- (+6%, P=0,004) apresentaram aumento da massa corporal, tornando-se 

mais pesados que os grupos que receberam as dietas controle, grupos C e C/VitD-, 

respectivamente. Esse incremento da massa corporal nos grupos que receberam 

dieta hiperlipídica, foi observado durante todo o experimento e a partir da segunda 

semana essa diferença foi considerada estatisticamente significativa quando 

comparadas com os respectivos grupos controles (+10%, P<0,0001 no grupo HL e 

+6%, P<0,005 no grupo HL/VitD-) (Figura 9). Após as oito semanas de experimento, 

os grupos HL e HL/VitD- ficaram significativamente mais pesados que os grupos 

controles (+14% no grupo HL, P<0,0001; +12% no grupo HL/VitD-, P<0,0001) 

(Figura 9). 
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Figura 9 - Evolução da massa corporal dos animais no período estudado 

 

 Legenda: Os dados estão dispostos como média e DP (n=15). Dados analisados por ANOVA de 
um fator e pós-teste de Holm-Sidak. P<0,05. Abreviaturas - C: dieta controle, C/VitD-: 
dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: dieta hiperlipídica sem 
vitamina D.  

    Fonte: A autora, 2015. 

 

 

 Os animais dos diferentes grupos não apresentaram diferença estatística na 

ingestão alimentar em gramas durante todo o período de experimento. Em relação à 

ingestão energética, ambos os grupos que receberam dieta hiperlipídica (HL e 

H/LVitD-) consumiram mais energia quando comparados aos grupos que ingeriram 

dieta controle (C e C/VitD-).  

 A diferença na ingestão de energia pelo grupo HL foi estatisticamente 

significativa comparada ao grupo C (+27%, P<0,0001), assim como o grupo HL/VitD- 

quando comparado ao grupo C/VitD- (+26%, P<0,0001), conforme dados 

apresentados na Tabela 2. O aumento na ingestão de energia foi esperado, pois 

reflete a maior densidade energética da dieta hiperlipídica em comparação com a 

dieta controle. Pelo teste do ANOVA de dois fatores, apenas a dieta hiperlipídica 
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mostrou influência sobre a massa corporal e a ingestão energética (Two-way 

ANOVA, P<0,0001). 

 

 

4.2 Glicose em jejum e HOMA-IR  

 

 

 Em relação à glicemia de jejum, os grupos que receberam dieta hiperlipídica 

HL e HL/VitD- tiveram valores maiores que os seus respectivos controles, tanto no 

grupo C (+30%, P<0,05), quanto no grupo C/VitD- (+45%, P<0,001) (Tabela 2). 

Houve resistência à insulina nos grupos que receberam dieta hiperlipídica quando 

comparados aos grupos que receberam dieta controle (+245%, P<0,001 no grupo 

HL e +250%, P<0,0001 no grupo HL/VitD-). O grupo HL/VitD- apresentou um 

aumento ainda mais acentuado deste valor, sugerindo que a deficiência de vitamina 

D pode potencializar o efeito da resistência à insulina (+42%, P<0,05) (Tabela 2). 
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  Tabela 2 – Padrão alimentar, metabolismo glicídico e dosagem hormonal dos grupos do experimento 

 

Legenda: Os dados estão expressos como media e desvio padrão. ANOVA de um fator com pós-teste de Holm-Sidak (n=15). Abreviações: C: 
dieta padrão, HL: dieta hiperlipídica, C/VitD-: dieta padrão sem vitamina D e HL/VitD-: dieta hiperlipídica sem vitamina D; TOTG: teste 
oral de tolerância à glicose, ASC: Área sob a curva, HOMA-IR: homeostasis model assessment for insulin resistance índex. Valores 
com esse símbolo foram considerados estatisticamente significativos (P=0,05): † comparado com o respectivo grupo com dieta 
controle: ‡ comparado com o respectivo grupo com vitamina D. 

 Fonte: A autora, 2015. 

 

 

Dados C HL C/VitD- HL/VitD- 

Ingestão alimentar (g/dia) 3,0±0,2 2,9±0,2 3,0±0,2 2,9±0,2 

Ingestão energética (kJ/dia) 47,3±3,2 60,1±4,5† 47,3±3,7 59,8±3,5† 

Glicose de jejum (mmol/L) 6,6±0,5 8,5±1,2† 6,0±0,9 8,6±1,0† 

HOMA-IR  2,5±0,6 11,2±3,4† 4,6±2,9 15,9±2,7†‡ 

TOTG (x10-3 ASC, u.a) 16,1±1,3 19,7±2,1† 16,2±1,7 21,6±1,7† 

Insulina (pg/mL) 304,4±51,1 1117,0±272,5† 381,9±208,8 1468,0±130,8†‡ 

Leptina (106pg/mL) 1,2±0,6 5,5±4,1† 2,1±0,7 12,6±2,0†‡ 

Glucagon (pg/mL) 15,8±0,9 18,4±2,2 15,9±1,2 18,0±2,3 

Adiponectina (106 pg/mL) 5,8±0,9 3,4±0,8† 4,8±1,2 3,2±0,5† 
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4.3 TOTG e Área sob a curva  

 

 

 O resultado do TOTG mostra que os animais dos grupos que receberam dieta 

hiperlipídica nos tempos 0, 15, 30 e 60 minutos apresentaram aumento significativo 

da glicemia quando comparados com os grupos que receberam dieta controle 

(P<0,05). O grupo HL apresentou glicemia aumentada e esse aumento foi 

significativo no tempo de 15 minutos quando comparada com o seu respectivo 

controle (+42%, P<0,05). O grupo HL/VitD-, além de apresentar valores maiores 

quando comparado com o seu controle C/VitD-, apresentou também um platô no 

reestabelecimento da glicemia entre os tempos 15 e 30 minutos (Figura 10). Ambos 

os grupos que receberam dieta hiperlipídica, HL e HL/VitD-, apresentaram maior 

valor da área sobre a curva (ASC) que os grupos que receberam dieta controle, 

sendo esta diferença significativa, tanto entre os grupos que consumiram vitamina D 

(+22%, P<0,05), quanto entre os grupos sem vitamina D- (+33%, P<0,0001), 

caracterizando um quadro de intolerância à glicose nesses grupos. Apenas a dieta 

hiperlipídica influenciou esse resultado (Two-way ANOVA, P<0,0001) (Tabela 2). 
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Figura 10 – Curva do TOTG dos diferentes grupos estudados 

 

Legenda: Os dados estão dispostos como média e DP (n=6). Dados analisados por ANOVA de 
medidas repetidas e pós-teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (†) comparado com o 
grupo com dieta controle, (‡) comparado com o respectivo grupo com Vitamina D. 
Abreviaturas - C: dieta controle, C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta 
hiperlipídica e HL/VitD-: dieta hiperlipídica sem vitamina D.  

Fonte: A autora, 2015. 

 

 

4.4 Dosagem hormonal  

 

 

 Os níveis plasmáticos de insulina de jejum foram maiores nos grupos HL e 

HL/VitD- do que nos grupos C e C/VitD- (+267%, P<0,0001; +310% P<0,0001, 

respectivamente). Vale ressaltar que os níveis plasmáticos de insulina foram maiores 

no grupo HL/VitD- do que no grupo HL (+40%, P=0,04; Tabela 2). Assim como os 

níveis plasmáticos de insulina, a leptina plasmática também foi aumentada no grupo 

HL/VitD- quando comparado com o grupo HF (+126%, P=0,0002; Tabela 2). A 

leptina também estava aumentada no grupo HL quando comparada com o grupo C 
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(+359%, P=0,04) e aumentada no grupo HL/VitD- quando comparado ao grupo 

C/VitD- (+489%, P=0,0001). 

 Os níveis plasmáticos de adiponectina foram reduzidos nos grupos HL (-41%, 

P=0,02) e HL/VitD- (-33%, P=0,03) quando os grupos C e C/VitD-. Entre os grupos C 

e C/VitD- não houve diferença estatística. Também não houve diferença estatística 

entre os grupos HL e HL/VitD-. Os valores do glucagon não foram diferentes entre 

os grupos estudados.  

 Os níveis plasmáticos de 25(OH)D3 foram menores nos grupos HL e 

HL/VitD- quando comparados com seus respectivos grupos C e C/VitD- (-54% no 

grupo HL, P=0,009 e -88% no grupo HL/VitD-, P=0,03). Interessante perceber que a 

obesidade induzida por dieta contribuiu para os níveis diminuídos de 25(OH)D3 

mesmo na dieta sem a restrição desta vitamina. Os valores de 25(OH)D3 foram 

diminuídos nos grupos sem vitamina D, grupos C/VitD- e HL/VitD-, quando 

comparados aos seus respectivos grupos com vitamina D (-53% no grupo C/VitD-, 

P=0,0006 e -87% no grupo HF/VitD-, P=0,001) (Figura 11).  

 Tanto a dieta hiperlipídica quanto a deficiência de vitamina D foram fatores 

independentes significativos na avaliação destes parâmetros hormonais. A dieta HL 

influenciou os valores da insulina plasmática (P<0,0001), do glucagon (P=0,01), da 

leptina (P<0,0001), da 25(OH)D3 (P<0,0001) e da adiponectina plasmática 

(P<0,0001). A deficiência de vitamina D exerceu influência sobre os níveis de leptina 

(P=0,0009), insulina (P<0,01), adiponectina (P<0,01) e da 25(OH)D3 (P<0,0001). 

Além disso, existiu uma interação entre a dieta HL e a deficiência de vitamina D, 

afetando os níveis de leptina (Two-way ANOVA, P=0,007). 
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Figura 11 - Dosagem plasmática de 25(OH)D3 

 

 Legenda: Os dados estão dispostos como média e DP (n=6). Dados analisados por ANOVA de um 
fator e pós-teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (†) comparado com o grupo com dieta 
controle, (‡) comparado com o respectivo grupo com Vitamina D. Abreviaturas - C: 
dieta controle, C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: 
dieta hiperlipídica sem vitamina D.  

   Fonte: A autora, 2015. 

 

 

4.5 Estereologia do pâncreas  

 

 

 A massa pancreática foi maior nos animais que receberam dieta hiperlipídica 

quando comparada aos que receberam dieta controle (+56%, P<0,0001 no grupo HL 

e +64%, P<0,001 no grupo HL/VitD-, respectivamente; Tabela 3). Não houve 

diferença entre a massa pancreática entre os grupos C e C/VitD- ou entre os grupos 

HL e HL/VitD-. Quanto ao pâncreas endócrino, a densidade de volume das ilhotas 

dos grupos que receberam dieta hiperlipídica com e sem vitamina D foi 

significativamente maior que as ilhotas dos animais dos grupos alimentados com 

dieta controle (+110%, P<0,0001 no grupo HL e +155%, P<0,0001 no grupo 

HL/VitD-, respectivamente; Tabela 3). Quanto à massa das ilhotas, os animais que 
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receberam dieta hiperlipídica tiveram um aumento quando comparada aos animais 

que receberam dieta controle (+232%, P<0,0001 no grupo HL e +326%, P<0,001 no 

grupo HL/VitD-, respectivamente; Tabela 3). Não houve diferença na massa das 

ilhotas entre os grupos C e C/VitD- ou entre os grupos HL e HL/VitD-. 

 

Tabela 3 – Estereologia do pâncreas 

 

Dados C HL C/VitD- HL/VitD- 

Massa do pâncreas (mg) 138,7±18,5 217,1±34,7† 117,0±11,2 191,3±4,6† 

Densidade de volume ilhotas (%)  5,8±1,4 12,2±0,7† 5,4±1,8 13,8±1,3† 

Massa das ilhotas (mg) 7,9±1,5 26,4±2,6† 6,2±2,0 26,4±2,9† 

Imunomarcação de glucagon (%)  10,3±1,1 14,3±2,2† 10,3±1,2 15,6±2,4† 

Massa de células alfa (mg) 0,9±0,5 3,7±2,2† 0,8±0,4 4,5±0,9† 

Imunomarcação de insulina (%) 51,5±3,8 64,3±3,8† 52,1±4,0 72,1±2,8†‡ 

Massa de células beta (mg) 4,3±0,6 16,9±2,6† 3,4±0,4 19,1±1,3† 

Legenda: Dados preliminares para o cálculo da massa de ilhotas pancreáticas, massa de células alfa 
e beta. Os dados estão expressos como media e desvio padrão. Para a análise estatística 
foi utilizado o teste One-Way ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak (n=5). Abreviações: C: 
dieta padrão, HL: dieta hiperlipídica, C/VitD-: dieta padrão sem vitamina D e HL/VitD-: 
dieta hiperlipídica sem vitamina D. Valores com esse símbolo foram considerados 
estatisticamente significativos (P=0,05): † comparado com o respectivo grupo com dieta 
controle: ‡ comparado com o respectivo grupo com vitamina D.  

Fonte: A autora, 2015. 
 

 

 O aumento da massa das ilhotas, analisada pela técnica de 

imunosegmentação por imunohistoquímica, foi acompanhado por maior área 

seccional média e maior aumento do diâmetro das ilhotas pancreáticas, como pode 

ser observado na Figura 11 (+232%, P=0,0005 no grupo HL e +326%, P<0,0001 no 

grupo HL/VitD-, respectivamente).  
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Figura 12 – Área seccional média das ilhotas

 
 Legenda: Relação entre área seccional média e diâmetro das ilhotas. Os dados estão dispostos 

como média e DP (n=6). Dados analisados por ANOVA de um fator e pós-teste de 
Holm-Sidak. P<0,05 quando: (†) comparado com o grupo com dieta controle, (‡) 
comparado com o respectivo grupo com Vitamina D. Abreviaturas - C: dieta controle, 
C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: dieta 
hiperlipídica sem vitamina D.  

   Fonte: A autora, 2015. 

 

 Quanto aos resultados da técnica de imunodensidade para glucagon (Figura 

13), houve aumento da imunomarcação da massa das células alfa pancreáticas 

quando comparadas aos grupos que receberam dieta hiperlipídica com e sem 

vitamina D. Na imunomarcação para o glucagon, o grupo HL apresentou aumento de 

+39% (P<0,002) quando comparado ao grupo C. No grupo HL/VitD- houve aumento 

de +51% (P<0,0001) quando comparado ao grupo C/VitD- (Tabela 3). Quanto à 

massa de células alfa, o grupo HL apresentou aumento de +321% (P<0,0001) 

quando comparado ao grupo C. No grupo HL/VitD- houve aumento de +465% 

(P<0,0001) quando comparado ao grupo C/VitD- (Tabela 3). 



56 
 

 Figura 13 – Imunohistoquímica de células alfa pancreáticas

 

Legenda: Imunomarcação de glucagon dos animais aos 3 meses de idade (contrastado com 
hematoxilina, mesma ampliação, barra = 100 μm). Sendo C (A), HL (B), CVitD- (C) e 
HLVitD- (D). Setas mostram possíveis marcações de glucagon no interior da ilhota, 
caracterizando possíveis infiltrados de células alfa pancreáticas. Abreviaturas - C: dieta 
controle, C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: dieta 
hiperlipídica sem vitamina D.  

Fonte: A autora, 2015. 

 

 Quanto aos resultados da técnica de imunohistoquímica para a análise da 

imunodensidade da insulina (Figura 14), os grupos que receberam dieta 

hiperlipídica, apresentaram maior densidade de volume na imunomarcação de 

insulina em comparação com os animais que receberam dieta controle (+25%, 

P<0,0001 no grupo HL e +40%, P<0,0001 no grupo HL/VitD-, respectivamente). 

Além disso, houve aumento na imunomarcação da insulina no grupo HLVitD- 

comparado ao grupo HL (+11%, P<0,05). Este parâmetro, juntamente com o 
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aumento da massa de ilhotas corroborou com o aumento da massa de células beta 

(+292%, P<0,0001 no grupo HL e +470%, P<0,0001 no grupo HL/VitD-, 

respectivamente; Tabela 3). Não existiu interação entre a dieta hiperlipídica e a 

deficiência de vitamina D na massa de células beta (P=0.035) (Two-way ANOVA). 

 

Figura 14 – Imunohistoquímica de células beta pancreáticas 

 

Legenda: Imunomarcação de insulina dos animais aos 3 meses de idade (contrastado com 
hematoxilina, mesma ampliação, barra = 100μm). Sendo C (A), HL (B), CVitD- (C) e 
HLVitD- (D). Setas mostram a imunomarcação mais forte de insulina. Abreviaturas - C: 
dieta controle, C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: 
dieta hiperlipídica sem vitamina D.  

Fonte: A autora, 2015. 
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4.6 Imunofluorescência 

 

 

 Através da técnica de imunofluorescência com dupla marcação para insulina 

e glucagon, notou-se que os animais do grupo C apresentaram ilhotas com o arranjo 

típico, arredondadas e regulares. As células-alfa estavam distribuídas na periferia e 

ao centro, na sua maioria, encontravam-se as células beta, corroborando com os 

valores normais de insulina e glucagon plasmáticos neste grupo.  

 Em contrapartida, os animais dos grupos que receberam dieta hiperlipídica: 

HL e HL/VitD-, mostraram ilhotas bem aumentadas (hipertrofia), aumento da 

imunomarcação das células beta insulino-reativas e das células alfa glucagon-

reativas em comparação com os animais do grupo SC, como visualizado na Figura 

15. Além disso, observou-se nos dois grupos restritos em vitamina D, C/VitD- e 

HL/VitD-, que algumas células-alfa migraram para o centro da ilhota, caracterizando 

um infiltrado celular e com desorganização da histoarquitetura das células alfa e 

beta nas ilhotas pancreáticas, tal como ilustrado pela Figura 15. Esses achados 

corroboram com a forma irregular e hipertrófica que as ilhotas pancreáticas dos 

grupos HL e HL/VitD- se mostram, perdendo sua característica normal de ilhotas 

ovais, arredondadas, como as encontradas nos grupos C e C/VitD-. Esses achados 

justificam os resultados que encontramos da disfunção das células alfa e beta 

evidenciado na resistência à insulina. 
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Figura 15 – Imunofluorescência de ilhotas pancreáticas

 

 Legenda: As células foram duplamente marcadas para a insulina (vermelho) e glucagon (verde) e 
apresentaram distribuição normal de célula alfa e célula beta no grupo C (A), mas 
distribuição alterada das célula alfa e célula beta nos grupos C/VitD- (C) e HL/VitD- (D). 
Os grupos HL (B) e HL/VitD- apresentam ilhotas hipertrofiadas. Abreviaturas - C: dieta 
controle, C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: dieta 
hiperlipídica sem vitamina D.  

    Fonte: A autora, 2015. 

 

 

4.7 Western Blotting 

 

 

 As proteínas das ilhotas foram expressas como proteínas totais corrigidas 

pela beta-actina, exceto a p-Akt que foi corrigida pela Akt total. A expressão de IRS1 

nos grupos HL e HL/VitD- se mostraram diminuídas quando comparadas aos 

respectivos grupos controles C e C/VitD- (-45%, P=0,02 e -56%, P=0,0009; 

respectivamente). Não foi observada diferença estatística significativa entre os 
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grupos C e C/VitD- ou entre os grupos HL e HL/VitD-. O teste two-way ANOVA 

confirmou que de fato, a dieta hiperlipídica influenciou a expressão dessa proteína 

(P<0,0001), assim como a deficiência de vitamina D (P=0,01) (Figura 15-A). 

 De forma interessante, a expressão de IRS2 mostrou-se aumentada no 

grupo C/VitD- quando comparada com o seu controle C (+236%, P=0,001) e 

diminuída no grupo HL/VitD- quando comparado com o grupo HL (-25%, P=0,009). 

Não foi observada diferença estatística significativa na expressão de IRS2 entre os 

grupos C e HL ou entre os grupos C/VitD- e HL/VitD-. De fato, a dieta hiperlipídica 

influenciou significativamente esse parâmetro (Two-way ANOVA, P=0,008), assim 

como a deficiência de vitamina D (Two-way ANOVA, P<0,0001) (Figura 15-B).  

 A expressão de Pi3k, dos grupos HL e HL/VitD- foram menores quando 

comparados com os seus respectivos grupos controle (-53%, P=0,005 e -24% 

P<0,0001, respectivamente (Figura 15-C) e o teste two-way ANOVA confirma o 

efeito isolado da dieta hiperlipídica na influência desse parâmetro (P<0,0001). Não 

foi observada diferença estatística significativa na expressão de Pi3k entre os grupos 

HL e HL/VitD-. 

 Quando à expressão de p-Akt, o grupo HL mostrou-se menor quando 

comparado ao seu grupo C (-40%, P=0,02). No grupo C/VitD-, a expressão de p-Akt 

também se mostrava diminuída quando comparada com o grupo C (-36%, P=0,04). 

Não foi observada diferença estatística na expressão de p-Akt entre os grupos 

C/VitD- e HL/VitD- ou entre HL e HL/VitD- (Figura 15-D). 

 Por outro lado, a expressão de FOXO1 foi maior nos grupos HL e HL/VitD- 

em comparação com seus respectivos grupos controles C e C/VitD- (+221%, 

P<0,0001; +187%, P=0,0002; respectivamente) (Figura 15-E) e podemos perceber 

que além da dieta hiperlipídica ter uma influência significativa na expressão de 

FOXO1 (Two-way ANOVA, P<0,0001), a vitamina D também foi capaz de exercer 

essa influência significativa (Two-way ANOVA, P=0,002). De forma interessante, a 

expressão do FOXO1 foi aumentada no grupo HL/VitD- quando comparada com o 

grupo HL (+23%, P=0,03).  

 A expressão de PDX1 foi diminuída nos grupos HL e HL/VitD- quando 

comparada com seus respectivos grupos controles -41%, P=0,008 e -72%, 

P=0,0006, respectivamente (Figura 15-F) e menor no grupo HL/VitD- em 

comparação com o grupo HL (-39%, P=0,025). A dieta hiperlipídica exerce uma 

influência significativa sobre os valores de PDX1 (Two-way ANOVA, P<0,0001). 
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Além disso, a deficiência de vitamina D também se mostrou como um fator 

significativo e influente nesse parâmetro (Two-way ANOVA, P<0,005). Não foi 

observada diferença significativa na expressão de PDX1 entre os grupos C e C/VitD-

. 

 A expressão do GLUT2 nos grupos HL e HL/VitD-, foi diminuída quando 

comparados aos seus respectivos grupos controles C e C/VitD- (-43%, P=0,004 e -

55%, P=0,0009; respectivamente) (Figura 15-G), mostrando uma influência da dieta 

hiperlipídica sobre esse parâmetro (Two-way ANOVA, P<0,0001). Não foi observada 

diferença estatística significativa na expressão de GLUT2 entre os grupos C e 

C/VitD- ou entre os grupos HL e HL/VitD-. 
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Figura 16 – Análise por western blotting das ilhotas pancreáticas 

 

 Legenda: A expressão de proteínas da via de insulina Pi3k/Akt foi expressa como proteína total corrigida pela proteína constitutiva β-actina, 
exceto Akt-p corrigida por Akt. Os dados são expressos como média±DP, n=6. Dados analisados por ANOVA de um fator e pós-
teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (†) comparado com o grupo com dieta controle, (‡) comparado com o respectivo grupo com 
Vitamina D. Abreviaturas - C: dieta controle, C/VitD-: dieta controle sem vitamina D, HL: dieta hiperlipídica e HL/VitD-: dieta 
hiperlipídica sem vitamina D.  

   Fonte: A autora, 2015. 



63 
 

5 DISCUSSÃO 

 

 

 Já é demonstrado na literatura que a deficiência de vitamina D causa efeitos 

prejudiciais como intolerância à glicose, diminuição da secreção de insulina, 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Cheng et al., 2013) e obesidade (Pittas e Dawson-

Hughes, 2010). No entanto, ainda são escassos os trabalhos para avaliar as 

alterações pancreáticas da deficiência de vitamina D associadas à obesidade. O 

presente estudo demonstrou que a combinação de deficiência de vitamina D com 

obesidade em camundongos machos C57BL/6 adultos, aumentou a 

hiperinsulinemia, hiperleptinemia, resistência à insulina e prejudicou a expressão de 

proteínas essenciais da via Pi3k/Akt.  

 Oito semanas de restrição dietética de vitamina D em camundongos C57BL/6 

é um período suficiente para diminuir os estoques hepáticos de vitamina D, 

permitindo a análise dos efeitos da deficiência de vitamina D (Cheng et al., 2013), 

como foi feito no presente estudo. Observamos também, que só a deficiência de 

vitamina D, sem a obesidade, foi capaz de causar algumas alterações morfológicas 

significativas, incluindo desarranjo na distribuição das células alfa e beta nas ilhotas 

pancreáticas, além de evidências de prejuízo na sinalização da insulina no pâncreas.  

 Uma recorrente discussão na literatura é se a deficiência de vitamina D 

causa a obesidade ou se é a obesidade que leva à diminuição das concentrações 

séricas de vitamina D (Pourshahidi, 2014). No presente estudo, o grupo C mostrou 

níveis normais de vitamina D séricos, enquanto o grupo HL mostrou níveis 

diminuídos dessa vitamina no sangue, mesmo com os animais recebendo dieta com 

vitamina D. Estudos epidemiológicos mostraram que a concentração sérica de 

vitamina D é inversamente proporcional à massa corporal.  

 Contudo, o papel da vitamina D na obesidade em roedores ainda é 

controversa. Um estudo recente com camundongos ICR obesos mostrou que a 

deficiência de vitamina D amenizou o ganho de massa corporal e a hiperinsulinemia, 

sugerindo que a deficiência de vitamina D pode aumentar a enzima carnitina 

palmitoil transferase (CPT2, enzima chave para a beta-oxidação) e a UCP3 (proteína 

de desacoplamento dos canais de elétrons) no tecido adiposo branco (Liu et al., 

2015). No entanto, este trabalho difere um pouco do presente estudo uma vez que 

os autores estudaram camundongos de outra cepa e muito jovens (com 5 semanas 
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de idade) e ofereceram uma dieta inapropriada, a AIN-93M ao invés de AIN-93G 

(Reeves et al., 1993), já que os animais estavam ainda em fase de crescimento. 

Outro ponto discordante foi que no trabalho de Liu e colaboradores (Liu et al., 2015), 

os autores observaram que os animais obesos que receberam dieta sem vitamina D 

comiam menos que os animais do grupo controle. No presente estudo não 

observamos diferença na ingestão alimentar entre os grupos, a deficiência da 

vitamina D não afetou este parâmetro. Esses resultados sugerem que o status de 

vitamina D provavelmente não regula a massa corporal.  

 Dados na literatura têm demonstrado que a obesidade induzida por dieta, 

em camundongos, provoca resistência à insulina e hiperinsulinemia (Fraulob et al., 

2010), hipertrofia das ilhotas, prejuízo à função de células beta pancreáticas (Souza-

Mello et al., 2010) e alteração da via de sinalização da insulina como PDX1 e 

FOXO1 (Frantz et al., 2011). As alterações na estrutura pancreática normalmente 

são associadas à lipotoxicidade causada pelo aumento da lipólise, típico em estados 

de hiperinsulinemia. Esse fenômeno pode comprometer a função pancreática 

normal, levando ao remodelamento pancreático (Szczepaniak et al., 2012). 

 Além disso, vitamina D ou sua forma ativa 1,25(OH)2D3 seria capaz de 

desempenhar um importante papel no desenvolvimento do DM2. Estudos mostram 

que além da relação inversamente proporcional entre 25(OH)D3 e massa corporal 

existem também essa correlação entre glicemia de jejum, insulina sérica e HOMA-

IR.  A vitamina D desempenha papel importante na resistência à insulina, incluindo 

seu papel na liberação de insulina e na expressão do receptor de insulina (RI) (Sung 

et al., 2012) e, no caso da diminuição plasmática dessa vitamina, uma ativação local 

de vitamina D mediada pela enzima 1α-hidroxilase supriria essa necessidade local 

(Teegarden e Donkin, 2009). A relação entre a baixa concentração plasmática de 

25(OH)D3 e a obesidade, mais precisamente sobre a resistência à insulina pode ser 

um fator determinante na organização celular das ilhotas pancreáticas e sobre as 

alterações na sinalização de insulina (Hypponen e Power, 2006). 

 No presente estudo, observou-se que todos os grupos apresentaram o 

mesmo consumo alimentar e os grupos que receberam dieta hiperlipídica, com e 

sem vitamina D, tiveram um aumento similar da massa corporal. Este resultado 

exclui a possibilidade de os efeitos adversos observados no grupo HL/VitD- serem 

devido à uma obesidade mais pronunciada (Vimaleswaran et al., 2013).  
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 A desregulação da secreção da insulina e do glucagon estão associadas à 

um aumento e uma irregularidade na distribuição das células alfa e beta nas ilhotas 

pancreáticas nos animais do grupo HL. Vimos também que a dieta HL provocou 

hipertrofia nas ilhotas. Nos grupos C/VitD- e HL/VitD-, as células-alfa não se 

restringiam à periferia da ilhota, mas apresentavam-se como infiltrados no interior da 

estrutura. A relação desse remodelamento estrutural e a deficiência de vitamina D é 

pouco estudada e a disfunção progressiva das células beta e a consequente 

resistência à insulina estão associada com o remodelamento adverso das ilhotas 

pancreáticas (Cheng et al., 2013). 

 A função das células beta pancreáticas é regulada pela via de sinalização 

da insulina. Nas células beta, a insulina e o IGF-1 ativam a Akt através da ativação 

da via Pi3k (Dickson e Rhodes, 2004). A via Pi3k está implicada na fisiopatologia de 

diversas doenças humanas, incluindo o DM2 (Cantley, 2002). A sinalização 

dependente das moléculas de IRS nas ilhotas pancreáticas é necessária não 

somente para a manutenção das massas normais de células alfa e beta, mas 

também está envolvida na regulação da secreção de insulina (Cantley et al., 2007; 

Weir e Bonner-Weir, 2007). 

 Além disso, o IRS1 é o principal substrato receptor de insulina nas células 

beta pancreáticas. Normalmente, quando ocorre a redução da expressão dessa 

proteína na RI, a IRS2 é aumentada como forma de compensação (Withers et al., 

1998). No presente estudo foi demonstrado que ambos, a dieta hiperlipídica e a 

deficiência de vitamina D foram capazes de diminuir a expressão de IRS1, no 

entanto, a deficiência de vitamina D como um estímulo único, promoveu efeito 

compensatório levando ao aumento da expressão de IRS2.  

 Quando a deficiência de vitamina D e a dieta hiperlipídica estavam 

associados, ocorreu uma redução acentuada na expressão de IRS2. As alterações 

na expressão de IRS2 sugerem que a deficiência de vitamina D exerce efeito 

significativo sobre o mecanismo compensatório entre a IRS1/IRS2 (Briaud et al., 

2003; Jhala et al., 2003). Quando a deficiência de vitamina D era associada com 

obesidade, o mecanismo compensatório de contra regulação da IRS2 era falho 

(Withers et al., 1998). 

 A ativação da sinalização de Pi3k dependente de insulina conduz à ativação 

de AMPK, uma importante via de sinalização para a adaptação adequada das 

células beta pancreáticas à efeitos adversos. Assim como vimos no presente estudo, 
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a obesidade induzida por dieta hiperlipídica é normalmente acompanhada pela 

inibição da sinalização da via Pi3k, o que contribui para o prejuízo da sinalização de 

insulina nas células beta pancreáticas (McCurdy e Klemm, 2013).  

 A dieta hiperlipídica prejudica a função do pâncreas endócrino na produção 

de AMP pelas células beta pancreáticas, inibindo a via AMPK (Walz, 2006). No 

entanto, na deficiência de 25(OH)D3, a baixa taxa de liberação de insulina poderia 

ser restaurada com a ativação da via AMPK promovendo melhora da sensibilidade à 

insulina (Bourlon et al., 1997), porém esse efeito compensatório parece estar 

comprometido quando a deficiência de vitamina D está associada com a obesidade, 

o que pode explicar o quadro mais acentuado de hiperinsulinemia, intolerância à 

glicose e alterações estruturais e funcionais no grupo HL/VitD-. 

 Nas células-beta, o FOXO1 é um inibidor secundário da PDX1, o que leva a 

célula a um estado de “senescência prematura”. A insulina e o IGF-1 regulam 

negativamente a transcrição da molécula de FOXO1 através da fosforilação e 

consequente ativação de Pi3k e Akt (Kitamura et al., 2002). No presente estudo, a 

regulação positiva de FOXO1 foi maximizada pela interação entre dieta hiperlipídica 

e a deficiência de vitamina D e, em consequência, a expressão PDX1 foi diminuída 

no grupo HLVitD-. A expressão PDX1 está ligada à preservação da função das 

células beta pancreáticas. Estudos têm demonstrado uma menor expressão de 

PDX1 na resistência à insulina e no desenvolvimento do DM2 (Yang et al., 2012). No 

presente estudo, observou-se um aumento da FOXO1 e diminuição na expressão de 

PDX1, corroborando com o estado resistência à insulina no grupo HL, tal como 

descrito na literatura (Kitamura et al., 2002).  

 GLUT2 é um transportador de glicose das ilhotas pancreáticas, que 

promove a secreção de insulina nas células beta estimulada pela glicose em 

condições fisiológicas (Folli et al., 2011). Portanto, a redução da expressão do 

GLUT2 sugere redução na função da célula beta e na secreção de insulina 

(Thorens, 2011). A PDX1 regula a expressão do GLUT2, e ambos desempenham 

papel na resistência à insulina. De acordo com estas observações, o grupo HL 

mostrou uma expressão reduzida do GLUT2, causando hipertrofia das ilhotas 

pancreáticas e uma hipersecreção compensatória, porém, a deficiência de vitamina 

D não influenciou este parâmetro. 

 Diante do exposto, nosso trabalho apresenta achados importantes, pois 

mostra os efeitos da deficiência de vitamina D sobre o metabolismo de animais 
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obesos. Além dos efeitos deletérios observados sobre o metabolismo da glicose, o 

pâncreas de animais acometidos pelos dois insultos (deficiência e obesidade) 

apresentam efeitos potencializados como maior desorganização e prejuízo à sua 

função. 
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CONCLUSÃO 

 

 

 Em conclusão, nossos resultados sugerem que a deficiência de vitamina D 

juntamente com a dieta hiperlipídica pode agravar a homeostase anormal de glicose, 

a hiperinsulinemia, a hiperleptinemia, resistência à insulina e alteração da expressão 

de proteínas na via Pi3k/Akt como IRS2, FOXO1 e PDX1 em camundongos C57BL/6 

machos adultos. Além disso, o nosso estudo mostrou que ocorreu um 

remodelamento estrutural nas ilhotas pancreáticas, assim como um desarranjo das 

células alfa pancreáticas infiltradas na ilhota. Estas alterações são características de 

um quadro de resistência à insulina e que podem antecipar o início do quadro de 

DM2 em camundongos obesos. 

 Estes resultados são importantes se considerarmos que estamos tratando 

de duas pandemias mundiais que comumente estão associadas. O diagnóstico 

antecipado da deficiência de vitamina D pode evitar que os efeitos deletérios da 

obesidade fiquem mais graves. Nesse sentido, mais estudos experimentais são 

necessários a fim de esclarecer outras vias metabólicas envolvidas nas alterações 

pancreáticas e propor estratégias pertinentes ao controle da homeostase da glicose 

em indivíduos obesos com deficiência de vitamina D. 
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