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      resistência   à    insulina   (RI)   é   uma   condição  que   exige   maiores  níveis  de  

      insulina circulante e que normalmente são providenciados pelo aumento da função 

e população de células β. A RI pode ser observada a partir de diversos modelos experimentais 

em roedores tais como os modelos transgênicos, de gravidez, submetidos às dietas 

hiperlipídicas e hipercalóricas e a partir de infusão venosa de glicose. Estes modelos têm sido 

úteis para a compreensão dos mecanismos compensatórios observados durante a RI. Os 

glicocorticóides são amplamente utilizados na indução farmacológica da RI em modelos 

animais e em seres humanos, com fins científicos. A ativação da sinalização da insulina e das 

proteínas reguladoras do ciclo celular é crucial para a função e crescimento das células β 

adultas. No presente trabalho, apresentamos modelos para investigação da função e 

crescimento de células β pancreáticas in vivo a partir da administração diária de três 

concentrações distintas de dexametasona (DEX) (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, peso corpóreo, 

intraperitoneal - DEX 0.1, DEX 0.5 e DEX 1.0, respectivamente) por 5 dias consecutivos.  A 

sensibilidade periférica à glicose e à insulina, parâmetros de secreção de insulina e 

histomorfométricos foram investigados. A análise dos níveis de proteínas relacionados à 

função e crescimento de células β foi realizada por Western blotting. O tratamento com DEX 

induziu RI de maneira dose-dependente. Aumento da secreção de insulina em resposta à 

glicose foi observado tanto in vivo quanto ex vivo nos três grupos tratados com DEX. Ratos 

DEX 1.0, que apresentam hiperglicemia moderada e marcante hiperinsulinemia, exibiram 

aumento de 5,1 vezes na proliferação além de hipertrofia de células β, com aumento 

significativo na massa de células β comparado aos ratos CTL. Os ratos DEX 0.5, 

hiperinsulinêmicos, porém normoglicêmicos, também apresentaram aumento significante de 

3,6 vezes na proliferação e modesta hipertrofia de células β. Entretanto, os ratos DEX 0.1, que 

desenvolveram o menor grau de RI, compensaram à demanda de insulina apenas com 
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aumento da função de células β. Nenhuma alteração da freqüência de morte celular foi 

observada nas células β dos três grupos DEX comparados ao grupo CTL. Foi observada 

ativação da via IRS-2/PI3-K/Akt/p70
S6K

, bem como da proteína retinoblastoma nas ilhotas do 

grupo DEX 1.0 e, em menor grau, no grupo DEX 0.5 quando comparados com as ilhotas do 

grupo CTL. Assim, aumentando a concentração de dexametasona induzem-se três graus de 

requerimento de insulina in vivo, servindo como modelo para investigação de alterações 

compensatórias em células β. O aumento da demanda de insulina é compensado por aumento 

da função das células β (em todos os GRUPOS DEX) e por hiperplasia e hipertrofia de células 

β nos GRUPOS DEX 1.0 e DEX 0.5. Baseado nos presentes resultados concluímos que o 

aumento dos níveis circulantes de insulina parece ser o maior estímulo para proliferação e 

hipertrofia das células de células β observado na RI induzida pela dexametasona. 
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           nsulin  resistance (IR) is a condition that demand increased levels of circulating insulin  

           that are normally provided by increase of β-cell function and mass. The IR can be 

observed in several experimental rodent models such as transgenic, pregnancy, high-fat or 

high-caloric diet and from glucose infusion model. These models have aided in elucidating 

the compensatory mechanisms observed during the IR. The glucocorticoids are widely used to 

induce the pharmacological IR in animal models and in humans, with scientific purpose. 

Activation of insulin signaling and cell cycle proteins are crucial to the function and growth of 

adult β cells. At the present study, we showed models to investigation of pancreatic β-cell 

function and growth in vivo from the daily administration of three different dexamethasone 

(DEX) concentration (0.1, 0.5 e 1.0 mg/kg, body weight, intraperitoneal - DEX 0.1, DEX 0.5 

and DEX 1.0, respectively) for 5 consecutive days.  The peripheral sensibility to glucose and 

insulin, insulin secretion and histomorphometrical parameters were investigated. The analyses 

of proteins related to β-cell function and growth were done by Western blotting. DEX 

treatment induced IR in a dose-dependent manner. Incease of glucose-stimulated insulin 

secretion was observed in vivo as well as ex vivo in the three DEX groups. DEX 1.0 rats, that 

present moderate hyperglicemya and marked hyperinsulinemia, ehibited a 5.1-fold increase in 

β-cell proliferation besides hypertrophy, with significant increase of β-cell mass compared to 

CTL rats. DEX 0.5 rats, that are hiperinsulinemic and normoglicemic, also exhibited a 

significant 3.6-fold increase in β-cell proliferation as well as β-cell hypertophy. However, 

DEX 0.1 rats, which exhibited the lowest degree of insulin resistance, compensate for insulin 

demand by improving only β-cell function. No alteration in cell death frequency was noted in 

β-cells from the three DEX groups compared to CTL group. Activation of IRS-2/PI3-

K/Akt/p70
S6K

 pathway as well as the retinoblastoma protein in islets from DEX 1.0 and, in 

lesser extend, in DEX 0.5 group was observed compared to islets from CTL group. Therefore, 

I
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increasing doses of dexamethasone induce three different degrees of insulin requirement in 

living rats, serving as a model to investigate compensatory beta-cell alterations.  The 

increased insulin demand is compensated by increase of β-cell function (in all DEX groups) 

and β-cell hyperplasia and hypertrophy in DEX 0.5 and DEX 1.0 groups. Based on the present 

results we concluded that the augmented levels of circulating insulin seem to be the major 

stimulus for β-cell proliferation and hypertrophy observed in dexamethasone-induced insulin 

resistance. 
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Pâncreas Endócrino 

 

           ois grandes  sistemas  são  responsáveis  pela monitoração e regulação das funções           

                 do corpo: o sistema nervoso e o sistema  endócrino. Cada  sistema  é crucial para o     

funcionamento fisiológico cooperativo da multiplicidade de células altamente diferenciadas 

dos tecidos e órgãos que compõem o organismo humano. Ambos os sistemas, juntos,  

integram-se para que o organismo responda adequadamente às alterações de seu ambiente 

externo e interno. Em geral, o sistema endócrino está envolvido principalmente com as 

diferentes funções metabólicas do corpo, como a velocidade das reações químicas nas células 

e o transporte de substâncias através das membranas celulares bem como com outros aspectos 

do metabolismo celular, como crescimento e secreção. Para que estas funções metabólicas 

encontrem-se em harmonia, um conjunto de glândulas e seus respectivos produtos secretores 

(hormônios) são necessários. Dentre estes órgãos, o pâncreas, além de suas funções 

digestivas, sintetiza e secreta importantes hormônios, entre eles a insulina e o glucagon. 

Estes hormônios são sintetizados e estocados em um microórgão especializado, as 

ilhotas pancreáticas de Langerhans (Ashcroft & Ashcroft, 1992). A primeira descrição deste 

microórgão ocorreu entre 1867 e 1868 através de estudos com pâncreas de coelhos  

desenvolvido ao longo do doutorado do pesquisador alemão Paul Langerhans. Com suas 

próprias palavras o pesquisador decreveu as células β pancreáticas como: “células pequenas, 

de conteúdo praticamente homogêneo e com forma poligonal, com núcleo arredondado e sem 

nucléolo e unidas sempre de duas em duas formando pequenos grupos” (Gimenez & Benito, 

2003). Compreendendo aproximadamente 2% da massa total do pâncreas, em humanos, cada 

ilhota é composta por milhares de células, as células β – que sintetizam e secretam o 

hormônio insulina, as células α - que sintetizam e secretam o hormônio glucagon, as células γ 

- que sintetizam e secretam o hormônio somatostatina e as células PP – que sintetizam e 
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secretam o polipeptídeo pancreático  (Kanno et al.., 2002; Porksen et al., 2002). A insulina 

participa de inumeros processos metabólicos, entre os quais no controle do metabolismo dos 

carboidratos, das gorduras e das proteínas, desempenhando portanto, papel importante no 

armazenamento do excesso de substâncias energéticas. O caminho para a descoberta desse 

hormônio passou pelos trabalhos do fisiologista e bioquímico romano Nicolae Paulesco, que, 

chegou a elaborar um extrato pancreático que denominou de pancreatina em 1921. Mas foi 

com os trabalhos liderado pelo médico e pesquisador canadense Frederick Grant Banting, 

ajudado pelo professor escocês John Janes Richard Macleod e o médico norte-americano 

Charles Herbert Best que em julho de 1921 Banting conseguiu demonstrar os efeitos anti-

diabéticos de seu extrato pancreático obtido do próprio pâncreas do cachorro que havia 

tornado diabético. A até então denominação de ilhotina atribuída por Banting para este 

composto anti-diabético foi trocada para insulina por sugestão de Macleod (Gimenez & 

Benito, 2003). A insulina está designada a monitorar o aumento nas concentrações 

plasmáticas de nutrientes, em especial o da glicose, no sangue. Em qualquer momento, em 

um organismo normal, a homeostasia da glicose é mantida pelo balanço entre a secreção e a 

ação da insulina, sendo a glicose sanguínea o principal substrato regulador deste processo 

secretório (Deeney et al., 2000; Rutter, 2001).   

 

Mecanismo Geral de Secreção de Insulina  

 

A secreção de insulina é estimulada por substratos energéticos metabolizáveis pelas 

células β pancreáticas, sendo a glicose o secretagogo mais importante. A sinalização inicia-se 

com o transporte da glicose para o interior da célula β por uma proteína integral de membrana 

denominada transportador de glicose 2 (GLUT2). Na célula β a glicose é fosforilada e 
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convertida a glicose-6-fosfato (G-6-P) por duas enzimas: a hexoquinase I e a hexoquinase IV 

(glicoquinase). A primeira é fortemente inibida pela G-6-P e em menor grau pela frutose 1-6-

difosfato. Assim, a glicoquinase, que não é inibível pela G-6-P, desempenha papel 

fundamental sobre a fosforilação de glicose nas células β. A enzima glicoquinase participa da 

regulação do fluxo glicolítico e, portanto, no processo de secreção de insulina, atuando como 

sensor de glicose nas células β (Boschero, 1996; Matchinky, 1996) (Figura 1). A G-6-P é 

preferencialmente destinada à glicólise e o substrato resultante deste processo, o piruvato, é 

transportado do citoplasma à mitocôndria, onde é convertido à acetil-CoA que segue para o 

ciclo de Krebs culminando na formação de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) e 

flavina adenina dinocleotídeo (FADH2). Estas coenzimas servem como fonte para 

transferência de elétrons durante a fosforilação oxidativa mediando a produção de ATP e, com 

aumento da razão ATP/ADP intracelular (Ashcroft, 1980), ocorre o fechamento dos canais de 

potássio sensíveis ao ATP (KATP). Esse evento promove desequilíbrio iônico e resulta em 

despolarização da membrana da célula β com consequente ativação da permeabilidade aos 

íons Ca
2+

. Estes íons penetram a célula por gradiente eletroquímico através de canais 

dependentes de voltagem específicos (canais Ca
2+

 tipo L). A elevação dos níveis intracelulares 

deste íon ativa a maquinaria secretória, ocorrendo migração dos grânulos de insulina para a 

membrana plasmática e posterior extrusão de seu conteúdo  (Barg, 2002; Rorsman & 

Renström, 2003). Embora a glicose seja o principal substrato responsável pela estimulação da 

secreção de insulina, o mecanismo secretório pode ser modulado direta ou indiretamente, por 

hormônios, neurotransmissores e agentes farmacológicos (Figura 1). Esse controle 

multifatorial permite que as células β secretem insulina em quantidade e tempo adequados, 

regulando adequadamente os níveis de nutrientes no sangue em diferentes situações 



 5 

fisiológicas, tais como: jejum, refeição, exercício, gravidez, lactação e crescimento (Boschero, 

1996). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Via de Sinalização da Insulina 

 

 Os efeitos fisiológicos da insulina iniciam-se após seu acoplamento com o receptor de 

membrana específico presente em praticamente todos os tecidos. O receptor de insulina é uma 

proteína com atividade cinase de tirosina, composta por duas subunidades α e duas 

subunidades β, unidas por pontes dissulfeto (Kahn, 1985) (Figura 2). A subunidade α se 

localiza na porção extracelular, possui o sítio para acoplamento da insulina e apresenta 

atividade inibitória sobre a subunidade β, inibindo sua atividade tirosina cinase. O 

Figura 1 Mecanismo de 
secreção de insulina A 

entrada da glicose pela 

célula β induz o 

fechamento dos canais 

de K
+
, despolarização e 

abertura de canais de 

Ca2+ dependentes de 

voltagem com 

conseqüente secreção de 

insulina. Outros fatores 

que modulam a secreção 

de insulina podem agir 

via estimulação de 

fosfolipase C (PLC) ou 

adenilil ciclase (AC) que 

ativa a via do inositol ou 

cAMP, repectivamente. 

DAG – diacilglicerol; 

IP3 – inositol 1,4,5-

trifosfato; PKA/C – 

protein cinase A/C. 
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acoplamento da molécula de insulina com a subunidade α do receptor de insulina permite que 

a subunidade β adquira atividade tirosina cinase do receptor (Patti & Kahn, 1998). 

 A autofosforilação da subunidade β do receptor de insulina, induzida pelo acoplamento 

da insulina, desencadeia uma cascata de reações de fosforilações de substratos celulares, 

incluindo os membros da família de substratos do receptor de insulina (IRSs). As funções 

fisiológicas do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e do substrato do receptor de 

insulina 2 (IRS-2) foram demonstradas através de estudos derivados de camundongos 

transgênicos “knock out”, ou seja, sem a presença sistêmica de cada um dos dois 

componentes. Camundongos deficientes em IRS-1 apresentam retardo no crescimento, mas 

não desenvolvem diabetes uma vez que a secreção de insulina aumenta para compensar a 

resistência à insulina (RI) moderada (Araki et al., 1994; Tamemoto et al., 1994). Por outro 

lado, camundongos deficientes em IRS-2 apresentam comprometimento tanto da sinalização 

da insulina em tecidos periféricos quanto da função das células β pancreáticas (Withers, 

1998). Os camundongos IRS-2
-/- 

apresentam deterioração progressiva da homeostase 

glicêmica por conta da RI presente no fígado e músculos esqueléticos bem como pela perda da 

compensação pelas células β (observada pela redução da massa de células β) frente a RI. A 

fosforilação em tirosina do IRS gera sítios de reconhecimento para moléculas contendo 

domínios com homologia a Src2 (SH2), incluindo proteínas como Grb2, nck, SHP2 e a 

fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K), entre outras (Burks & White, 2001). A associação da PI3-K 

com as proteínas IRSs é importante para o processo de translocação do transportador de 

glicose 4 (GLUT4), captação de glicose estimulada por insulina (Czech & Corvera, 1999), 

ativação da glicogênio sintetase, inibição da lipólise estimulada pela insulina (White, 1998) e 

ativação da expressão gênica e da síntese protéica (Kido et al., 2001) (Figura 2). A via da 

proteína cinase da cinase ativada por mitógeno (MAPKK)/Ras pode ser ativada pela insulina 
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através da formação de complexos entre os fatores SOS e Grb2 que podem desempenhar papel 

em tecidos estimulando ações de crescimento e proliferação da insulina (Kido et al., 2001). A 

PI3-K é constituída por duas subunidades, uma catalítica de 110 kDa e outra regulatória de 85 

kDa. A subunidade regulatória possui dois domínios SH2 e um SH3 que interagem com os 

sítios de fosforilação dos IRSs (Myers et al., 1992) dando início a uma série de eventos 

incluindo uma cascata de reações de fosforilações e desfosforilações que regula os efeitos 

metabólicos e de crescimento da insulina (Sun et al., 1991; White & Kahn, 1994; White, 

1997). Uma das proteínas alvo desta enzima é a proteína serina-treonina cinase Akt. Cho et al. 

(2001) e Downward (1998) demonstraram o papel importante da Akt na homeostase da 

glicose, crescimento e sobrevivência celular, além de fosforilação de proteínas que regulam a 

síntese de lipídeos, glicogênio e proteínas (Saltiel & Kahn, 2001; Kido et al., 2001) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 2 Via de sinalização da insulina nas células A insulina promove seus efeitos ligando-se ao seu 

receptor específico ativando a atividade tirosina cinase intrínseca deste. A cinase ativada do receptor 

de insulina fosforila substratos intracelulares como IRS, que por sua vez se liga a várias moléculas 

sinalizadoras contendo domínios SH2. Entre elas, o complexo Grb2-SOS e SHP-2 transmitem sinais 

mitogênicos através da ativação da Ras. Em contraste, a PI3K transmite as maiores ações metabólicas 

da insulina via efetores “downstream” como a Akt. . SOS – “son-of-sevenless”; Ras, proteína 

associada a GTPase;  MAPK – proteína cinase ativada por mitógeno; GSK3 – cinase de glicogênio 

sintase 3. 
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Ciclo Celular de Células β  

  

 Embora Swenne (1985) tenha demonstrado há mais de 2 décadas que as células β 

apresentavam a capacidade de se proliferar, até recentemente a maioria dos investigadores 

descartavam a hipótese de que células β maduras e diferenciadas fossem capazes de 

proliferarem, ou que o faziam muito raramente. Fenótipos restritos ao crescimento de células β 

foram observados através de estudos provenientes de grupos focados na biologia do 

desenvolvimento ou na oncologia. Após superexpressão ou deleção de determinado gene 

associado ao controle geral do ciclo celular esses pesquisadores conseguiram demonstrar 

alterações surpreendentes como hiperplasia de célula β pancreáticas (Hanahan, 1985; Rane et 

al., 1999). Um dos motivos para se pressupor que células β não proliferavam estava no fato de 

que elas normalmente o faziam raramente de tal maneira que sua determinação era de difícil 

observação.  

Finegood et al. (1995) estimaram a razão de proliferação de células β adultas em 3% a 

cada 24 h em camundongos e ratos. Proliferação de células β adultas menor que 0,07%/dia e 

de 0,04%/dia em camundongos (Teta et al., 2005) e em humanos, respectivamente, foi 

demonstrado (Butler et al., 2003). Entretanto, é sabido que a glicose pode induzir a 

proliferação de células β in vitro (revisado em Cozar-Castellano et al., 2006). Ainda, durante a 

gestação e no período neonatal sabe-se que há aumento da proliferação de células β (Kassen et 

al., 2000). Recentemente, Dor et al. (2004), usando métodos de rastreamento celular em 

pâncreas de camundongos, determinaram que apesar de baixa, a proliferação de células β 

desempenha um papel central na manutenção da massa deste tipo celular, e em reposição desta 

após pancreactomia parcial.    
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Um esquema simplificado dos componentes que regulam o ciclo celular em células β 

está demonstrado na Figura 3. A passagem da célula β pela fase S do ciclo celular exige a 

ativação e/ou repressão de inúmeros genes que serão indispensáveis para a formação das 

células-filhas. O controle e a sincronização destes genes ocorrem via uma família de 

ativadores e repressores transcricionais denominados de proteínas E2F (Cam & Dynlacht, 

2003; Trimarch & Lees, 2001). As proteínas E2F 1, 2 e 3 estão associadas ao controle de 

inúmeros genes que levam a progressão do ciclo celular enquanto as proteínas E2F 4, 5 e 6 

agem reprimindo genes supressores da progressão do ciclo celular. A proteína retinoblastoma 

(pRb) desempenha papel central como “freio” da progressão do ciclo celular forçando a 

parada deste na fase G1/S (Berns 2003; Chau & Wang, 2003). A pRb inibe a progressão do 

ciclo celular de duas maneiras distintas: primeiro, a pRb se liga preferencialmente as proteínas 

E2Fs 1-3 reprimindo suas atividades trancripcionais. Segundo, a pRb força a parada do ciclo 

recrutando deacetilases de histonas que remodelam a cromatina e previnem o acesso dos 

fatores de transcrição aos seus promotores. A fosforilação da pRb em resíduos de serina e 

treonina inativa esta proteína liberando-a da associação com os E2Fs, permitindo que esses 

fatores de transcrição interajam com seus respectivos promotores. A fosforilação da pRb está 

sob o controle dos complexos ciclinas tipo D e de cinases dependentes de ciclinas 4 e 5 (Cdk-

4 e Cdk-6, respectivamente). Camundongos “knock out” para Cdk-4 apresentam 

anormalidades em três tecidos, entre eles as células β pancreáticas, que apresentaram 

hipoplasia levando ao diabetes e cetoacidose (Rane et al., 1999; Tsuitsui et al., 1999). 

Superexpressão das proteínas Cdk-4 e ciclina D1 em ilhotas de camundongos, ratos e humanos 

resulta em marcante fosforilação da pRb e aumento da proliferação de células β (Cozar-

Castellano et al., 2004; Cozar-Castellano et al., 2006). Recentemente, Fatrai et al. (2006) 

demonstraram aumento da atividade da Cdk-4 em ilhotas pancreáticas com a proteínas Akt 



 10 

constitutivamente ativa. Há três tipos de ciclinas: D1, D2 e D3. As ciclinas D se associam a 

Cdk-4 ou Cdk-6 ativando a função cinase destas últimas, levando à fosforilação e inativação 

da pRb. Assim, agindo em concerto com as Cdk-4 ou Cdk-6 as ciclinas estimulam a 

progressão do ciclo celular. Superexpressão de ciclina D1 em camundongos resulta em 

proliferação de células β (Zhang et al., 2005). Recentemente, também foi demonstrado o papel 

crucial da ciclina D2 sobre a massa e função das células β (Geórgia & Bhushan, 2004; Kushner 

et al., 2005).  

Duas famílias de proteínas apresentam modulação negativa sobre o complexo Cdk-4/-

6/ciclinas D: são as cinases inibitórias (INKs) e proteínas inibitórias de ciclinas (CIPs) ou 

proteínas inibitórias de cinases (KIPs) (Figura 3). As INKs incluem as proteínas: p15
ink4b

, 

p16
ink4a

, p18
ink4c

 e p10
ink4d

. Entre as proteínas CIP/KIP incluem as proteínas: p21
cip

, p27
kip

 e 

p57
kip2

. Ambas as INKs e CIPs/KIPs são amplamente expressas em diversos tecidos e inibem 

a progressão do ciclo celular ao se ligarem aos complexos Cdks, impedindo a atividade cinase 

destes (Pestell et al.., 1999; Pagano & Jackson, 2004). Ilhotas p21
-/-

 são mais responsivas em 

termos de proliferação a fatores de crescimento comparada as ilhotas p21
+/+

 (Cozar-Castellano 

et al., 2006). Superexpressão da proteína p27 sob o controle do promotor da insulina em 

camundongos culmina em redução da proliferação destas, hipoplasia de ilhotas e cetoacidose 

(Uchida et al., 2005). Assim, as proteínas INKs/CIPs/KIPs apresentam papel fundamental sob 

o controle da progressão do ciclo celular. 

 

 

 

 

 

Figura 3 Representação 
esquemática da célula β, 
mostrando os componentes que 
controlam a progressão da fase 
G1 para S. Consultar texto para 

detalhes. D1, ciclina D1; D2, 

ciclina D2; INK4, cinases 

inibitórias de Cdk4; KIP, 

proteínas inibitórias de cinases; 

CIP, proteínas inibitórias de 

ciclinas; E2F, fator de 

elongação 2. 
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Diabetes Mellitus 

 

As duas principais formas de diabetes mellitus são o diabetes tipo 1 (DMT1) e o tipo 2 

(DMT2) (ADA, 1997). Por diminuírem a qualidade e a expectativa de vida de milhões de 

indivíduos afetados, formam a maior causa de morbidade e mortalidade em seres humanos. 

Dentre inúmeras conseqüências, o diabetes mellitus pode causar doenças cardiovasculares, 

derrames cerebrais, cegueira, disfunções renais e amputações (Spellman, 2007). As 

estimativas são de que o DMT2 alcançará o número expressivo de 366 milhões de pessoas por 

volta do ano 2030 (Wild et al., 2004). Disfunções na célula β como diminuição da síntese e/ou 

secreção de insulina e redução da massa deste tipo celular, devido ao aumento de apoptose e 

defeitos na regeneração, são componentes cruciais no desenvolvimento do diabetes mellitus 

(Eizirik & Mandrup-Poulsen, 2001; Mathis et al., 2001; Rhodes, 2005).  

O diabetes tipo 1 é caracterizado por redução severa na produção de insulina devido à 

destruição das células β pancreáticas que se desenvolve tipicamente nos primeiros anos de 

vida. Embora alguns biomarcadores relacionados ao sistema imunológico (por exemplo, 

autoanticorpos anti IA-2, GAD65 e insulina) possam identificar indivíduos de risco para o 

DMT1, o processo pelo qual células β são destruídas ainda não está bem compreendido. A 

perda de células β no DMT1 resulta de um processo mediado por auto-imunidade, onde a 

inflamação crônica conhecida como insulite causa destruição destas células. Este processo é 

mediado por citocinas e outros fatores secretados e/ou expressos pela superfície de células 

imunes que invadem as ilhotas e ativam vias secundárias de morte celular em alvos de células 

β (Eizirik & Mandrup-Poulsen, 2001; Gillespie, 2006; Mathis et al., 2001).  

Por outro lado, o DMT2, está frequentemente acompanhado por RI nos tecidos 

adiposo, muscular e hepático (Kahn et al., 2006). Os mecanismos moleculares que 
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determinam a diminuição da massa de células β e a RI ainda não estão bem esclarecidos. O 

DMT2 resulta da incapacidade das células β pancreáticas secretarem quantidades de insulina 

suficientes em função da demanda metabólica requerida, ou seja, da utilização de glicose 

pelos tecidos periféricos (Kahn, 2001). Quando esse processo se prolonga, as células β podem 

se deteriorar e instalar-se um quadro metabólico denominado de intolerância à glicose que 

pode culminar no aumento progressivo dos níveis de glicose sanguínea e, eventualmente, 

hiperglicemia (Festa et al., 2006; Weyer et al., 1999; Cnop et al., 2007). Defeitos tanto na 

secreção quanto na ação da insulina perifericamente contribuem para o desenvolvimento do 

DMT2, mas sabe-se que a deficiência de insulina é o componente crucial neste processo, sem 

o qual o DMT2 não se desenvolve. Este defeito secretório está presente no inicio da 

patogênese (Kahn, 2001) e é detectado por marcante redução da primeira da fase (também 

conhecida por fase aguda) da secreção de insulina estimulada por glicose (Cerasi et al., 1995; 

Porte, 1991; Spellman, 2007).  

O DMT2 não é herdado segundo as leis Mendelianas, uma vez que não há um grupo 

definido de genes que determina seu desenvolvimento. A presença de diversos genes tem sido 

identificada como fator de risco para o DMT2 (Shadek et al., 2007). Os fatores genéticos que 

predispõem certos indivíduos obesos à falha de células β estão sendo identificados, embora 

seus mecanismos biológicos ainda não estejam claros (Grant et al., 2006; Saxena et al., 2007; 

Scott et al., 2007; Sladek et al., 2007). Assim, para reiterar, a presença de certos genes pode 

conferir risco ao DMT2, mas, ao que tudo indica, o maior fator que determina o 

desenvolvimento desta patologia é o estilo de vida, particularmente o excesso de consumo de 

calorias e o sedentarismo. Estudos postmortem têm mostrado que pacientes com DMT2 

apresentam redução na massa de células β e aumento da taxa de apoptose destas células 

(Butler et al., 2003, Clark et al., 1988; Klöppel et al., 1985; Sakuraba et al., 2002; Yoon et al., 
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2003). Entretanto, não está esclarecido se esta redução da massa é a única responsável pela 

diminuição da secreção de insulina no DMT2.  

 

 

Resistência à Insulina 

 

Embora se conheça grande parte dos mecanismos responsáveis pela diminuição da 

secreção de insulina e da massa de células β no DMT2, pouco se conhece acerca dos 

mecanismos compensatórios que ocorrem em ilhotas pancreáticas durante a RI. A RI 

geralmente está associada à obesidade e é uma condição que precede a instalação da 

hiperglicemia observada no DMT2 (Kasuga, 2006). A RI caracteriza-se pela diminuição da 

ação da insulina em tecidos periféricos (insulino-responsivos) como tecido adiposo, muscular 

e hepático. Estudos em culturas celulares têm revelado que a sinalização de insulina, que 

inclui o receptor de insulina, IRS, PI3-K, cinases dependentes de fosfatidil inositol cinase 1 

(PDK1) e a proteína cinase serina/treonina Akt desempenham papel central nas ações 

metabólicas da insulina em inúmeros tipos celulares (Shepherd, 1998).  

Camundongos transgênicos com deleção específica do receptor de insulina no fígado 

exibem RI, intolerância à glicose e ineficiência da insulina sobre a supressão da produção 

hepática de glicose bem como sobre a regulação da expressão gênica neste tecido (Michael et 

al., 2000). Fenótipo similar foi demonstrado em camundongos em que a atividade da PI3K foi 

inibida especificamente no fígado como resultado da expressão desta isoforma mutada 

(dominante negativa) (Myiake et al., 2002).  
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Resistência à Insulina e Glicocorticóides 

 

Os glicocorticóides podem ser usados experimentalmente para indução de RI tanto in 

vivo (Saad et al. 1993; Rafacho et al., 2008a; Severino et al. 2002; Nicod et al., 2003) quanto 

in vitro (Burén et al. 2002; Ruzzin et al. 2005). Os efeitos dos glicocorticóides sobre tecidos 

periféricos insulino-dependentes como o tecido muscular, adiposo e hepático são bem 

conhecidos (Burén et al., 2002, 2008; Ruzzin et al., 2005; Saad et al., 1995; Weinstein et al., 

1998). Ratos tratados com dexametasona (0.9 mg/kg por 2 dias) apresentam redução da 

captação de 2- [3
H
]deoxiglicose em tecido muscular após estimulação por insulina (Weinstein 

et al., 1998). A redução da sensibilidade à insulina em tecido muscular, proveniente de ratos 

tratados por 12 dias consecutivos com dexametasona, também foi constatada pela diminuição 

da captação de glicose induzida por insulina neste tecido que está associada com redução da 

fosforilação da proteína Akt induzida por insulina (Ruzzin et al., 2005). Cultura primária de 

adipócitos provenientes de ratos, cultivados na presença de dexametasona por 24h, apresenta 

redução da captação de glicose basal bem como induzida por insulina, independente da 

concentração de glicose presente no meio de cultivo (Burén et al., 2002). A RI em tecido 

hepático, muscular esquelético e adiposo observada em ratos tratados com dexametasona in 

vivo parece ser mediada por mecanismos pós-receptores. No primeiro tecido, foi observada 

diminuição da expresão e/ou fosforilação do receptor de insulina e do IRS-1 induzida pela 

insulina (Saad et al., 1993), no músculo foi observado redução da fosforilação da Akt e da 

proteína glicogênio sintase cinase-3 (GSK-3) induzida pela insulina (Ruzzin et al., 2005). 

Estudo recente de Burén et al. (2008) demonstra redução marcante tanto dos níveis de 

proteína quanto da fosforilação em Ser
473

 da proteína Akt em músculo e tecido adiposo de 

ratos submetidos a 11 dias de administração de dexametasona (1mg/kg/dia). Também 
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observaram redução da glicogênio sintase em adipócitos apenas. Assim, a indução de RI 

promovida pela administração de dexametasona é mediada principalmente pela redução da 

atividade da Akt tanto em músculo quanto gordura e pela redução da glicogênio sintase em 

tecido adiposo. 

 

 

Mecanismos Compensatórios 

 

 Durante a RI, as ilhotas pancreáticas usualmente respondem com aumento da secreção 

de insulina para manutenção da normoglicemia, processo conhecido como compensação pelas 

células β. Os mecanismos envolvidos ainda não são bem compreendidos, mas é aparente (a 

partir de estudos com roedores) que tanto a expansão da massa de células β (Jetton et al., 

2005; Rafacho et al., 2008b; Steil et al., 2001) quanto o aumento da função destas células são 

importantes (Chen et al., 1994; Liu et al., 2002; Rafacho et al., 2007, Rafacho et al., 2008a,b) 

(Figura 4). A manutenção da massa de células β pancreáticas é fundamental para homeostase 

glicêmica, e sua diminuição está entre os maiores agravantes para o desequilíbrio da 

homeostase deste substrato.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 “Feedback” entre ação 
periférica da  insulina e 
pâncreas endócrino. (1) redução 

da ação da insulina em tecidos 

periféricos (insulino-

dependentes); (2) hiperglicemia 

transitória; (3) estimulação dos 

mecanismos compensatórios; (4) 

aumento da função (secreção de 

insulina) e estrutura (massa 

células β) do pâncreas endócrino; 

(5) normalização da glicemia à 

custa de hiperinsulinemia. 
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A massa de células β é mantida através do balanço entre apoptose e proliferação destas 

células (Bonner-Weir, 2000). Nos últimos anos, tem se tornado evidente que a proliferação de 

células β desempenha o maior papel no controle da massa de células β no indivíduo adulto 

(Dor et al., 2004; Teta et al., 2005; Teta et al., 2007). Desta forma, há um grande interesse em 

identificar os reguladores endógenos da expansão da massa de células β.  

A glicose tem sido sugerida como estímulo para a proliferação de células β (Bernard et 

al., 1999; Bonner-Weir et al., 1989; Paris et al., 2003; Steil et al., 2001; Topp et al., 2004). 

Infusão de glicose 50% por curto período em camundongos constitui em modelo de 

hiperinsulinemia e hiperglicemia moderada. Estes camundongos apresentam aumento da 

proliferação sem alterações no tamanho e massa de células B (Alonso et al., 2007). 

Adicionalmente, tem sido demonstrado que o metabolismo de glicose é indispensável para a 

proliferação compensatória de células B durante a resistência à insulina induzida por dieta 

hiperlipídica (Terauchi et al., 2007).  

Inúmeros pesquisadores têm reportado efeito de estimuladores sobre a proliferação de 

células B independentes de glicose, provavelmente porque o efeito da glicose é mediado via 

insulina (Muller et al., 2006; Ogino et al., 2006; Okada et al., 2007). O aumento da atividade 

de caspase-9 e aumento de incorporação de BrdU, induzido pela glicose, é bloqueado pela 

adição de anticorpo anti-insulina ou pelo inibidor de PI3-K em células MIN6 (Muller et al., 

2006). A insulina promove a sobrevivência de células β em parte pela ativação de PDX-1, 

gene homeobox essencial para o desenvolvimento do pâncreas que tem sido ligado à 

proliferação no adulto (Kulkarni et al., 2004). Camundongos deficientes em receptor de 

insulina em células β apresentam redução da massa destas células (Kulkarni et al., 1999; Otani 

et al., 2004). Por outro lado, deficiência do receptor de fator de crescimento semelhante a 

insulina-1 (IGF-1) em células β não resultam em redução da massa destas células (Kulkarni et 
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al., 2002). Dupla deficiência tanto do receptor de insulina quanto do receptor de IGF-1 

demonstraram que, entre os 2 fatores de crescimento, a insulina desempenha papel dominante 

na regulação da massa de células β em camundongos adultos (Ueki et al., 2006). Mais 

recentemente, foi demonstrado que camundongos deficientes em receptor de insulina em 

células β pancreáticas e submetidos à dieta hiperlipídica não apresentam aumento da massa 

destas células. Ainda, exibem proliferação reduzida destas células comparada ao grupo 

controle não transgênico (Okada et al., 2007). Esses dados sugerem que o receptor de insulina 

desempenha papel essencial na compensação de células β durante a obesidade. Este estudo, 

entretanto, não mostra os efeitos do bloqueio em curto prazo e crônico da sinalização de 

insulina uma vez que os receptores de insulina estão ausentes desde antes do nascimento 

destes animais. Além do mais, estes experimentos do tipo “tudo ou nada” não asseguram que 

os efeitos seriam os mesmos em modelos patológicos.  

Outras descobertas também apontam para a importância da sinalização da insulina no 

controle da massa de células β. Por exemplo, camundongos “knock out” para o substrato do 

receptor de insulina 2 (IRS-2) desenvolvem DMT2 devido a defeitos na massa de células β 

(Withers et al., 1998). Os níveis de mRNA do receptor de insulina e de IRS-2 estão 

diminuídos em ilhotas de pacientes DMT2 (Gunton et al., 2005). A ativação da Akt (Bernal-

Mizrachi et al., 2001) e da via Raf/Erk (Beith et al., 2008) (vias downstrean da sinalização da 

insulina) são essenciais no controle da proliferação de células β pancreáticas.  
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Gerais 

 

valiar as alterações em parâmetros metabólicos periféricos (sensibilidade à glicose e  

à insulina) bem como em parâmetros funcionais (secreção de insulina)  e estruturais 

(crescimento  de  células   β)   do   pâncreas   endócrino  desenvolvidos   em   modelo 

farmacológico de resistência à insulina através da administração de três concentrações distintas 

de dexametasona.  

 

 

Específicos 

 

 - Determinação do crescimento corpóreo e parâmetros sanguíneos (no jejum: glicose, 

insulina, corticosterona, proteínas e lipídios; alimentados: glicose, insulina e ácidos graxos 

não esterificados); 

 - Avaliação da sensibilidade periférica à glicose e à insulina através dos métodos de 

ipGTT e ipITT ; 

- Avaliação da responsividade e sensibilidade de ilhotas frente a estímulos com 

concentrações crescentes de glicose; 

- Avaliação da responsividade de ilhotas frente a estímulos de Cch, arginina, leucina e 

KCl; 

 -  Determinação do crescimento de células B (tamanho, proliferação e morte celular); 

 - Determinação do conteúdo de proteínas envolvidas no controle da função e do 

crescimento de células β (Irs-2, PI3-K, Akt, p-Akt, p70
S6K

, PDX-1, ciclina D1, ciclina D2, 

Cdk4, pRb, PCNA e Bcl-2). 

 

 

A 
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                 s resultados alcançados durante a realização deste trabalho de  
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ABSTRACT 

 

Activation of insulin signaling and cell cycle intermediates are required for adult beta-cell 

proliferation. Here, we report a model to study beta-cell proliferation in living rats by 

administering three different doses of dexamethasone (0.1, 0.5 and 1.0 mg/kg, ip.) (DEX 0.1, 

DEX 0.5 and DEX 1.0) for 5 days. Insulin sensitivity, insulin secretion and histomorphometric 

data were investigated. Western blotting was used to analyze the levels of proteins related to 

the control of beta-cell growth. DEX 1.0 rats, which present moderate hyperglycemia and 

marked hyperinsulinemia, exhibited a 5.1-fold increase in beta-cell proliferation and an 

increase (17%) in beta-cell size, with significant increase in beta-cell mass, compared to 

control (CTL) rats. The hyperinsulinemic but euglycemic DEX 0.5 rats also showed a 

significant 3.6-fold increase in beta-cell proliferation. However, DEX 0.1 rats, which 

exhibited the lowest degree of insulin resistance, compensate for insulin demand by improving 

only islet function. Activation of the IRS2/PI3K/AKT/p70S6K pathway, as well as pRb in 

islets from DEX 1.0 and DEX 0.5, but not in DEX 0.1, rats was also observed. Therefore, 

increasing doses of dexamethasone induce three different degrees of insulin requirement in 

living rats, serving as a model to investigate compensatory beta-cell alterations. Augmented 

beta-cell mass involves beta-cell hyperplasia and, to a lower extent, beta-cell hypertrophy. We 

suggest that alterations in circulating insulin and, to a lesser extend, glucose levels could be 

the major stimuli for beta-cell proliferation in the dexamethasone-induced insulin resistance. 

Keywords: beta-cell growth – glucocorticoid – hyperglycemia – hyperinsulinemia – insulin 

resistance    
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INTRODUCTION 

 

Pancreatic beta cells are the only significant source of insulin, which is required for 

maintaining appropriate metabolic homeostasis and particularly to maintain glucose levels 

within a narrow range. However, failure of the beta-cell capacity (beta-cell dysfunction and/or 

insufficient beta-cell mass) contributes to the pathogenesis of both type 1 (T1DM) and type 2 

diabetes mellitus (T2DM) (10, 18). Physiological or pathological states such as aging, 

pregnancy, insulin resistance and obesity demand an increase in circulating insulin. Several 

beta-cell adaptations are observed in these conditions, including increased insulin synthesis 

and secretion, hyperplasia and hypertrophy (23, 28, 30). Beta-cell mass plays an essential role 

in limiting the amount of insulin that is secreted in these systemic conditions of increased 

insulin demand. Patients with T2DM show reduced beta-cell mass as a result of impaired beta-

cell proliferation and/or increased beta-cell apoptosis, suggesting that adequate beta-cell mass 

is required for prevention of diabetes (10, 18). Although remarkable improvements in the 

management of diabetic patients have occurred over recent years, new therapies are still 

needed to further improve metabolic control of this pathology (36). 

Amelioration of beta-cell function and increase in beta-cell number are important goals in 

diabetes research. Pancreatic beta-cell mass results from a dynamic balance between cell 

growth (neogenesis, proliferation, and size) and beta-cell death (apoptosis) (7). It has been 

proposed that most adult mouse beta cells are derived from mitosis of preexisting 

differentiated beta cells rather than neogenesis from stem cells (13). The tyrosine kinase, 

lactogen, incretin and growth factor pathways have all been demonstrated to have an 

important role in the control of beta-cell growth. With particular attention, the insulin 

signaling pathway (through insulin receptor substrate 2 (IRS2) signaling intermediate), and 
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the cyclin D1 and D2, cyclin-dependent-kinase 4 (CDK4), and protein retinoblastoma (pRb) 

proteins have been shown to largely mediate adult beta-cell growth (reviewed in 1, 15, 41). 

The majority of reports on the control of beta-cell growth have been carried out using genetic 

mice models; these models characterize well the mechanisms of beta-cell differentiation and 

function during embryogenesis, and postnatal periods. Another interesting approach to 

investigate beta-cell growth is the use of adult rodent models, such as the high-fat diet-induced 

obesity, pregnancy and pancreatectomy models (10, 11, 27). There is no doubt that these 

genetic and adult models have furthered the understanding of beta-cell differentiation and 

function. However, intrinsic adaptive mechanisms in genetic models or the appearance of 

circulating factors in adult models could mask the expected physiological beta-cell 

compensation in these models. Recently, a short-term glucose infusion model was developed 

to directly stimulate beta-cell proliferation and mass in mouse and rat pancreas (2, 16). 

However, the mouse model did not exhibit increases in beta-cell mass, size and islet number 

(2) and beta-cell proliferation was not found increased in the rat model (16).  

We have recently demonstrated that the administration of different doses of dexamethasone 

for 5 days in adult rats induces hyperinsulinemia and insulin resistance in a dose-dependent 

fashion without the appearance of marked hyperglycemia (31). The decreased action of insulin 

peripherally induces compensatory adaptations in the endocrine pancreas (44). In order to 

confirm whether this hypothesis affects beta-cell growth and death, we evaluated the beta-cell 

proliferation, size and death and the levels of the important proteins involved in insulin 

signaling and in the control of beta-cell cycle in three different degrees of insulin requirement 

in living rats.  

 

 



 50 

MATERIALS AND METHODS 
 

Materials. Dexamethasone phosphate (Decadron
®

) was from Aché (Campinas, SP, Brazil). 

Sodium thiopental (THIOPENTAX
®

) was from Cristália (Itapira, SP, Brazil). Human 

recombinant insulin (Biohulin
®

 N) was from Biobrás (Montes Claros, MG, Brazil). The 

reagents used in the insulin secretion protocol and RIA were from Mallinckrodt Baker, Inc. 

(Paris, Kentucky, France) and from Sigma (St. Louis, MO, USA). The 
125

I-labeled insulin 

(human recombinant) for RIA assay was purchased from Amersham Biosciences (Little 

Chalfont, Buckinghamshire, UK). SDS-PAGE and immunoblotting were performed using 

Bio-Rad systems (Hercules, CA, USA) and all chemicals used were from Bio-Rad (Hercules, 

CA, USA) and from Sigma (St. Louis, MO, USA). Anti insulin (rabbit polyclonal), anti 

serine-threonine kinase (AKT) (rabbit polyclonal), anti phosphorylated AKT (Ser473) 

(pAKT) (rabbit polyclonal), anti ribosomal protein S6 kinase (p70S6K) (mouse monoclonal), 

anti p21 (mouse monoclonal), anti Bcl2 (rabbit polyclonal), anti phosphorylated extracellular 

signal-regulated kinase 1/2 (pERK) (Tyr204) (mouse monoclonal) and anti α-tubulin (mouse 

monoclonal) antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (mouse monoclonal) was from DakoCytomation 

(Carpinteria, CA, USA). Anti IRS2 (rabbit polyclonal) was from Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA). Anti p-85 regulatory subunit of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 

(mouse monoclonal) and anti extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK) (rabbit 

polyclonal) was from Upstate (Lake Placid, NY, USA). Anti pancreatic-duodenal homeobox 1 

(PDX1) (rabbit polyclonal) was from Chemicon (Temecula, CA, USA). Anti cyclin D1 

(mouse monoclonal) and anti-cyclin D2 (mouse monoclonal) were from Lab Vision 

Corporation (Fremont, CA, USA). Anti cyclin-dependent-kinase 4 (CDK4) (mouse 

monoclonal) was from Abcam (Cambridge, MA, USA). Anti phospho-pRb (mouse 
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monoclonal) and total pRb (mouse monoclonal) was from BD Biosciences (Mississauga, ON, 

CA).  

 

Animals. Experiments were performed on groups of male Wistar rats (3-months old) obtained 

from the State University of Campinas Animal Breeding Center and kept at 24ºC on a 12 h 

light/dark cycle. The rats had access to food and water ad lib. The experiments with animals 

were approved by the institutional State University of Campinas Committee for Ethics in 

Animal Experimentation and conform to the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals published by the US National Institutes of Health (NIH publication No. 85-23 

revised 1996). 

 

Dexamethasone treatment. The rats received daily i.p. injection, at a time between 7:30 – 8:30 

h, for 5 consecutive days. Rats were divided into four groups, according to the amount of drug 

administered (mg/kg body weight, dissolved in saline): 0.1 mg/kg dexamethasone (DEX 0.1), 

0.5 mg/kg dexamethasone (DEX 0.5), 1.0 mg/kg dexamethasone (DEX 1.0) and saline alone 

(CTL). All dexamethasone-treated (DEX-treated) rats exhibit a significant dose-dependent 

suppression of endogenous corticosterone levels at the end of dexamethasone-treatment. 

Additionally, it is observed a positive correlation with the adrenal gland mass and serum 

corticosterone levels (31). 

 

Blood glucose and serum insulin content. On the day following the last DEX or saline 

administration, blood was collected (≅ 8:00 am) from the tail of fed rats to measure blood 

glucose levels with a glucometer (“one touch” - Johnson & Johnson). After the sacrifice 
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(exposure to CO2 followed by decapitation) the trunk blood was collected. The serum, 

obtained by centrifugation, was used to measure the insulin content by RIA, utilizing a Guinea-

pig anti-rat insulin antibody and rat insulin as standard (35). 

 

Intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT) and Insulin content and secretion. These 

procedures were performed in separates groups of fed rats (≅ 8:00 am) as described in detail, 

previously (31, 32).  

 

Quantitative approaches in endocrine pancreas. To study the morphometric parameters of 

endocrine pancreas, 8 pancreases from each group were excised and processed according to a 

previous description (33). 

Immunostaining: Cellular distributions of insulin, PCNA and PDX1 were analyzed according 

to a previous description (33). Beta-cell mass: Beta-cell mass was determined by point 

counting morphometry on each pancreas section immunostained for insulin according 

previous descriptions (30, 33, 43). Each section was systematically scored with a grid of 100 

points (final magnification ×320). The numbers of intercepts over beta-cells, endocrine non-

beta-cells, exocrine pancreatic tissue and non-exocrine pancreatic tissue were counted. The 

beta-cell relative volume was calculated by dividing the intercepts over beta-cells by the 

intercepts over the total pancreatic tissue; the beta-cell mass was then estimated by 

multiplying the beta-cell relative volume by the total pancreas weight. A minimum of 500 

fields per pancreas were counted. Beta-cell size: Average beta-cell size was measured using 

the same material used for the determination of beta-cell mass. Total beta-cell area inside the 

islet was measured with KS-300 quantitative software (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, 

Germany) and at least 80 islets/group (5,200 ± 200 beta-cell nuclei per group) were sampled. 
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The average cell size was determined by dividing the measured total beta-cell area by the 

number of beta-cell nuclei within each total beta-cell area sampled, according to a previous 

description (6, 28, 43). Beta-cell proliferation: Averaged beta-cell proliferation was obtained 

by counting total islet-cell nuclei stained for insulin and PCNA using the same software cited 

above. At least 40 islets/group (3,437 ± 435 beta-cell nuclei) were sampled. The beta-cell 

proliferation was estimated by the percentage of PCNA-positive cells from the total of insulin-

positive cells (20, 39, 42). Beta-cell death: Detection of DNA fragmentation in situ was 

visualized with the use of the ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit 

(Chemicon International, Serologicals Corporation, Norcross, GA, USA). Staining was 

evaluated using a light microscope after counterstaining with methyl green. Averaged beta-

cell death was obtained by counting total islet-cell nuclei stained for insulin and TUNEL (In 

situ DNA end labelling method) using the same software cited above. At least 40 islets/group 

(3,120 ± 270 beta-cell nuclei) were sampled. The beta-cell death was estimated by the 

percentage of TUNEL-positive cells from the total of insulin-positive cells (24). All the 

images for documentation were registered by a Sony CCD-IRIS-RGB camera, coupled to a 

Zeiss Axioskop 2 microscope (Carl Zeiss GmbH, Eching bei München, Germany). Islet area: 

Islet area were determined as previously described in detail (32, 33).  

 

Protein extraction and immunoblotting. Protein extraction and immunoblotting were carried 

out as previously reported (33). Pools of isolated islets were homogenized in ice-cold cell lysis 

buffer (Cell Signaling, MA, USA). Protein concentration from total cell lysate was determined 

by the RCDC method, according to the manufacturer (Bio-Rad, CA, USA). Protein obtained 

from islets (100 µg) was used for each experiment. Immunoblotting experiments were 

performed at least six times using different samples (each sample consisting of islets obtained 
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from one rat). After 2 h of blocking at RT, membranes containing islet lysates were washed in 

TBST and incubated overnight with the appropriate primary antibodies. After washing in 

TBST, membranes were incubated with the appropriate secondary antibody. Antibody binding 

was detected by enhanced SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (PIERCE, 

Rockford, IL, USA), as described by the manufacturer.  

 

Statistical Analysis. Results are expressed as the means ± S.E.M. of the indicated number (n) 

of experiments. Analysis of variance (one way - ANOVA) for unpaired groups, followed by 

Tukey post test was utilized for multiple comparisons of parametric data. The significance 

level adopted was P < 0.05.  

 

 

RESULTS 

 

Insulin resistance induced by dexamethasone. We have recently characterized the metabolic 

status and the insulin secretion of pancreatic islets in three models of DEX-induced insulin 

resistance (31). We, herein, confirm that 5-day DEX administration at different concentrations 

reproduces dose-dependent peripheral insulin resistance in rats, as judged by the ipITT. The 

Kitt values were 1.83 ± 0.16, 1.38 ± 0.22, 0.81 ± 0.11 and 0.47 ± 0.07 %/min in CTL, DEX 

0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively (n = 6, P < 0.01 for DEX 0.5 and DEX 1.0 vs CTL 

rats; Fig.1A). The increase in serum insulin values also exhibited a dose-dependent pattern of 

4.7 ± 0.4, 14.2 ± 1.9, 31 ± 4.4 and 44 ± 8 ng/ml for CTL, DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, 

respectively (n = 10, P < 0.01 for all DEX groups vs CTL rats; Fig. 1B). The augmented levels 

of serum insulin were sufficient to prevent hyperglycemia in DEX 0.1 and DEX 0.5 rats, 
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however, not enough to avoid moderate hyperglycemia in DEX 1.0 rats (115 ± 2.3, 113 ± 3.6, 

109 ± 4.0 and 175 ± 29.7 mg/dl for CTL, DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively; n = 

10, P < 0.05 for DEX 1.0 vs CTL, DEX 0.1 and DEX 0.5 rats; Fig 1C). Finally, glucose-

stimulated insulin release (GSIR) was 3.8 ± 0.2, 9.7 ± 0.5, 12.8 ± 0.8 and 13.2 ± 1.0 % of islet 

content in CTL, DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively (n = 12, P < 0.001 for all DEX 

groups vs CTL rats; Fig. 1D).  

 

Islet size and beta-cell mass in insulin-resistant rats. Mean islet area enlarged by 1.2-fold in 

DEX 0.5 and by 1.7-fold in DEX 1.0 islets (P < 0.001 for DEX 0.5 and DEX 1.0 vs CTL 

islets). The islet area was 15,655 ± 324, 16,611 ± 327, 18,957 ± 376 and 26,794 ± 526µm
2
 for 

CTL, DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively (n ≅ 730 islets per group). Sections 

stained for insulin exhibited marked differences in size and number of islets in DEX 0.5 and 

DEX 1.0 compared to CTL pancreas (Fig. 2A).  The total pancreas weight was significantly 

reduced in all DEX-treated compared to CTL rats (n = 5, P < 0.05; Fig. 2B). Morphometric 

analysis revealed that the number of islets per pancreatic area augmented significantly in DEX 

0.5 and DEX 1.0 (30% and 31% vs CTL, respectively, P < 0.01) (Fig. 2C) and that the relative 

beta-cell mass was significantly enhanced in DEX 0.5 and DEX 1.0 rats (2.3- and 2.7-fold vs 

CTL, P < 0.05, respectively) (Fig. 2D). Differences in the absolute beta-cell mass were also 

observed in DEX 1.0 compared to CTL rats (1.0 ± 0.08, 1.34 ± 0.19, 1.69 ± 0.23 and 1.86 ± 

0.20 mg for CTL, DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively; P < 0.05, n = 8; Fig. 2E, 

Table 1).  

 

Enlargement of beta-cell size and increases in beta-cell proliferation in insulin-resistant rats. 

Figure 3A shows a large distribution of PCNA-positive nuclei in DEX 0.5 and DEX 1.0, 
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compared with CTL islets; the majority of these PCNA-positive nuclei were co-localized with 

insulin-positive cells (arrows in Fig. 3A). We observed significant increases in individual 

beta-cell size of 9% and 17 % in DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively, vs CTL group (n ≅ 

5,200 nuclei, P < 0.01) (Fig. 3B and Table 1). In addition, the beta-cell proliferation expanded 

markedly, reaching 3.6- and 5.1-fold in DEX 0.5 and DEX 1.0 rats, respectively (P < 0.001 vs 

CTL) (Fig. 3C and Table 1); values were 2.8 ± 0.4, 3.1 ± 0.3, 10.3 ± 0.6 and 14.5 ± 0.9 % of 

total insulin-positive cells for CTL, DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0, respectively (n ≅ 3,500 

nuclei).  

 

Beta-cell death is unchanged in insulin-resistant rats. We stained pancreas sections with 

insulin or with TUNEL to detect fragmented DNA. Islets from CTL and all DEX-treated rats 

showed very low levels of beta-cell death, which were co-localized with insulin-positive cells 

(data not shown). Quantification of TUNEL revealed no difference in beta-cell death 

frequency among the groups (Table 1, 2). The levels of anti-apoptotic protein Bcl2 were not 

altered in the islet lysates of any of the four experimental groups (data not shown). 

 

Insulin signaling and cell cycle components in insulin-resistant rats. Protein content of IRS2 

in islet lysates was significantly increased in DEX 1.0 rats (2.2-fold vs. CTL; P < 0.05; Fig. 

4A). PI3K protein levels (p85 regulatory subunit) also increased significantly, and were 40% 

higher in DEX 1.0 than CTL islets (P < 0.05).  Islet lysates from all groups did not exhibit 

differences in AKT protein expression. However, Western blotting, using an anti-phospho 

AKT (Ser473) antibody revealed that DEX 0.5 and DEX 1.0 islets exhibited a significant 

increase in the level of AKT protein phosphorylation (1.85- and 1.98-fold vs CTL, 

respectively, P < 0.05; Fig. 4A). A marginal increase in the AKT phosphorylation was also 
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observed in DEX 0.1 islets (1.44-fold vs CTL; NS). The p70S6K protein expression was 

enhanced (29%) in DEX 1.0 compared with CTL islets (P < 0.05; Fig. 4A). PDX1 protein 

content was increased by 1.44- and 1.59-fold in DEX 0.5 and DEX 1.0 islet lysates compared 

with CTL, respectively (P < 0.05; Fig. 4A). Qualitative analysis of PDX1 in pancreas sections 

confirmed the large distribution of this protein on pancreatic beta-cell nuclei in all groups 

(Fig. 4B). In all groups, the reaction was also positive for the cytoplasm of beta-cells, since 

PDX1 is translated in this compartment.  

Islet levels of cyclin D1 protein were not altered among the four groups (data not shown). 

However, cyclin D2 protein significantly increased in DEX 0.5 and DEX 1.0 by 1.51- and 

1.91-fold compared to CTL, respectively (P < 0.01 only for DEX 1.0; Fig. 5). DEX 0.5 and 

DEX 1.0 rats showed higher levels of CDK4 protein compared to CTL rats (39% and 43%, 

respectively; P < 0.05; Fig. 5). The total pRb protein content was reduced by 49% in DEX 1.0 

islet lysates, compared to CTL islets (P < 0.05; Fig. 5). A significant increase in p-pRb protein 

levels was observed in DEX 1.0 islets (2.51-fold vs CTL; P < 0.05; Fig. 5). Although not 

significantly different, a tendency of p-pRb to increase was noticed in DEX 0.1 and DEX 0.5, 

compared with CTL islets. The levels of p21 and phosphorylated ERK proteins tended to 

increase in DEX 0.5 and DEX 1.0 islet lysates, but did not reach statistical significance when 

compared with CTL (data not shown). The protein content of ERK was similar in islet lysates 

from all groups (data not shown). Finally, confirming the immunostaining for PCNA, the 

PCNA protein levels were higher in DEX 0.5 and DEX 1.0, compared with CTL islets (P < 

0.01; Fig. 5). These data are summarized in Table 1. 

 

 

DISCUSSION 
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At present, we generate three different degrees of insulin resistance through administration of 

increasing concentrations of dexamethasone (summarized in Table 1). Rats exhibiting marked 

insulin resistance, together with marked hyperinsulinemia and moderate hyperglycemia (DEX 

1.0), presented a remarkable increase in beta-cell proliferation and a modest increase in beta-

cell size, with a significant increase in beta-cell mass. The rats with moderate insulin 

resistance, concomitant with high circulating insulin and normal blood glucose levels (DEX 

0.5), exhibited increased beta-cell proliferation and size. However, rats that exhibited only 

slight insulin resistance (DEX 0.1), and were normoglycemic and hyperinsulinemic, did not 

show alterations in beta-cell proliferation and size and presented a pancreas morphology that 

was quite similar to that of the CTL rats. These results suggest a role for glucose and, 

especially for insulin, as mitogenic signals to induce beta-cell proliferation in vivo. 

Additionally, in DEX 1.0, and to a lesser extent in DEX 0.5 rats, the IRS2/PI3K/AKT/p70S6K 

pathway and PDX1 were up-regulated, indicating a positive involvement of the PI3K cascade 

in such an effect in adult rats. In the same manner, increases in cyclin D2 and CDK4 protein 

levels and the phosphorylated state of pRb in DEX 1.0 islets indicate the participation of these 

proteins in the postnatal control of beta-cell expansion during insulin resistance induced by 

dexamethasone. 

Glucose has been suggested as a stimulus for beta-cell proliferation (6, 8, 26, 37, 40). Short-

term infusion of 50% glucose in mice constitutes a model of moderate hyperglycemia and 

hyperinsulinemia. These mice show increases in beta-cell proliferation without alterations in 

beta-cell size and mass (2). Furthermore, it has been recently demonstrated that glucose 

metabolism is required for compensatory beta-cell proliferation during insulin resistance 

induced by high-fat diet (39). Based in these observations, we can suggest glucose as an 
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important stimulus for beta-cell proliferation, at least in DEX 1.0 rats. These rats presented the 

highest increase in beta-cell proliferation among the 4 groups. The major metabolic difference 

between DEX 1.0 and the other DEX groups is that the former exhibits moderate 

hyperglycemia (similar to that of mice receiving 50% glucose infusion). However, DEX 1.0 

rats had a 9-fold increase in circulating insulin, compared to CTL rats, whereas mice receiving 

the 50% glucose infusion had a 2.25-fold increase in circulating insulin compared to matched 

controls (2). Several studies have reported an effect of the glucose-independent stimulus on 

beta-cell proliferation, probably because the glucose effect is mediated by insulin (22, 24, 25).  

The decrease in caspase-9 activity and increase in BrdU incorporation, induced by glucose, 

were blocked by the addition of anti-insulin antibody or by an inhibitor of PI3K in MIN6 cells 

(22). Mice that were knocked out for the insulin receptor, but not those knocked out for 

insulin-like growth factor 1 receptor in pancreatic beta cells fail to manifest compensatory 

islet hyperplasia in response to high-fat diet-induced insulin resistance (25). These 

observations point to insulin as a crucial signal for mediating this process and are in 

agreement with the euglycemic DEX 0.5 rats, that exhibit 6.5-fold increase in serum insulin 

values, and marked increase in beta-proliferation. Nevertheless, we cannot discount a positive 

role for blood glucose in beta-cell proliferation for DEX 0.5 rats. Considering that these 

animals had moderate insulin insensitivity, this may favor the development of transiently 

hyperglycemia in certain periods (i.e., during absorptive periods). DEX 0.1 rats, although 

hyperinsulinemic (3-fold vs CTL rats), did not exhibit alterations in beta-cell growth. These 

rats developed only a slight degree of insulin resistance and their demand for insulin was 

compensated by an increase in islet function, sufficient to maintain glucose at normal values, 

as observed previously (31).  
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In adults, the beta-cell mass is maintained via a balance of beta-cell proliferation, size, 

neogenesis, and beta-cell death (7). Autopsy studies in humans (10) and numerous rodent 

models (2, 16, 25, 28, 33, 39) have shown that the insulin-resistant state disrupts this 

regulation and alters beta-cell growth and survival, promoting a compensatory increase in 

beta-cell mass, which corroborate our results with beta-cell mass in DEX 1.0 rats. The average 

values of beta-cell mass in DEX 0.5 and DEX 1.0 pancreas were 69% and 86% higher in 

relation to the control, respectively, justifying the increase of 3.6 and 5.1-fold in the 

proliferation rate and 9% and 17% in the beta-cell size, respectively. Thus, the tendency 

towards increased beta-cell mass in DEX 1.0 and DEX 0.5 rats seems to be a result of 

increased beta-cell hyperplasia and, to a lower extent, by beta-cell hypertrophy.  

The insulin signaling pathway has been shown to largely mediate the adult beta-cell growth. 

IRS2 protein content was increased in DEX 1.0 islets. The importance of IRS2 in beta-cell 

expansion is well known (11, 27, 39, 45). Overexpression of IRS2 in pancreatic beta cells of 

glucokinase
+/-

 mice feeding on a high-fat diet led to an improvement in glucose tolerance by 

increasing beta-cell mass, rather than function (39). AKT has been also implicated in the 

regulation of cell growth (16). Overexpression of AKT in mice leads to a marked increase in 

beta-cell mass and proliferation (5). Moreover, AKT can favor beta-cell expansion by 

inhibiting apoptosis and inducing cell cycle arrest by increasing p21 content (21). Our present 

results demonstrating AKT phosphorylation in DEX 1.0 and DEX 0.5 rats corroborate the 

positive modulation attributed to the PI3K/AKT effect on the beta-cell expansion. Similarly, 

p70S6K, an effector of the PI3K/AKT pathway, has also been demonstrated to exert a positive 

effect on beta-cell function and growth (41), supporting our observation of an increased 

p70S6K protein level in DEX 1.0 islets. Taken together, these data reinforce the role of insulin 

signaling in beta-cell proliferation by activating the IRS2/PI3K/AKT/p70S6K pathway, as 



 61 

observed in islets from DEX 0.5 and DEX 1.0 rats.  

Consistent with the activation of insulin signaling, we also observed an increase in cyclin D2 

and CDK4 content and in the phosphorylation status of pRb in DEX 1.0 islets. DEX 0.5 rats 

also revealed an increase in CDK4 and, although not significant, a tendency towards increased 

cyclin D2 and phosphorylated pRb. The importance of cyclins D1, D2, CDK4 and p21 for 

adequate beta-cell proliferation has been demonstrated (12, 19, 46). No alterations in cyclin 

D1 content and in status phosphorylation of ERK protein were noticed in DEX 0.5 and DEX 

1.0 islets. However, augmented cyclin D2 and CDK4 were observed in these rats, suggesting a 

pivotal role for cyclinD2/CDK4 in the post-natal control of beta-cell expansion in insulin 

resistance.  

Whether the alterations observed in endocrine pancreas in all DEX-treated rats resulted from 

direct dexamethasone action was not addressed herein. However, some data favor the idea that 

they resulted from indirect insulin resistance. Firstly, human cultured airway smooth muscle 

cells, in the presence of dexamethasone, show cell proliferation inhibition, concomitant with 

decreased cyclin D1 protein expression and pRb phosphorylation (14). Secondly, in vitro 

experiments showed that dexamethasone induces cell death in insulin-secreting INS-1 cells (4, 

34). Thirdly, in transgenic mice models (IR
+ ⁄-

, IRS1
- ⁄-

, IR
+ ⁄-

 ⁄ IRS1
+ ⁄-

) that developed insulin 

resistance and hyperinsulinemia, the IRS2 pathway drives beta-cell hyperplasia (3, 9, 17, 38). 

These observations support the idea that in vivo pancreas alterations do not result from a direct 

effect of dexamethasone administration. 

In conclusion, using different doses of dexamethasone, we demonstrated that beta-cell 

proliferation and mass are much higher in rats that exhibit a marked hyperinsulinemia together 

with moderated hyperglycemia. This phenomenon seems to be dependent on the activation of 

the IRS2/AKT/PI3K/p70S6K pathway, as well as cyclin D2, CDK4 and pRb. We suggest that 
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an increase in circulating insulin together with a moderate increase in blood glucose levels 

could be the major stimuli for beta-cell proliferation in the dexamethasone-induced insulin 

resistance. 
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TABLES 

 
Table 1 Summary of  functional, structural  and transductional  

adaptation  in  control  (CTL)  and  dexamethasone-treated rats 

(DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0).   

__________________________________________________ 

  

                                       CTL    DEX 0.1   DEX 0.5   DEX 1.0             
                                        ______________________________                 

                    

insulin resistance          absent    slight     moderate    marked 

                                        ______________________________ 

                                                    functional adaptation                         
                                        ______________________________ 
  
↑ insulinemia                    -            +            ++               ++ 

↑ GSIS                               -            +            ++               ++ 
                                        ______________________________  
   
                                                   structural adatation        
                                        ______________________________ 
 
↑ beta-cell mass                 -            -              -                  + 

↑ beta-cell size                   -            -            + +             + + + 

↑ beta-cell proliferation   -            -            + +             + + + 

↑ beta-cell death                -            -              -                  -       
                                        ______________________________ 
 
                                                 transductional adaptation 
                                        ______________________________ 
  
↑ IRS2/PI3K/AKT pathway   -             -             +                + + 

↑ p-ERK, ERK                    -             -              -                  - 

↑ PDX1                                 -             -             +                 + 

↑ cyclyn D2,CDK4                -             -             +                + +                                                                                                         

↑ p-pRb                                -             -             -                  + 
_____________________________________________________________________________ 

For functional and structural analyses, the scores represent:  

- (CTL or equal CTL values); 

+ (significantly different vs. CTL; one-way ANOVA using Tukey’s post-test);  

++ (significantly different vs. CTL and DEX 0.1; one-way ANOVA using Tukey’s post-test);  

+++ (significantly different vs. CTL, DEX 0.1 and DEX 0.5; one-way ANOVA using Tukey’s post-test).  

For transductional analysis, the scores represents:  

- (CTL or equal CTL values); 

+ (at least one component significantly different vs. CTL; one-way ANOVA using Tukey’s post-test);  

++ (all components significantly different vs. CTL; one-way ANOVA using Tukey’s post-test). 
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Table 2 Quantification of beta-cell death in control (CTL) and dexamethasone-treated 

rats (DEX 0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0).   

______________________________________________________________________ 

  

                                                         CTL           DEX 0.1         DEX 0.5         DEX 1.0             
                                                    ____________________________________________                 

                    

TUNEL-(+) beta cells (%)       0.19 ± 0.06     0.12 ± 0.05     0.16 ± 0.07     0.15 ± 0.06                                        

______________________________________________________________________ 

Data are means ± S.E.M. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Fig. 1 Dexamethasone treatment induces decreases in insulin sensitivity and increases in 

insulin secretion.  Administration of different doses of dexamethasone for five days 

significantly decreased insulin sensitivity in a dose-dependent fashion (A). Conversely, serum 

insulin (B) and GSIR (D) increased significantly in all DEX-treated rats. Blood glucose 

reached moderate hyperglycemic values only in DEX 1.0 rats (C). Data are means ± S.E.M. 

a
significantly different vs CTL, 

b
significantly different vs DEX 0.1, 

c 
significantly different vs 

DEX 0.5. n = 6 for figure A, 10 for figures B and C, and 12 for figure C; P < 0.05 for one-way 

ANOVA using Tukey’s post-test.  

 

Fig. 2 Islet number and beta-cell mass increases in DEX 1.0 rats. Representative images of 

pancreas section stained for insulin and hematoxylin (A). Pancreas weight is reduced in DEX 

0.1, DEX 0.5 and DEX 1.0 rats (B). DEX 0.5 and 1.0 rats exhibit significant increase in islet 

number and the relative beta-cell mass (C, D). Absolute beta-cell mass (pancreas weight 

multiplied by relative beta-cell mass) was significantly altered in insulin-resistant DEX 1.0 

rats (E). Data are means ± S.E.M. 
a
significantly different vs CTL, 

b
significantly different vs 

DEX 0.1, 
c 

significantly different vs DEX 0.5. n = 8; P < 0.05 for one-way ANOVA using 

Tukey’s post-test. Scale bars = 200µm. 

 

Fig. 3 Insulin-resistant rats exhibit increases in beta-cell size and proliferation. 

Representative images of islets stained for PCNA and insulin show increased numbers of 

positive nuclei for PCNA in beta cells for DEX 0.5 and DEX 1.0 rats (A).  The 

hyperinsulinemic rats (DEX 0.5) showed significant increases in beta-cell size and 
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proliferation vs CTL islets (B-C). DEX 1.0 rats, which present moderate hyperglycemia and 

high hyperinsulinemia, showed marked increase in beta-cell proliferation and modest increase 

in beta-cell size (B-C). Data are means ± S.E.M. 
a
significantly different vs CTL, 

b
significantly 

different vs DEX 0.1, 
c
significantly different vs DEX 0.5. n ≅ 5,200 and 3,500 nuclei of beta 

cells for beta-cell size and proliferation, respectively; P < 0.01 and 0.001 for beta-cell size and 

proliferation, respectively, for one-way ANOVA using Tukey’s post-test. Scale bars = 100 

µm. 

 

Fig. 4 Increases in protein levels of PI3K pathway in islet lysates from DEX 0.5 and DEX 1.0 

rats. DEX 1.0 rats showed significant increases in IRS2, PI3K, phospho-AKT, p70S6K and 

PDX1 protein content. The protein levels of phospho-AKT and PDX1 were significantly 

increased in DEX 0.5 rats. DEX 0.1 rats did not exhibit statistically significant differences in 

protein expression, but tended to increase in IRS2 and phospho-AKT protein levels (A). The 

figures are representative immunoblots performed at least six times on separate islet extracts. 

Below the panel, a representative control blot for alpha-tubulin is shown. Data are means ± 

S.E.M. 
a
significantly different vs CTL, 

b
significantly different vs DEX 0.1. P < 0.05 for one-

way ANOVA using Tukey’s post-test. In (B) are the representative images of pancreas 

sections stained for PDX1 and Hematoxylin, showing the wide distribution of PDX1 in 

pancreatic islets from all experimental groups. Scale bars = 140µm.  

 

Fig. 5 Increased content of proteins that control the G1 to S entry phase in islet lysates from 

DEX 0.5 and DEX 1.0 rats.  DEX 1.0 rats showed significant increases in cyclin D2, CDK4, 

phospho-pRb and PCNA and a significant decrease in pRb protein content. Significant 

increases in protein levels of CDK4 and PCNA, and apparent increases in cyclin D2 and 
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phospho-pRb, were noted in DEX 0.5 rats. Protein expression in DEX 0.1 was similar to that 

of CTL islets.The figures are representative immunoblots performed at least six times on 

separate islet extracts. Below the panel, a representative control blot for alpha-tubulin is 

shown. Data are means ± S.E.M. 
a
significantly different vs CTL, 

b
significantly different vs 

DEX 0.1. P < 0.05 for one-way ANOVA using Tukey’s post-test.  
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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                  s resultados obtidos nesse trabalho nos levam a concluir que: 

 

- a administração de DEX após 5 dias consecutivos induz RI de maneira dose-dependente, 

correlacionando-se positivamente com os níveis circulantes de insulina; 

- o aumento da secreção de insulina observada in vivo em todos os grupos DEX é decorrente 

do aumento da sensibilidade à glicose pelas ilhotas pancreáticas; 

- o aumento dos níveis de insulina sérica observado nos grupos DEX 0.5 e DEX 1.0 pode ter 

contribuição de mecanismos independentes do metabolismo a julgar pelos experimentos ex 

vivo com Cch e KCl; 

- nos animais onde a RI é mais intensa (DEX 0.5 e DEX 1.0) ocorre aumento da proliferação e 

do tamanho das células β. Estas alterações são maiores nos animais que apresentam marcante 

hiperinsulinemia juntamente com hiperglicemia moderada (DEX 1.0); 

- a alteração do crescimento de células β parece ser dependente da ativação da via IRS-

2/Akt/PI3-K/p70
S6K

, bem como da expressão ciclina D2 e Cdk4 e da fosforilação de pRb; 

 

 Portanto, administração de diferentes concentrações de DEX, induz diferentes graus de 

RI e, por sua vez, diferentes níveis de insulina circulante. Assim, estes modelos tornam-se 

interessantes para a investigação de mecanismos compensatórios adaptativos que precedem o 

desenvolvimento do DMT2. Dependendo do grau de RI, pode-se dissociar a influência da 

hiperglicemia e hiperinsulinemia (DEX 1.0) do da hiperinsulinemia apenas (DEX 0.5 e DEX 

0.1) sobre estes parâmetros. Esses dados abrem perspectivas para verificar se as alterações 

funcionais e estruturais nas ilhotas pancreáticas descritas aqui são decorrentes de efeitos 

diretos da dexametasona e/ou indiretos, causados pela alteração nos níveis de fatores 

circulantes resultante da instalação da RI imposta pela administração de DEX.   

O 
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