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Resumo 

Neste trabalho estudamos o efeito da desnutrição, obesidade e da suplementação com 

taurina na sensibilidade à insulina nos tecidos muscular e hepático, e sobre a secreção de 

insulina. Foram utilizados camundongos C57BL6 machos controle (C), controle + dieta 

hiperlipídica (CH) e controle + dieta hiperlipídica + taurina (CHT), restrito (R), restrito + 

hiperlipídica (RH) e restrito + hiperlipídica + taurina (RHT). Os animais receberam dieta 

entre os 21 e 105 dias de vida.  Após esse período os animais receberam uma aplicação 

intraperitoneal de salina ou glicose (2g/Kg) e foram sacrificados. Medimos o conteúdo 

proteico da SOD1, GPx1, CAT, p-IR, p-AKT, p-PTP1B e p-PTEN no fígado e músculo. 

Verificamos a secreção de insulina em ilhotas expostas a alta concentração de glicose 

(16,7mM) + DPI (inibidor da NADPH oxidase). 

Nossos resultados mostraram que a taurina foi eficiente em melhorar a sinalização da 

insulina no fígado, na presença ou não de uma carga de glicose e mostraram, também, uma 

possível associação entre o efeito observado no conteúdo da p-PTEN sobre a atividade da 

AKT nos grupos CHT e RHT, porém sem alteração no teste de sensibilidade à insulina. 

Nossos resultados sugerem que a taurina atua na modulação redox da PTEN, favorecendo a 

sinalização da insulina no tecido hepático tanto no grupo CHT quanto no grupo RHT. Em 

adição, notamos que a suplementação com taurina aumenta o conteúdo proteico das 

enzimas antioxidantes no tecido muscular, no grupo RHT. A suplementação com taurina, 

apesar de não ter apresentado diferença estatística, parece atenuar o efeito causado pela 

dieta hiperlipídica no grupo CHT sobre a sinalização da insulina no músculo, porém sem 

efeito sobre o grupo RHT. 

Dessa maneira, concluímos que a taurina no grupo CH melhora a sinalização da 

insulina, no fígado e músculo, e a tolerância à glicose, sem alteração da secreção de 

insulina. No grupo RH, a taurina melhora a sinalização da insulina no fígado, mas não 

altera a sinalização da insulina no músculo e melhora parcialmente, sem diferença 

estatística, a tolerância à glicose, sem alteração da secreção de insulina. Assim, a 

suplementação com taurina poderia ser utilizada como terapia complementar no tratamento 

da resistência à insulina e diabetes tipo 2, no entanto, essa terapia seria mais eficiente em 

indivíduos que receberam dieta normoproteica  e  hiperlipídica do que em indivíduos que 

receberam dieta hipoproteica e hiperlipídica. 
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Abstract  

 

We studied the effect of malnutrition, obesity and taurine supplementation on 

insulin sensitivity in liver and muscle, and on insulin secretion. Male mice C57BL6 control 

(C), control + fat diet (CH) and control + fat diet + taurine (CHT), restricted (R), + 

restricted diet (HR) and restricted + fat diet + taurine (RHT) were treated between 21 and 

105 days old. After this period the animals received intraperitoneal saline or glucose 

(2g/Kg) and were sacrificed. We measured the protein content of SOD1, GPx1, CAT, p-IR, 

p-AKT, p-PTEN and p-PTP1B in liver and muscle. We also measured insulin secretion in 

islets exposed to high glucose concentration (16,7mM) + DPI (inhibitor of NADPH 

oxidase). 

Our results showed that taurine was effective in improving insulin signaling in the 

liver, when stimulated or not with a glucose load, and also showed a possible association 

between the content of p-PTEN on the activity of AKT in CHT and RHT groups, but no 

change in insulin sensitivity test. Our results suggest that taurine has a role on the redox 

PTEN modulation, favoring the signaling of insulin in the hepatic tissue in both CHT and 

RHT groups. In addition, we noted that taurine supplementation increases antioxidant 

enzyme protein content in muscle in the RHT group. The taurine supplementation, although 

not statistically different, seems to attenuate the effect caused by high fat diet in the CHT 

groups on the insulin signaling in muscle, but no effects on RHT group were reported. 

Thus, we concluded that taurine in CH group improves insulin signaling in liver and 

muscle, as well as glucose tolerance, without alteration in insulin secretion. In RH group, 

taurine improves insulin signaling in the liver, but does not alter insulin signaling in muscle 

and improves partly glucose tolerance, without alteration in insulin secretion. Thus, 

supplementation with taurine could be used as adjunctive therapy in the treatment of insulin 

resistance and type 2 diabetes, however, this therapy would be more efficient in subjects 

who received normal and hyperlipidic diets than in subjects who received high-fat and low-

protein diets. 
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1.1. Desnutrição, estresse oxidativo, secreção de insulina e resistência à insulina 

 

Em função de um grande número de pessoas na Europa terem sido afetadas pela 

fome no pós-guerra, a desnutrição tornou-se alvo de estudos epidemiológicos. Após estudos 

realizados por Willians et al. (1933) a desnutrição passou a ser caracterizada e denominada 

como marasmo (desnutrição calórico-proteica causada principalmente por privação de 

carboidratos) e Kwashiokor (desnutrição proteica causada por alimentação deficiente em 

proteínas). As duas definições podem ainda se somar no Kwashiorkor marasmático, o qual 

é encontrado com maior frequência nos casos clínicos, causado por alimentação deficiente 

em calorias e pobre em proteínas (Golden, 2002). 

Ao longo de décadas, vários estudos mostram uma correlação positiva entre baixo 

peso ao nascer e o desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes tipo 2 na vida adulta 

(Rao, 1988; Hales & Barker, 1992). Em 1992, Hales e Barker postularam a hipótese do 

fenótipo econômico que ativa uma reprogramação “in utero”, mediante restrição 

nutricional durante a gestação, levando ao retardo no desenvolvimento de órgãos como rins, 

músculo, pâncreas endócrino, entre outros, em favorecimento de órgãos vitais como o 

cérebro. Essas adaptações poderiam repercutir, na vida adulta, no desenvolvimento de 

enfermidades renais, hipertensão arterial, redução na massa de células-beta e resistência à 

insulina. 

Estudos realizados em nosso laboratório mostram que animais submetidos à 

restrição proteica (R) possuem menor resposta das ilhotas de Langerhans à maioria dos 

agentes insulinotrópicos (Carneiro et al., 1995; Filiputti et al., 2008). Theys et al. (2009a, 

b) mostraram alterações no estado redox, aumento na expressão da UCP2 e menor 

capacidade de fosforilação oxidativa em ilhotas de ratos submetidos à restrição proteica.  

Em adição, a desnutrição induz efeitos diversos ao longo da vida em relação à 

sensibilidade à insulina. Em curto prazo, Reis et al. (1997) observaram, que ratos 

desnutridos apresentam aumento da sensibilidade à insulina e aumento da tolerância à 

glicose nos tecidos periféricos. Por outro lado, em longo prazo, a desnutrição, na fase 

inicial da vida, tem efeitos opostos, principalmente quando grande quantidade de nutrientes 

são disponibilizados na fase adulta (Ozanne  et al., 2000 ; Bol  et al., 2009). Ratos adultos 

submetidos à restrição proteica precoce, ou descendente de mães desnutridas desenvolvem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ozanne%20SE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bol%20VV%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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hiperinsulinemia e resistência periférica (Huang et al., 2004; Fernandez-Twinn et al., 2005; 

Martin-Gronert et al., 2008; Kappeler et al., 2009). Uma das possíveis explicações para as 

alterações observadas na homeostasia da glicose é a de que animais desnutridos teriam 

maior produção de ROS e/ou menor capacidade antioxidante. Neste sentido, dados de nosso 

laboratório demonstraram que ilhotas pancreáticas de ratos desnutridos apresentam maior 

susceptibilidade ao estresse oxidativo, e o desbalanço redox alterou a funcionalidade das 

células-beta, reduzindo a secreção de insulina (Cappelli APG, enviado para publicação). O 

estresse oxidativo tem sido mostrado no músculo esquelético de modelos de desnutrição 

proteica (Zoppi et al., 2010). Apesar de resultados conflitantes, estudos mostram que a 

atividade das enzimas antioxidantes varia de acordo com o conteúdo proteico da dieta, e o 

aumento da peroxidação lipídica foi diretamente relacionada com a diminuição da 

capacidade de remoção dessas ROS (Huang & Fwu , 1993; Park et al., 2003; Zoppi et al., 

2010). Foi observada também nesses estudos, uma redução da expressão gênica e do 

conteúdo protéico da glutationa-S-transferase em músculo de ratos desnutridos (Zhu et al., 

2006). Estes efeitos estão de acordo com a redução da capacidade da GPx em varrer o H2O2 

(Oumi et al., 2001). Huang e colaboradores (1993) investigaram os efeitos de diferentes 

níveis de proteína na dieta sobre a atividade de enzimas antioxidante. Para isso eles 

utilizaram quatro grupos de ratos Long-Evans machos, que foram alimentados com dietas 

6, 8, 12 ou 20% de proteína, durante 6 semanas, após desmame. As atividades das enzimas 

antioxidantes no fígado foram reduzidas significativamente quando o nível de proteína na 

dieta diminuiu de 20-12% e depois a 8%. Assim, o grau de deficiência de proteína afeta a 

atividade das enzimas antioxidantes.  

 

1.2. Obesidade, estresse oxidativo e resistência à insulina 

 

A obesidade é um problema de saúde pública, principalmente em países 

desenvolvidos. No entanto, atualmente, a obesidade passou a ser um problema também em 

países em desenvolvimento, onde a desnutrição prevalecia em décadas passadas (Youfa et 

al., 2002). Estudos realizados por Hales e Barker (1992) indicam que indivíduos que 

passaram por má nutrição durante a gestação são mais susceptíveis a obesidade na fase 

adulta. Essa hipótese poderia explicar o aumento de prevalência de obesidade, doenças 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Huang%20CJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fwu%20ML%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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cardiovasculares, resistência à insulina e diabetes em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento (Fagot-Campagna et al., 2000 ; Fleischman et al., 2009).  

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) caracteriza-se pela instalação de resistência 

periférica à insulina que em estágios iniciais é compensada pelo aumento da secreção de 

insulina por parte das células-beta pancreáticas. A progressão da resistência à insulina leva 

à disfunção e morte das células-beta com consequente redução na massa desse tipo de 

células (Kahn et al., 2006). 

Diversos mecanismos já foram propostos para explicar o desenvolvimento da 

resistência à insulina e consequente declínio funcional das células-beta. Dentre eles, a 

ativação crônica de processos inflamatórios parece ter um papel-chave em correlacionar a 

expansão da massa adiposa, principalmente visceral, com o desenvolvimento da resistência 

à insulina em seus tecidos-alvo (Schenk et al., 2008). O aumento na concentração de 

citocinas inflamatórias em resposta à obesidade está diretamente relacionado com o 

aumento na produção de ROS, instalação de estresse oxidativo e desenvolvimento da 

resistência à insulina. Em adição, o aumento da disponibilidade de nutrientes (glicose e 

ácidos graxos) disponibiliza maiores quantidades de acetil CoA e consequentemente 

coenzimas reduzidas NADH e FADH2 aumentando o fluxo de elétrons na cadeia 

respiratória favorecendo a produção de ROS (Rodriguez-Rodriguez et al., 2009). Por outro 

lado, a produção de ROS estimula a expressão de citocinas pró-inflamatórias nos tecidos 

(Kelly et al., 2006), completando um círculo e aumentando o dano oxidativo.  

Tanti & Jager (2009) descrevem os mecanismos celulares alterados por citocinas 

inflamatórias que resultam no aumento da fosforilação do substrato do receptor de insulina 

1 (IRS-1) em resíduos de serina induzindo resistência a insulina. Em adição, diversos 

trabalhos relacionam o acúmulo de gordura corporal como desencadeador da resistência à 

insulina. O aumento na concentração de intermediários da oxidação de ácidos graxos em 

músculo e fígado está relacionado ao aumento na produção de ROS e redução na cascata de 

sinalização da insulina (Wei et al., 2008; Gual et al., 2005, Amati et al., 2011). Neste 

sentido, foi demonstrado que o aumento na produção de ROS e a instalação do estresse 

oxidativo precedem o desenvolvimento da resistência periférica a insulina no fígado e 

tecido adiposo de ratos alimentados com dieta hiperlipídica (Matsuzawa-Nagata et al., 

2008). Portanto, evidências que mostram alterações do estado redox, induzidas pelo 
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acúmulo de gordura, apontam para um papel iniciador do estresse oxidativo no 

desenvolvimento da resistência a insulina.   

 

1.3. Vias de produção das ROS e defesa antioxidante 

 

1.3.1. Produção de ROS no citosol 

Newsholme e colaboradores (2007) revisaram as vias de produção de espécies 

reativas de oxigênio nas células-beta. No citosol essa produção ocorre principalmente pela 

enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase.  

O sistema NADPH oxidase (NOX), é um complexo enzimático que catalisa a 

redução do oxigênio ao radical ânion superóxido (O2
• -) (figura 1). A família das NOX, uma 

família de oxidases dependentes de NADPH, é conhecida por ser amplamente distribuída 

em várias células e tecidos. Seus membros compartilham alta homologia entre a subunidade 

catalítica da NOX de célula fagocíticas, o bem definido gp91phox, também chamado de 

NOX2. Atualmente, dois destes homólogos, NOX1 e NOX2, foram identificados e 

caracterizados em células-beta pancreáticas. Em adição, foram identificados ainda 

homólogos da p47phox e da p67phox, respectivamente chamados de NOXO1 e NOXA1, os 

quais devem interagir com o NOX1, nas células-beta pancreáticas (Newsholme et al. 2009).  

Nas células-beta não estimuladas, este sistema enzimático é inativo e seus 

componentes permanecem dispersos no citosol e na membrana. O componente b558 é um 

flavocitocromo formado por duas subunidades, gp91phox e p22phox, nesta condição, 

permanecem na membrana plasmática de células-beta pancreáticas. Os outros componentes 

do complexo NADPH (p47phox, p67phox, p40phox) em condições basais se localizam no 

citosol. A estimulação das células-beta por nutrientes ou outros fatores promovem a 

fosforilação dos componentes citosólicos da p47phox, p67phox e p40phox, resultando em sua 

translocação para a membrana plasmática, onde interagem com gp91phox e p22phox, ativando 

o complexo enzimático da NADPH oxidase (Graciano et al., 2011). 

Além desses componentes, duas proteínas G de baixo peso molecular, pequenas 

GTPases, integram o sistema NADPH oxidase, chamadas rac2 e rap1. A proteína rap1 

mantém-se associada ao componente p22phox na membrana (Quinn e Gauss, 2004; Abo et 

al., 1994; Bokoch e Diebold, 2002; Li et al., 2012). No estado de repouso, a rac2 encontra-
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se associada ao inibidor RhoGDI (inibidor da dissociação do GDP) na forma ligada ao GDP 

(guanosina difosfato); após a estimulação celular, a rac2 dissocia-se do RhoGDI, troca GDP 

por GTP e integra-se ao complexo NADPH oxidase (Bokoch et al., 1994; Kreck et al., 

1996- Li et al., 2012). 

 

Figura 1. Isoformas da NADPHoxidase em células-beta pancreáticas em condição estimulada por nutrientes. 

(figura adaptada - Newsholme et al. 2009)  

  

Embora, de uma forma geral, o excesso de ROS esteja associado a danos oxidativos, 

nas células-beta pancreáticas níveis fisiológicos destas espécies podem atuar na modulação 

do metabolismo, influxo de íons e controle transcricional e secreção da insulina 

(Newsholme et al. 2009; Morgan et al., 2007; Pi et al., 2007; Morgan et al., 2009).  

A importância da NOX na modulação da secreção de insulina estimulada por 

glicose (GSIS) foi demonstrada utilizando um inibidor farmacológico específico da NOX 

(DPI – difenileneiodônio). Como resultado, houve diminuição na produção de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), prejuízo no metabolismo da glicose e, consequentemente na secreção de 

insulina tanto estática quanto dinâmica (Imoto et al., 2008; Newsholme et al. 2009; Morgan 

et al., 2009). A inibição da NOX também reduz o influxo de Ca2+ intracelular induzido por 

glicose (Imoto et al., 2008, Newsholme et al. 2009,).  

O metabolismo da glicose parece estar relacionado à regulação da NOX através da 

ativação da PLC (Zawalich et al., 2008; Newsholme et al. 2009) resultando em: formação 
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de DAG e IP3, e subsequente liberação de Ca2+ a partir de reservas intracelulares, que 

juntamente com DAG, pode levar a ativação da PKC, fosforilação e ativação de p47 phox e 

translocação da p47 phox para a membrana plasmática,  seguido pela completa ativação do 

complexo NOX. A rápida geração de ânion superóxido (O2
−) e de H2O2 deve mediar um 

aumento de Ca2+ citosólico (Morgan et al., 2009, Newsholme et al. 2009) também elevando 

o metabolismo de glicose via ativação específica de enzimas sensíveis ao Ca2+ 

(especialmente as localizadas na mitocôndria), o que resulta na geração de fatores de 

acoplamento metabólicos de estímulo/secreção derivados da mitocôndria (como glutamato, 

citrato, NADPH e ROS) e amplificação da secreção de insulina (Newsholme et al. 2009).  

 

1.3.2. Produção mitocondrial de ROS  

A utilização da energia proveniente de nutrientes pelo processo de fosforilação 

oxidativa, acontece exclusivamente na presença de oxigênio. Embora o oxigênio seja um 

elemento vital para a sobrevivência dos organismos aeróbicos, uma pequena fração do seu 

consumo mitocondrial dá origem às espécies reativas de oxigênio (Vannucchi et al., 1998). 

 Na cadeia respiratória, ocorre a redução tetravalente do oxigênio molecular, através 

da aquisição de 4 elétrons com consequente produção de 2 moléculas de água. Cerca de 2-

5% do O2 disponível nas mitocôndrias pode dar origem à formação de ROS (Halliwell & 

Gutteridge, 1999). A figura 2 mostra a transferência de elétrons pela cadeia respiratória 

evidenciando a produção de ROS nos complexos I e III.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura2: Visão esquemática da transferência de elétrons e produção de ROS, nos complexos I e III, da cadeia 

respiratória. (figura adaptada- Bartandier C et al., 2006)   

 





 

 

21 

 

O sistema de defesa antioxidante enzimático é constituído principalmente por 4 

enzimas: Superóxido dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx)/Glutationa Redutase 

(GR) e a Catalase. Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante não enzimático é 

composto por moléculas de baixo peso molecular com capacidade de proteger 

determinados alvos biológicos contra a oxidação. Tais moléculas podem ter origem 

endógena ou podem ser obtidas através da dieta (Sies, 1993). Dentre estas moléculas estão 

as vitaminas A, E e C, a glutationa (GSH), alguns aminoácidos, em destaque a taurina (alvo 

do nosso estudo), que podem atuar como antioxidantes (Aerts & Van Assche, 2002; Zoppi, 

2004; Ragheb et al., 2009).  

O sistema antioxidante enzimático converte radical ânion superóxido (O2•-) em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e este em H2O e O2, removendo as espécies reativas de 

oxigênio do meio intracelular (Gurgul et al., 2004).  

 

1.3.4. Estresse oxidativo, células-beta pancreática e diabetes 

O estresse oxidativo está associado ao estado diabético (Yu, 1994). No diabetes tipo 

1, a participação das ROS na disfunção das células-beta inicia-se por reações autoimunes e 

por ação de citocinas inflamatórias (Rabinovitch, 1998). Animais diabéticos tipo 1, 

induzido por aloxana, são exemplos de como as ROS estão envolvidas com o diabetes 

experimental. Neste modelo, depois da captação pelas células-beta, através do transportador 

de glicose GLUT2, a aloxana induz a geração de ROS por reação redox cíclica com 

formação de ácido dialúrico. Isto leva a uma necrose seletiva nas células-beta (Lenzen, 

2008). A suplementação com varredores de radicais livres, como SOD e vitamina E, 

removem eficientemente os oxidantes protegendo contra a ação diabetogênica da aloxana 

(Fischer & Hamburger, 1980; Slonim et al. 1983; Lenzen, 2008). 

No DM2, a hiperglicemia induz a geração do O2
- pela mitocôndria em células 

endoteliais e inicia um ciclo vicioso de reações oxidativas decorrentes do diabetes 

(Nishikawa et al., 2000). Medindo diretamente a concentração de superóxido em ilhotas 

pancreáticas isoladas de ratos Zucker obesos e diabéticos (ZDF), modelo experimental de 

diabetes tipo 2, Bindokas et al. (2003) revelaram que a geração de ROS está acoplada ao 

metabolismo e perturbação na função mitocondrial.  
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Além disso, o excesso de ROS prejudica a síntese e secreção de insulina (Droge, 

2002; Evans et al., 2003; Robertson, 2003; Graciano et al., 2011) e ativa vias apoptóticas 

(Evans et al., 2002; Mandrup-Poulsen, 2001; Mehmeti et al., 2011), levando ao 

desenvolvimento do diabetes. 

Tendo em vista dados da literatura acerca da ação das ROS nas células-beta, estas 

parecem estar sempre em um tênue limiar entre a sinalização da secreção da insulina e o 

dano intracelular que induz o desenvolvimento do diabetes (Leloup et al., 2009). Nesse 

sentido, o papel dos antioxidantes intracelulares é de fundamental importância para o 

controle da ação de tais espécies. 

Em condições fisiológicas, a geração de ROS é proporcional à capacidade 

antioxidante da célula. O desbalanço redox gerado pelo acúmulo dessas espécies reativas 

ou pela deficiência na capacidade antioxidante da célula leva ao chamado estresse oxidativo 

(Travacio & Lesuy, 1996; Cerqueira et al., 2007).  

 

1.4. Taurina 

 

A taurina é um aminoácido que está presente em altas concentrações tanto no 

interior das células como no plasma de mamíferos. Este aminoácido é obtido pela ingestão 

de carne, peixe e leite, mas também pode ser biossintetizado a partir de metionina e 

cisteína. Tem importância em processos biológicos tais como desenvolvimento do sistema 

nervoso e retina, modulação do metabolismo do Ca2+, estabilização de membranas, 

reprodução, imunidade, pode funcionar como um osmólito para regular o volume celular e 

pode também agir como antioxidante (Aerts & Van Assche, 2002; Ragheb et al., 2009). 

Cheong e colaboradores (2013) sugerem que a taurina pode proteger contra danos no DNA 

e contra o estresse oxidativo agindo como um eficiente “varredor” de vários radicais livres 

como: hidroxila, superóxido e os radicais alquila em sistemas in vitro.  

Além das várias funções já atribuídas à taurina, estudos de nosso laboratório têm 

mostrado que esse aminoácido possui um papel regulador sobre a secreção de insulina e 

homeostase glicêmica. O tratamento in vivo e ex vivo de ilhotas de Langerhans com a 

taurina aumenta a sensibilidade das células-beta à glicose, e promove uma maior expressão 

do fator de transcrição pancreático e duodenal (PDX-1) em ilhotas de Langerhans  
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(Carneiro et al., 2008). O tratamento in vivo com taurina também aumenta a tolerância à 

glicose e sensibilidade à insulina além de aumentar a captação de cálcio e expressão da 

subunidade β2 do canal de cálcio voltagem-dependente em ilhotas de Langerhans (Ribeiro 

et al., 2009). Evidências recentes da literatura mostram, ainda, que o tratamento preventivo 

com taurina reestabelece a secreção de insulina em homens obesos e submetidos à infusão 

contínua com ácidos graxos por 48h (Xiao et al., 2008), e  também reduz a concentração 

circulante do peptídeo C em animais que receberam infusão contínua de oleato (Oprescu et 

al., 2007).  

Embora evidências mostrem que a taurina protege uma grande variedade de células 

contra o estresse oxidativo (Aruoma et al., 1988; Hanna et al., 2004), investigações são 

necessárias para esclarecer o efeito da taurina na modulação redox em tecidos envolvidos 

na homeostase glicêmica de animais submetidos à restrição proteica e obesidade. 

 

1.5. Secreção de insulina  

 

Em resposta a concentrações de glicose elevada no sangue, as células-beta 

pancreáticas secretam insulina para manter a homeostase glicêmica, sendo a disfunção 

nessa resposta secretória considerada um dos indutores do DM2 (Weyer et al., 1999; 

Eizirik et al., 2008). No interior das células-beta, a insulina é armazenada em grânulos. 

Quando os níveis de glicose extracelular se elevam, a glicose entra na célula-beta através da 

proteína transportadora de glicose (GLUT2). A glicose é rapidamente metabolizada 

aumentando a razão ATP/ADP (Malaisse & Sener, 1987; Fujimoto et al., 2011) causando o 

fechamento dos canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) e, consequentemente, 

despolarização da membrana plasmática (Cook & Hales, 1984; Newsholme et al., 2007). A 

despolarização induz abertura de canais de cálcio (Ca2+) sensíveis à voltagem, aumentando 

a concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) (Satin & Cook, 1985 ; Rorsman et al., 2000 ; 

Fujimoto et al., 2011). O aumento da [Ca2+]i ativa a maquinaria de exocitose dos grânulos 

de insulina, promovendo fusão desses grânulos à membrana plasmática e resultando na 

secreção de insulina (Newsholme et al., 2007). Um efeito secundário da elevação da [Ca2+]i 

é a ativação da adenil ciclase e fosfolipase C (PLC) que, agindo sobre substratos 

específicos, produz AMP cíclico (AMPc), diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato 
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(IP3), respectivamente. O IP3 promove a liberação do cálcio armazenado no retículo 

endoplasmático. O AMPc e o DAG ativam a proteína quinase A (PKA) e proteína quinase 

C (PKC), respectivamente, promovendo a fosforilação de outras proteínas que amplificam 

o sinal para o processo secretório de insulina (Henquin et al., 2006; Diederichs, 2008; 

Newsholme et al., 2009).  

A importância do ATP na secreção de insulina estimulada por glicose (GSIS) já está 

bem estabelecida, porém outros fatores de acoplamento metabólico, tais como o NADPH, 

malonil-CoA e glutamato parecem ser importantes para esse mecanismo (MacDonald et al., 

2005; Maechler et al., 2006). Em adição aos fatores metabólicos citados anteriormente, 

Leloup e colaboradores (2009), mostraram que as espécies reativas de oxigênio (ROS) 

também são fundamentais para a GSIS, embora não se saiba ao certo o mecanismo de ação 

de tais espécies. 

  

1.6. Modulação redox da sinalização e secreção da insulina  

 

Várias proteínas incluindo proteínas quinases, fatores de transcrição e demais enzimas 

do metabolismo celular podem sofrer modulação redox através de seus resíduos de cisteína 

ricos em grupos tióis (Sen et al., 2000). Essas modulações parecem exercer função 

sinalizadora importante, mediada por mecanismos sensíveis à modulação redox (Sen et al., 

2000; Ungvari et al., 2006;  Sen et al., 1996). Assim, o estado redox dos grupos SH de um 

amplo espectro de proteínas intracelulares é regulado por um fino mecanismo mediado por 

glutationa, tiorredoxina e possivelmente outros antioxidantes associados (Figura 3). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Newsholme%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19809798
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Figura 3. Efeito do sistema glutationa/tiorredoxina peroxidase na manutenção do estado redox (-SH-) de 

proteínas intracelulares suscetíveis à oxidação por ROS e ERNs (espécies reativas de nitrogênio). NOs, óxido 

nítrico sintase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; NADPH+, nicotinamida adenina 

dinucleotídio fosfato reduzida; NADP+, nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato oxidada (Silveira et al., 

2008). 

  

O estado redox intracelular pode modular tanto a sinalização quanto a secreção de 

insulina. Estudos realizados na década de 1970, mostraram que o H2O2, em níveis 

relativamente elevados, teve efeitos miméticos aos da insulina, que foram mediados por 

reações redox de cisteína ( Czech et al., 1974, Peter et al., 2011). Mais tarde, verificou-se 

que o H2O2, por si só pode induzir a atividade de auto-fosforilação de tirosina do receptor 

de insulina, mesmo na ausência de insulina. Além disso, foi mostrado que a oxidação de 

cisteína dentro do domínio da quinase do receptor de insulina previne a ligação inibitória de 

ADP (Schmid et al., 1998, Peter et al., 2011). Embora estes estudos sugiram um papel 

direto da oxidação de cisteína na ativação do receptor da insulina, o maior efeito da cascata 

de sinalização de insulina pode ser alcançado através do aumento da atividade quinase ou 

inibição da atividade das fosfatases. Isto torna extremamente difícil distinguir qual processo 

é o mais importante para a alteração da sinalização de insulina mediante tratamento de 
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células com ROS. A estimulação da insulina, por si só, também induz a produção de 

peróxido de hidrogênio através da Nox4 (homólogo da NADPHoxidase) na membrana 

plasmática, embora não seja inteiramente clara como esta é regulada (Mahadev et al., 2004, 

Peter et al., 2011). 

Estudos mostram, ainda, que as ROS são um sinal metabólico dependente de glicose 

que contribui para a GSIS e que a secreção de insulina estimulada pelo H2O2, é um processo 

dependente de Ca2+ extracelular, sugerindo que o H2O2 deve estar envolvido com o influxo 

de Ca2+ (Pi et al., 2007, Leloup et al., 2009). 

Em adição, diversas proteínas envolvidas na sinalização da insulina, tais como o IR 

(receptor de insulina) e AKT (Proteina quinase B ), MAPK (Mitogen-Activated Protein 

Kinases), mTOR (Mammalian target of rapamycin), PKC (Protein kinase C), PDK 

(Quinase dependente de fosfoinositol), podem ser moduladas pelo estado redox (Goldestein 

et al., 2005). A modulação redox da sinalização da insulina pode ocorrer também pela ação 

de proteínas tirosina fosfatases (PTPs) como a PTEN, PP2A, MKP-1 e PTP1B. O IR e o 

substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) são substratos da PTP1B, enquanto a PI3 quinase 

e a AKT são substratos da PTEN (Goldestein et al., 2005). 

A PTP1B é uma enzima conhecida por desfosforilar e controlar diversos eventos de 

sinalização celular durante o crescimento celular, apoptose, diferenciação e movimentação 

celular. Trabalhos mostram que a PTP1B é expressa em tecidos responsíveis à insulina e 

seus substratos são especificamente o IR e o IRS1 (Cheng et al., 2002). A PTP1B através 

do seu sítio catalítico liga-se aos fosfatos presentes nos resíduos de tirosina do IR e IRS1, 

desfosforilando-os. O óxido nítrico (NO) e as ROS modulam resíduos de aminoácidos 

específicos das moléculas das PTPs em resposta ao estímulo da insulina. A inibição da 

atividade fosfatase mediada por ROS contribui para potencializar a cascata de sinalização 

da insulina. (Hsu et al., 2010). Outros trabalhos mostram também que a atividade da 

PTP1B pode ser modulada pela AKT. Esta fosforila a PTP1B no resíduo de serina 50 

tornando-a inativa e permitindo que a sinalização intracelular da insulina ocorra 

(Ravichandran et al., 2001). Nesta forma ela não desfosforila os resíduos de tirosina do IR e 

IRS1, permitindo que a via de sinalização da insulina permaneça ativa.  

A PTEN (fosfatase e homólogo a tensina), desfosforila o PIP3 gerado pela PI3quinase 

modulando a sinalização da insulina e de uma série de outros fatores de crescimento 
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(Nakashima et al., 2000;  Goldstein et al., 2005). A PTEN é inativada por exposição a 

moléculas oxidantes, o que causa uma ligação dissulfureto entre os dois resíduos de cisteína 

no seu sítio ativo (Lee et al., 2002; Goldstein et al., 2005). A redução subsequente de H2O2 

oxidada pela PTEN parece ser mediada principalmente por tioredoxina, o que sugere que 

este sistema de regulação proporciona um novo meio de controlar o acumulo de 3-

fosfoinositídeos fosforilados na célula (Lee et al., 2002; Goldstein et al., 2005) 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldstein%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15998257
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O objetivo desse trabalho foi verificar os mecanismos moleculares envolvidos no 

balanço redox em tecidos periféricos (fígado e músculo) e ilhotas de Langerhans, em 

animais submetidos à restrição proteica e/ou obesidade. Analisamos, ainda, os efeitos da 

suplementação, desses animais em estudo, com o aminoácido Taurina a fim de verificar 

sua capacidade de modular a suscetibilidade desses animais aos efeitos do estresse 

oxidativo induzidos pela dieta hipoproteica e hiperlipídica. 

A hipótese desse trabalho era que a dieta hiperlipídica traria um desbalanço no 

estado redox, gerando prejuízo nas funções dos animais controles e um prejuízo maior 

ainda nos animais restritos e que a suplementação com taurina poderia reverter esse 

prejuízo.  
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3.1. Caracterização do modelo experimental 

3.1.1. Animais: 

 Foram utilizados camundongos C57BL/6, provenientes do Biotério Central da 

UNICAMP. Logo após desmame (21 dias de vida), os animais foram distribuídos nos 

seguintes grupos experimentais: 

a) Controle (C): os animais receberam dieta contendo 14% de proteína por todo o 

período experimental (105 dias). 

b) Controle + Dieta Hiperlipídica (CH): os animais receberam dieta contendo 14% de 

proteína pelo período de 45 dias e em seguida receberam dieta contendo alto teor de 

gordura (34% - dieta hiperlipídica) por 60 dias. 

c) Controle + Dieta Hiperlipídica + Taurina (CHT) : os animais receberam dieta 

contendo 14% de proteína pelo período de 45 dias e em seguida receberam dieta 

contendo alto teor de gordura (34% - dieta hiperlipídica) por 60 dias. A suplementação 

com taurina foi iniciada juntamente com o desmame e foi fornecida a 5% na água de 

beber. 

d) Restritos (R): os animais receberam dieta contendo 6% de proteína por todo o 

período experimental (105 dias). 

e) Restritos + Dieta Hiperlipídica (RH): os animais receberam dieta contendo 6% de 

proteína pelo período de 45 dias e em seguida receberam dieta contendo alto teor de 

gordura (34% - dieta hiperlipídica) por 60 dias. 

f) Restritos + Dieta Hiperlipídica + Taurina (RHT): os animais receberam dieta 

contendo 6% de proteína pelo período de 45 dias e em seguida receberam dieta 

contendo alto teor de gordura (34% - dieta hiperlipídica) por 60 dias. A suplementação 

com taurina foi iniciada juntamente com a dieta hipoproteica (desmame) e foi fornecida 

a 5% na água de beber. 
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Os camundongos foram mantidos no biotério setorial do departamento de Biologia 

Estrutural e Funcional, sob condição padronizada de iluminação (ciclo claro/escuro de 12 

horas) e temperatura de 22±2 °C.   

As dietas descritas na Tabela 1 foram adquiridas da empresa Prag soluções (Jaú, 

SP), e seguem as recomendações do Instituto Americano de Nutrição (AIN-93) para 

roedores na fase de manutenção e, tiveram ainda, o teor de proteínas e lipídios manipulados 

de forma a gerarem as formulações hipoproteica e hiperlipídica, respectivamente. 

 

Tabela 1. Composição das dietas 

    

Ingredientes 

Normoproteica Hipoproteica Hiperlipídica 

(14% proteína) (6% proteína) (14% proteína) 

g/kg g/kg g/Kg 

Caseína (84% de proteína) 140 71,5 140 

Amido 465,7 502,5 208,7 

Dextrina 155 166,5 100 

Sacarose 100 121 100 

L-cistina 1,8 1 1,8 

Fibra pH 101 ou pH102 
(microcelulose) 50 50 50 

Óleo de soja 40 40 40 

Mistura de sais AIN93G* 35 35 35 

Mistura de vitaminas 
AIN93G* 10 10 10 

Cloridrato de Colina  2,5 2,5 2,5 

Banha Animal - - 312 

* Composição detalhada por Reeves et al., 1993 
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3.1.2. Peso corpóreo 

O peso corpóreo dos animais estudados foi avaliado semanalmente por um período 

de 105 dias. 

3.1.3. Consumo alimentar  

Foi acompanhado o consumo alimentar dos animais que ficaram isolados em gaiolas 

metabólicas durante a última semana do tratamento. Os valores de ingesta encontrados 

foram divididos pelo peso do animal e o conteúdo calórico foi medido dividindo o 

correspondente da dieta consumida em kcal dividido pelos dias. As dietas normoproteica e 

hipoproteica contém 3,88 Kcal/g e a dieta hiperlipídica contém 5,44 Kcal/g. 

 

3.1.4. Respirometria 

Após 2 horas de aclimatação ao sistema, e com os animais em completo repouso, foi 

medido o consumo de oxigênio e produção de CO2, em gaiolas metabólicas totalmente 

seladas utilizando o sistema Oxylet system (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, 

Espanha), totalizando 4 gaiolas de forma que cada gaiola continha apenas um animal. A 

concentração dos gases de cada gaiola foi media por 10 minutos no ciclo de claro, sendo 

realizados dois ciclos de 40 minutos ao total. A partir desses dados foi feito o cálculo do 

coeficiente respiratório e gasto energético dos animais utilizando-se o software 

Metabolism® (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha) acoplado ao sistema. 

 

3.2. Procedimentos experimentais  

 

3.2.1. Avaliação biométrica 

Foi verificado a massa corpórea, o peso relativo e absoluto do fígado, músculo, 

pâncreas, gordura retroperitoneal e gordura epididimal de camundongos C57Bl/6. 

 

3.2.2. Avaliação do Estado Nutricional 

  As análises de parâmetros bioquímicos foram feitas em animais alimentados e em 

jejum. Os camundongos alimentados foram sacrificados por decapitação e o sangue foi 
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coletado em tubos eppendorf contendo anticoagulante (heparina 1:1000 v:v). Para as 

dosagens em jejum, o sangue foi coletado pela cauda do animal utilizando capilar contendo 

heparina. O plasma foi separado por centrifugação a 12000 rpm durante 15 minutos e 

armazenado a –20 °C para posterior determinação de proteínas totais, triglicérides, 

colesterol e insulina.  

 

3.2.3. Teste de Tolerância à glicose (ipGTT) e à insulina (ipITT) 

Para o ipGTT os animais dos grupos estudados, após 12h de jejum, foram pesados e 

realizada uma coleta de sangue pela cauda para obtenção da glicemia de jejum (tempo 0), 

com o uso de um glicosímetro portátil (Accu-Chek Performa). Em seguida os animais 

receberam uma injeção intra-peritoneal de glicose na concentração de 2g/Kg peso corporal. 

A glicemia foi verificada nos tempos 0 (jejum), 15, 30, 60 e 120 minutos.  

Para o ipITT os animais dos grupos em estudo, após jejum de 2 horas, foram 

pesados e, em seguida, foi realizada uma coleta de sangue pela cauda, e com o uso de 

glicosímetro portátil (Accu-Chek Performa) foi obtida a glicemia no tempo 0. Em seguida, 

foi realizada a aplicação via intra-peritoneal de 1,5U/Kg de insulina (Eli Lilly), e a glicemia 

foi verificada nos tempos 0, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos após a administração de insulina. A 

taxa constante de decaimento da glicose (kITT) foi calculado utilizando a fórmula 

0.693/t1/2. A glicose (t1/2) foi calculada a partir análise das concentraçoes de glicose 

plasmáticas durante a fase de decadencia linear. (Calegari et al., 2011)  

 

3.2.4. Glicemia 

Para os demais experimentos, os animais receberam aplicação de salina ou glicose 

(2g/Kg de peso) e após 30 min da aplicação, os animais foram sacrificados e foi coletado, 

fígado e músculo.  

 

3.2.5. Insulinemia 

Para análise da insulinemia foi realizada uma coleta de sangue pela cauda dos 

animais dos grupos em estudo, após jejum de 2 horas (tempo 0) e após 30 minutos da 

aplicação via intra-peritoneal de 2g/Kg de peso de glicose. 
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3.2.6. Preparação das amostras de tecido para determinação da produção de H2O2 e da 

concentração GSH 

 

Fígado e músculo (gastrocnêmio e sóleo) foram removidos e colocados em meio 

gelado contendo EDTA 10mM, Trisma base 100mM, Pirofosfato de Na 100mM, Fluoreto 

de Na 100mM, Ortovanadato de Na 10mM, PMSF 2mM, Aprotinina 0,1 mg/mL e então, 

foram homogeneizados utilizando homogeneizador Polytron (Kinematica, Suíça). 

 

3.2.7. Determinação da produção de H2O2  

As amostras de tecidos isolados (fígado e músculo) foram mantidas em 0,3 mL de 

solução Krebs-Hepes (KRBH) (em mM: 115 NaCl, 10 NaHCO3, 5 KCl, 1 MgCl2, 2.5 

CaCl2, 10 Hepes) em pH 7,4 a 37° C na presença de 50 µM de Amplex Ultra-red 

(Invitrogen) e horseradish peroxidase (0,1U/mL) por 15 min. Após este período, 100 µL do 

meio foram coletados e a intensidade de fluorescência determinada em 530 nm de excitação 

e 590 nm de emissão.  

 

3.2.8. Determinação da concentração GSH 

As amostras de tecidos (fígado e músculo) foram centrifugadas a 4°C a 12000 rpm 

por 15 minuto. Após esse procedimento foi feita uma curva de utilizando GSH 

[0,5µM/mL]. O procedimento seguiu da seguinte forma: foi pipetado 100 μL de tampão 

Tris (1mM)/ EDTA (2mM) pH = 8,2, em seguido foi pipetado 100 μL da amostra e da 

curva, depois foi feita uma leitura em ELISA, absorbância = 412 nm. E para finalizar o 

experimento foi pipetado 20 μL do acido-5,5- ditiobis-2-nitrobenzóico (10mM - DTNB) em 

todos pocinhos e após 15 minutos foi feita a leitura em ELISA, absorbância = 412 nm. Esse 

método foi previamente descrito por Faure e Lafond (1995).   

 

3.2.9. Quantificação do RNA mensageiro (mRNA) por Real-time RT-PCR 

Inicialmente os tecidos (fígado e músculo) foram lisados usando Trizol (0.7-1 ml). 

Três µg de RNA foram submetidos à reação de transcrição reversa (RT) para obtençao de 

cDNA. A reação foi composta por primers randômicos, enzima transcriptase reversa, 

dNTPs e tampão específico, mantidos por 10 min à 25ºC, 120 min à 37ºC, 5 seg à 85ºC e 
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para finalizar um resfriamento à 4ºC. A reação de PCR quantitativo foi de um volume final 

de 15µl, composta por 0.5µl de cDNA, 10 µmol/l de cada primer e 7,5µl de SYBR Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condições de ciclagem foram de 95°C por 10 

min, seguido de 40 ciclos à 95°C por 10 seg e 60°C por 45 seg. As curvas de amplificação 

foram analisadas utilizando-se o Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystems). Os 

resultados estão apresentados como % do controle a partir do valor de RQ (Relative 

Quantity), que obedece a fórmula matemática 2-(ΔΔCT). O valor de ΔΔCT compreende a 

diferença entre o valor do ciclo da amostra em que se inicia a fase exponencial da curva de 

amplificação do gene em análise normalizado pelo valor do ciclo do gene utilizado como 

controle endógeno e o valor do ciclo da amostra referência em que se inicia a fase 

exponencial da curva de amplificação do gene em análise (Roma et al., 2009). Os primers 

utilizados estão descritos na tabela abaixo. 

 

Nome do gene Foward 5’ Reverse 5’ 

IR 5’- ATTCCAGCAACTTGATGTGCACCC 5’- ATGGAAGAAGAGCTTGCCCTGAGT 

AKT 5’- GATGACAGCATGGAGTGTGTGG 5’- TCTCTGAACAGCATGGGACACA 

SOD1  5′- CGTCGGCTTCTCGTCTTGCTCTC 5′- CACGCACACCGCTTTCATCGC 

SOD2 5′- TGAGGAGAGCAGCGGTCGTGT  5′- ACGCCGCCCGACACAACATT  

GPx1 5’- GCCGCACCCTCTTCCCTG 5’- GTGGCATCGCTTTCTTTCCG 

CAT 5’- GATGAAGCAGTGGAAGGAGC 5’ – TGCCATCTCGTCGGTGAAA 

GAPDH 5’ - CCTGCACCACCAACTGCTTA 5’ – GCCCCACGGCCATCACGCCA 

 

 

3.2.10. Western Blotting 

A expressão das proteínas foi avaliada pela técnica de “Western blotting”. As 

amostras de fígado e músculo foram homogeinizadas em tampão de imunoprecipitado (IP) 

(EDTA 10mM pH=7; Trisma base 100mM pH=7,5; pirofosfato de Na 100mM; fluoreto de 

Na 100mM; Ortovanadato de Na; PMSF 2 mM; aprotinina 0,1mg/ml; água deionizada; 

triton 10%). Os tecidos (fígado e músculo) foram rompidos utilizando homogenizador tipo 

polytron (Kinematica, Lucerna, Suíça). Os extratos foram centrifugados a 15.000 g, 4 C 

por 15 min para remoção do material insolúvel. As amostras foram tratadas com tampão 

Laemmli contendo DTT 10 mM, e fervidas em banho seco por 5 min. Alíquotas contendo 

60µg (fígado) ou 25µg (músculo) de proteína foram aplicadas em SDS-PAGE (10% Tris 
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acrilamida) em aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos 

moleculares conhecidos. Após corrida, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose de 0,2 µm (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solução bloqueadora de 

albumina (5%) para diminuir a ligação inespecífica das proteínas. A seguir as membranas 

foram incubadas com os seguintes anticorpos primários policlonais: anti-catalase (Sigma), 

anti-superóxido dismutase 1 (Abcam), anti-glutationa peroxidase 1 (Abcam), anti- receptor 

de Insulina (Santa Cruz) , anti- AKT (Santa Cruz), anti-p-PTP1B  (Abcam), anti-p-PTEN 

(Cell Signaling) e GAPDH(Santa Cruz). Após 12 horas de incubação, foi feita a lavagem 

das membranas. Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpo secundário 

conjugado com HRP (Invitrogen), diluído 1:10000 em albumina 5%, por 2h. Após a 

incubação com o anticorpo secundário as membranas foram expostas por um curto período 

(2 minutos) ao luminol (Tris 1M, pH=8,5, Luminol 250mM, ácido p-cumárico 90mM, 

peróxido de hidrogênio 30% e água) e revelada por quimioluminescência no equipamento 

(ImageQuant LAS 4000). 

 

3.2.11. Isolamento de ilhotas 

Os animais foram sacrificados por decapitação. Após uma incisão abdominal e 

oclusão da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma cânula através de uma 

incisão na parte proximal (hepática) neste ducto. Foi injetado através do duto pancreático 

cerca de 3 mL/animal de solução 0,8 mg/mL de colagenase tipo V. Retirado o pâncreas, o 

órgão foi mantido por cerca de 17 min a 37 oC para digestão. O material foi lavado 

repetidamente com solução de Hanks (em mM: 137 NaCl, 5,4 KCl, 4,2 NaHCO3, 0,4 

KH2PO4, 0,4 Na2HPO4, 0,8 MgSO4, 1,3 CaCl2) contendo 5,6 mM de glicose e 0,5 g/L de 

albumina. Por decantação, as ilhotas foram separadas e coletadas manualmente sob lupa por 

uma pipeta siliconizada. 

 

3.2.12. Secreção Estática de Insulina 

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 reservatórios 

contendo 1 mL de solução de Krebs-Hepes (KRBH) (em mM: 115 NaCl, 10 NaHCO3, 5 

KCl, 1 MgCl2, 2,5 CaCl2, 10 Hepes) pH 7,4 suplementada com 0,3% de albumina bovina 

(m/v) e 5,6 mM de glicose com ou sem DPI (inibidor da NADPHoxidase). Em todos os 
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experimentos 4 ilhotas foram colocadas em cada reservatório. A seguir, as placas foram 

mantidas por 30 min a 37 oC em ambiente controlado (gaseificado com 95% O2 + 5% CO2). 

A solução foi rapidamente removida e substituída por nova solução de incubação contendo 

16,7 mM de glicose com ou sem DPI. Após 60 min de incubação, as placas foram 

resfriadas em banho de gelo e o sobrenadante removido, transferido para tubos de ensaio e 

armazenado a –20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio (Scott et 

al., 1981; Tanaka et al., 2002).  

  

3.2.13. Análise Estatística 

 Os resultados foram expressos em média  erro padrão e foram analizados pela 

análise de variância ANOVA de uma via seguida do post test Tukey e teste “t” student. O 

nível de significância adotado foi p<0,05. 
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dos grupos CH e RH aumentaram 185,71% e 146,66% em relação a C e R, 

respectivamente. Pudemos observar também uma diminuição (22,5%) e um aumento 

(18,91%) desta variável nos grupos CHT e RHT em relação aos grupos CH e RH, 

respectivamente.  Na gordura epididimal, pudemos observar nos grupos tratados com HFD, 

aumento de 154,76% e 170,27% em relação aos seus respectivos controles. Constatamos 

também uma diminuição de 22,42% do CHT e um aumento de 34% do RHT em relação 

aos grupos CH e RH.  

Quando analisamos o peso relativo (tabela 3), verificou-se que o fígado dos animais 

do grupo CH e o grupo R apresentaram diminuição de 13,64% e 12,23%, respectivamente, 

em relação ao C e o grupo CHT aumentou 13,07% em relação ao CH. Em relação ao 

pâncreas, os animais do grupo R também apresentaram redução de 23,18% em relação ao 

grupo C. 

Os valores relativos das gorduras retroperitoneal e epididimal dos grupos tratados 

com HFD apresentam-se aumentadas em relação ao grupo controle correspondente. Os 

grupos CH e RH apresentaram aumento na gordura retroperitoneal de 120,75% e 69,86% 

em relação a C e a R, respectivamente, enquanto os grupos CHT e RHT apresentaram 

diminuição de 35,89% e de 6,45% em relação ao CH e RH, respectivamente. A gordura 

epididimal aumentou 119,48% no grupo CH e 106,89% no grupo RH em relação a C e R, 

respectivamente. Os grupos CHT e RHT tiveram redução de 15,97% e aumento de 11,11% 

em relação à CH e RH, respectivamente. Dessa forma, a taurina se mostrou eficiente em 

restabelecer, total ou parcialmente, os níveis de gordura no grupo CHT, no entanto, não 

houve melhora significativa na adiposidade do grupo RHT em relação ao grupo RH.  
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formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), tendo em vista a falta de dados 

conclusivos acerca das principais fontes de ROS que atuam na modulação da secreção e da 

cascata de sinalização da insulina. Assim, quantificamos uma série de variáveis que 

participam do balanço redox e da cascata de sinalização da insulina em condições basais 

(salina) e após estímulo com uma carga de glicose. 

A figura 9 mostra a glicemia dos diferentes grupos, C, CH e CHT (figura 9A) e R, RH e 

RHT (figura 9B) em jejum e após 30 minutos de aplicação de salina.  Notamos que, apesar 

de um aumento significativo na glicemia, provavelmente devido ao estresse da aplicação, 

nos grupos C, CH, CHT, R, RH e RHT, a variação da glicemia foi pequena entre os animais 

em jejum e os que receberam salina, sendo de 23,53%, 37,61%, 30,14%, 22,29%, 26,82%, 

34,69%, respectivamente (figura 9A e 9B). No entanto, quando os grupos receberam 

solução contendo glicose (2g/Kg), a variação da glicemia entre os grupos em jejum e que 

receberam uma carga de glicose foi de 236% para o grupo C, 286,70% para o grupo CH, 

211,43% para o grupo CHT, 233,04% para o grupo R, 305,72% para o grupo RH e 

224,80% para o grupo RHT, fato observado na figura 9C e 9D que mostra a glicemia dos 

animais em jejum e após 30 minutos da aplicação de glicose. 
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Após obtermos os dados moleculares de expressão gênica e conteúdo proteico das 

enzimas antioxidantes, verificamos o conteúdo proteico das enzimas da via de sinalização 

da insulina.  

Podemos observar nas figuras 18A, B, C, D, E, F, G e H os níveis de ativação do IR, 

PTP1B, AKT e da PTEN através de suas respectivas fosforilações.  

As figuras 18A e B mostram aumentos, não significativos, na fosforilação do IR, 

quando estimulado com glicose, de 23,2% (C), 25,63% (CH), 27,39% (CHT) e 45,24% (R), 

em relação ao mesmo grupo que recebeu salina. Os grupos RH (glicose) e RHT (glicose) 

não apresentaram alterações na fosforilação do IR em relação ao grupo salina 

correspondente. Quando observamos as figuras 18E e F, verificamos que a fosforilação da 

AKT apresenta o mesmo perfil de aumento, em relação ao grupo salina, não significativo, 

mostrando um aumento de 34,92% (C), 73,36% (CHT) e 37,06% (R), no entanto os grupos 

CH, RH e RHT não apresentaram alterações na fosforilação da AKT quando estimulados 

com glicose, em relação à fosforilação basal (salina). Como esperado, ocorreu diminuição 

da fosforilação de IR e AKT nos grupos alimentados com HFD, enquanto aumento da 

fosforilação das mesmas proteínas foi observado no grupo CHT, e não no grupo RHT. 

Analisando o conteúdo proteico da fosforilação do IR e da fosforilação da AKT podemos 

observar que os animais que receberam dieta HFD apresentam maior resistência à insulina 

e que a taurina consegue reverter esse efeito apenas no animal controle.  

As figuras 18C e D mostram a fosforilação em serina 50 (S50) da PTP1B em nossos 

grupos experimentais. Nossos resultados mostram que quando estimulados com glicose 

esses grupos apresentam redução, não significativa, na fosforilação da PTP1B de 25,67% 

(C), 36,12% (CH), 32,23% (R), 41,42% (RH), 60,58% (RHT), o grupo CHT não apresenta 

diferença entre o grupo salina e glicose. Observamos ainda nas figuras 18G e H que 

ocorrem o mesmo perfil de redução, não significativo, na fosforilação da PTEN após a 

administração da carga de glicose, mostrando, redução de 42,97% (C), 28,09% (CH), 

25,26% (R), 41,46% (RH), 46,20% (RHT), da mesma maneira que na fosforilação da 

PTP1B nos respectivos grupos. O grupo CHT não apresentou alterações na fosforilação da 

PTEN, entre os grupos salina e glicose. Analisando o conteúdo proteico da fosforilação da 

PTP1B e da fosforilação da PTEN podemos observar que esses resultados não estão de 
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5.1. Parâmetros gerais 

 

Com relação ao modelo experimental de desnutrição, nosso grupo vem mostrando 

que estes animais apresentam aumento da tolerância à glicose e diminuição da secreção de 

insulina estimulada por glicose (Latorraca et al., 1998; Filiputti et al., 2008). Outros dados da 

literatura mostram, ainda, menor capacidade das enzimas antioxidantes e maior 

susceptibilidade das ilhotas de animais desnutridos aos efeitos das ROS (Mann et al., 1975 ; 

Parra et al., 1975; Cappelli APG – enviado para publicação). Por outro lado, no modelo de 

obesidade induzida por dieta hiperlipídica verifica-se menor sensibilidade periférica à 

insulina, hiperinsulinemia e aumento na expressão tecidual e níveis circulantes de citocinas 

inflamatórias acompanhados pelo aumento do estresse oxidativo (Cintra et al., 2008; Lalli 

et al., 2008).  

Tendo em vista essas evidências, postulamos que animais submetidos a um período 

de restrição proteica possam estar mais susceptíveis aos efeitos deletérios promovidos pela 

obesidade induzida por dieta hiperlipídica. A investigação do balanço redox nesses animais 

pode ajudar a compreender como ocorre a modulação e funcionamento dos tecidos de 

camundongos submetidos à restrição proteica por 45 dias, seguida por dieta hiperlipídica 

(Hales & Barker 1992; Fagot-Campagna et al., 2000 ; Fleischman et al., 2009). Ainda 

neste contexto, acreditamos que a suplementação com taurina possa ser uma estratégia 

eficiente para prevenir os efeitos da dieta hipoproteica e hiperlipídica visto seus efeitos 

sobre o controle da homeostase glicêmica (Ribeiro et al., 2009), função pancreática 

(Carneiro et al., 2008), modulação da resposta inflamatória (Park et al., 1993; Park et al., 

1995; Park et al., 1998) e efeito antioxidante (Schaffer et al., 2009).  

Em acordo com resultados prévios de nosso laboratório, os dados deste estudo 

mostram que os protocolos de desnutrição e obesidade foram eficientes em induzir as 

alterações esperadas. 

Os animais R tiveram um ganho de peso menor, maior tolerância à glicose, 

diminuição do fígado, pâncreas e das proteínas totais em relação ao grupo C, característica 

observada em modelos experimentais de desnutrição (Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 

2004; Filiputti, 2006; Filiputti et al., 2008 ). A redução do ganho de peso na desnutrição 

tem sido relacionada a alterações funcionais e morfológicas, principalmente no pâncreas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Latorraca%20MQ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Filiputti%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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exócrino e no epitélio entérico, que comprometem a digestão e absorção de nutrientes 

(Torun et al., 1994). Dessa forma, a ingestão inadequada de proteínas retarda o crescimento 

devido à sua inerente menor oferta de aminoácidos para síntese proteica aliada à redução no 

aproveitamento alimentar (Manzano, 2001; Marcondes, 1976). O aumento da ingestão de 

caloria leva a um aumento de peso, o que é um indicativo básico de obesidade (Buettner et 

al., 2007). A obesidade pode levar a diversas alterações metabólicas como: altos níveis de 

proteínas totais, colesterol, aumento da glicose e insulina em jejum, resistência à insulina 

dentre outras alterações (Buettner et al., 2007). 

Dados da literatura mostram que a prole de camundongos desnutridos, alimentados 

a partir de 8 semanas de idade por um período de 12 semanas  com  dieta rica em gordura 

apresentam um aumento no peso  e na adiposidade em relação à prole de desnutridos que 

receberam dieta controle (Sutton et al., 2010).  

A desnutrição materna (desnutrição calórica, restrição proteica, ou ligadura uterina) 

durante as várias etapas da gravidez resulta em hiperleptinemia e obesidade na prole. Estes 

fatores são exacerbados pela alimentação  hipercalórica  na vida adulta (Langley-Evans., 

2006). A restrição proteica materna quando administrada a roedores, reduz o peso dos 

filhotes ao nascimento, sugerindo um retardo de crescimento intrauterino (RCIU). Isso 

é compensado pela rápida recuperação do crescimento na idade adulta em ratos que tiveram 

RCIU relacionadas à desnutrição proteica. Estes animais apresentam, no entanto, uma 

tendência  exacerbada para o desenvolvimento da obesidade induzida por alimentos e 

hiperinsulinemia (Barker et al., 1993;  Hales & Barker, 2001). 

Outros fatores que levam ao ganho de peso são: ingesta alimentar, conteúdo calórico 

e gasto energético. Nossos resultados mostraram que a ingesta alimentar é igual em todos 

os grupos, com exceção do grupo CHT que ingeriu menos dieta. No entanto, os animais que 

receberam dieta HFD ingerem mais caloria e gastam menos ou a mesma quantidade de 

energia, já os grupos suplementados com taurina ingerem a mesma ou maior quantidade de 

caloria, porém gastam a mesma quantidade de energia quando comparados com o controle 

correspondente, justificando o aumento de peso nos animais submetidos à HFD e uma 

pequena redução do ganho de peso quando suplementados com taurina. 

O corpo oxida carboidratos, gordura e proteínas para manter seu peso estável, e para 

isso, devem balancear as quantidades destes nutrientes. Isto é, a manutenção do equilíbrio 
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energético requer que a mistura desses combustíveis consumidos sejam oxidados. A 

capacidade do corpo para armazenar carboidratos como glicogênio é muito limitado, assim 

como sua capacidade de armazenar proteína (Bray GA., 2004). Apenas os estoques de 

gordura podem facilmente se expandir para acomodar o aumento dos níveis de consumo de 

energia acima dos exigidos para as necessidades diárias de energia. Há evidências de que o 

aumento da taxa de oxidação de carboidratos, que pode ser avaliada pelo aumento do 

coeficiente respiratório, seja um indicativo de um futuro ganho de peso (Zurlo et al., 1990). 

Uma explicação para isso é que, quando a oxidação de carboidratos excede sua ingestão, os 

estoques dos mesmos tendem a reduzir. Para substituí-lo, seria necessário aumentar a 

ingesta de carboidrato ou reduzir sua oxidação, já que o organismo não pode converter 

ácidos graxos em carboidratos (Bray GA., 2004).  

Essas alterações no peso corpóreo se dão devido ao desequilíbrio entre o conteúdo 

calórico ingerido e o gasto energético. Quando ingerida uma grande quantidade de caloria e 

o gasto energético é baixo (insuficiente para queima-la) ocorre um aumento do peso 

corpóreo. Já quando esse conteúdo calórico ingerido é baixo e o gasto energético é alto, 

ocorre uma diminuição do peso corpóreo (Bray GA., 2004). Assim, de acordo com os 

resultados do coeficiente respiratório (RQ) dos animais que receberam HFD, com valores 

próximos a 1, e significativamente aumentado no grupo restrito submetido à HFD, sugere 

que a ingestão de maior conteúdo calórico (porém, sem alteração na ingesta) levou ao 

aumento da oxidação de nutrientes indicado pelo RQ. 

Dados da literatura mostram diferentes interações da taurina e obesidade. 

Tsuboyama-Kasaoka et al. (2006) verificaram que a suplementação com 5% de taurina a 

camundongos alimentados com HDF protegeu contra o ganho de peso e acúmulo de 

gordura corpórea sem interferir na ingesta alimentar. Os autores atribuem esses efeitos a 

maior expressão no tecido adiposo de genes que regulam o metabolismo lipídico e 

mitocondrial como PGC-1α, PPARγ, fator respiratório nuclear 2α (NRF2α) e a lipoproteína 

lípase (LPL) que contribuíram para a normalização do metabolismo basal, o qual estava 

reduzido nos animais obesos. 

Outro trabalho conduzido em ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF), 

um modelo de diabetes tipo 2 que apresenta hiperfagia, obesidade e resistência à insulina, 

mostrou que a suplementação com taurina não reduziu o peso corpóreo nem a gordura 
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abdominal, mas teve melhora significativa na tolerância a glicose e sensibilidade à insulina 

(Nakaya et al., 2000). Essas evidências apontam para um requerimento diferencial de 

taurina entre espécies para que seu efeito antiobesidade se manifeste. No nosso estudo, o 

tratamento com taurina reduziu, parcialmente, o aumento do coeficiente respiratório, 

provocado pela HFD, nos grupos CHT e RHT, mostrando um papel benéfico desse 

aminoácido sobre os efeitos da dieta rica em gordura. Portanto, nossos dados mostraram 

que o tratamento com dieta hipoproteica induziu desnutrição, observado nos parâmetros 

estudados, e que o tratamento com HDF foi eficiente para induzir obesidade (tabela 4).  

 

5.1.1. Tolerância à glicose e sensibilidade à insulina 

 

Em acordo com dados da literatura (Ribeiro et al., 2012), nossos resultados mostram 

que animais que receberam dieta HFD apresentam-se intolerantes à glicose, enquanto os 

animais desnutridos apresentam uma maior tolerância à glicose. A suplementação com 

taurina aumentou a tolerância à glicose em CHT embora não tenha sido observado efeito 

significativo no grupo RHT. 

Observamos diferença significativa entre C e R, dado de acordo com a literatura, que 

indica que a desnutrição proteica (grupo R) aumenta a sensibilidade à insulina (Rao, 1988; 

Hales & Barker, 1992; De Oliveira et al., 2011), enquanto o tratamento com HFD leva à 

instalação de um quadro de resistência periférica (Schenk et al., 2008). Em adição, nossos 

dados evidenciam que a taurina não reverteu esse quadro de resistência à insulina nos 

grupos CHT nem no RHT. 

No entanto, o kITT/15 min não indica essa diferença entre C e R, o que sugere que 

essa maior sensibilidade apresentada pelo desnutrido se dá após 15 minutos, levantando a 

hipótese de haver uma participação dos hormônios contra-regulatórios de ação rápida 

(glucagon e/ou adrenalina) sobre o controle da homeostase glicêmica nesse modelo animal 

de desnutrição. Estudos recentes mostram que camundongos Swiss, tratados por 8 semanas 

com dieta hipoproteica apresentam uma maior produção de glicogênio hepático, o que vem 

sendo associado com o aumento da sensibilidade à insulina hepática, fortalecendo nossos 

dados (Marroquí et al.,2011).  
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De acordo com os dados de ITT o coeficiente respiratório (RQ) dos animais que 

receberam HFD foram próximos a 1, o que indica diminuição da sensibilidade à insulina 

(Galgani et al., 2008b). De uma forma geral, estes dados corroboram com nossos dados de 

ITT, os quais mostraram que animais tratados com HFD apresentaram-se resistentes a 

insulina. Esses dados nos permite dizer que os animais dos grupos CH e RH, que receberam 

HFD, são menos sensíveis à insulina e que a taurina parece não ter efeito nesse parâmetro. 

Trabalhos mais recentes vem dando um enfoque diferente, analisando não o valor absoluto 

mas sim a variação do RQ no jejum e no estado alimentado (Galgani et al., 2008a). Apesar 

deste trabalho não mostrar a flexibilidade metabólica de nossos grupos experimentais, 

dados de nosso laboratório mostram que animais que receberam HFD apresentam uma 

maior inflexibilidade metabólica, de acordo com a literatura.  

 

5.2. Fígado 

 

5.2.1. Estado redox e sinalização hepática da insulina  

 

A fim de obtermos uma resposta fisiológica, avaliamos a influência do estado redox 

sobre a resistência periférica à insulina nos tecidos (fígado e músculo), para isso, 

quantificamos uma série de variáveis que participam do balanço redox e da cascata de 

sinalização da insulina em condições basais (salina) e após estímulo com uma carga de 

glicose.  

Observando os resultados dos animais que foram estimulados com glicose por 30 

minutos, vimos em nossos dados que, no fígado, ocorre uma maior produção de H2O2 e 

uma redução na GSH em todos os grupos. A diminuição da concentração de GSH sugere 

um aumento do consumo desta molécula, a fim de remover a grande quantidade de H2O2 

produzido. Já no caso dos animais suplementados com taurina, a concentração aumentada 

de H2O2, aliada ao menor consumo da GSH em relação ao grupo salina, sugere um 

desbalanço redox nos grupos CHT e RHT. De fato, não foram observadas diferenças 

significativas na expressão gênica e conteúdo proteico das enzimas antioxidantes em 

relação ao grupo controle correspondente, indicando que no fígado a manutenção redox não 

está ocorrendo via o sistema glutationa reduzida/ glutationa oxidada. 
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Neste sentido, trabalhos utilizando suplementação com substâncias antioxidantes 

mostraram melhora no balanço redox de animais submetidos à dieta hiperlipídica. Estudo 

utilizando camundongos C57BL/6J tratados por 12 semanas com dieta hiperlipídica + 

apocinina (antioxidante), diluída na água de beber, por 5 semanas, mostrou aumento da 

atividade da SOD, glutationa peroxidase e conteúdo de GSH. Em adição, o mesmo estudo 

mostrou que a atividade da catalase hepática diminuiu significantemente após o tratamento 

com antioxidante, indicando que a apocinina reduziu o peróxido de hidrogênio e o 

desbalanço redox no fígado. Os autores sugerem que a apocinina pode melhorar a 

sensibilidade à insulina, reduzindo o estresse oxidativo sistêmico em ratos alimentados com 

dieta hiperlipídica (Meng et al., 2011). 

Em adição, outro trabalho utilizando ratos tratados por 6 semanas com dieta  

hiperlipídica e suplementados com raiz de lótus e taurina (3%), mostrou que a atividade das 

enzimas antioxidantes foi maior nos grupos que receberam suplementação com os 

antioxidantes em relação ao grupo que recebeu apenas dieta hiperlipídica. Estes dados 

demonstram o efeito antioxidante protetor contra a obesidade induzida pela dieta 

hiperlipídica (Du et al., 2010). 

A literatura mostra que a taurina além de ter um efeito antioxidante, (Aerts & Van 

Assche, 2002; Ragheb et al., 2009) melhora a tolerância a glicose e sensibilidade à insulina 

(Nakaya et al., 2000). Assim, utilizamos neste estudo a suplementação com taurina diluída 

na água de beber, como antioxidante, a fim de investigarmos seu efeito em nossos modelos 

experimentais.  

Nossos resultados mostraram que a taurina não foi totalmente eficiente em reduzir o 

desbalanço redox hepático, causado pela carga de glicose. Entretanto, nossos dados 

mostram uma possível associação entre o efeito da taurina na sinalização intracelular da 

insulina. Podemos observar nas figuras 16 A, B, C, D, E, F, G e H os níveis de ativação do 

IR, PTP1B, AKT, e PTEN através de suas respectivas fosforilações.  

Os animais tratados com dieta hiperlipídica e suplementados com taurina demonstraram 

uma tendência de aumento na fosforilação da AKT, e aumento na fosforilação da PTEN, 

proporcionando assim, aumento na ativação da cascata de sinalização da insulina no fígado.  

Estudos anteriores utilizando protocolo de restrição proteica intra-uterina e pós 

desmame mostraram que não houve efeito significativo de privação de proteína sobre os 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Meng%20R%22%5BAuthor%5D
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níveis de fosforilação do IR no fígado e no músculo de ratos desnutridos por 8 semanas 

(Reis et al.1997). Por outro lado, estudos utilizando os mesmos modelos, mostraram que a 

privação de proteína até a 12a semana de idade aumentou significativamente os níveis de 

fosforilação do IR no músculo esquelético. Portanto parece existir uma relação tempo 

dependente entre os níveis de fosforilação do IR e a desnutrição proteica (Latorraca et al., 

1998). Sabe-se ainda que, animais tratados com dieta rica em lipídeos são mais resistentes à 

insulina (Schenk et al., 2008). Nossos resultados corroboram os dados da literatura, 

demonstrando que os animais que receberam HFD apresentaram maior resistência à 

insulina enquanto os animais que receberam HFD e foram suplementados com taurina 

apresentam maior sensibilidade, considerando-se o nível de fosforilação da AKT.  

A proteína fosfatase e homologa a tensina (PTEN), sofre modulação redox, 

transformando fosfatidilinositol (3-4-5) trifosfato (PIP3) em fosfatidilinositol (4-5) 

bifosfato (PIP2). Devido essa característica redox, fomos investigar esta proteína a fim de 

identificar um possível mecanismo envolvido na modulação redox da sinalização da 

insulina em nossos grupos (Lee et al., 2002; Maehama et al., 1998; Maehama et al., 2001).  

Os estudos envolvidos nos mecanismos de regulação redox da sinalização da PI3-

quinase, concentraram-se principalmente sobre a família das fosfatases dependentes de 

cisteína, o que inclui a PTEN, e proteínas tirosina fosfatase (PTPs). Fortes evidências 

suportam um papel fisiológico para essas proteínas como alvos de ROS na regulação da 

sinalização da PI3-quinase por muitos estímulos (Leslie NR, 2006; Leslie et al., 2004;   

Rhee et a.l., 2005;  Salmeen et al., 2005; Tonks et al., 2005). 

Outros trabalhos mostram, ainda, que a PTP1B pode ser modulada pela AKT. Esta 

fosforila a PTP1B no resíduo de serina 50 tornando-a inativa e permitindo que a sinalização 

intracelular da insulina ocorra (Ravichandran et al., 2001). Nesta forma ela não desfosforila 

os resíduos de tirosina do IR e IRS1, permitindo que a via de sinalização da insulina fique 

ativa, porém esse efeito parece ocorrer em uma fase mais tardia, pois não conseguimos 

observar em nossos resultados essa modulação na PTP1B.   

Se observarmos nossos dados de H2O2, GSH e conteúdo proteico da p-PTEN, podemos 

ver que nossos resultados mostram que animais suplementados com taurina não alteram sua 

capacidade antioxidante enquanto a concentração de H2O2 está aumentada e esta, por sua 
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vez, modula a PTEN aumentando a foforilação desta e consequentemente ativando a via de 

sinalização da insulina no fígado.  

Portanto, nossos resultados permitem sugerir que a taurina atua na modulação da PTEN 

e, consequentemente, sobre a sinalização hepática da insulina via ativação da AKT, 

favorecendo a ação deste hormônio em animais que receberam dieta hiperlipídica e foram 

suplementados com taurina. 

 

5.3. Músculo 

 

5.3.1. Estado redox e sinalização da insulina no músculo esquelético 

 

Os experimentos em músculo procederam da mesma maneira que os experimentos 

em fígado. Observando os resultados dos animais que foram estimulados com glicose por 

30 minutos, vimos que em músculo, diferentemente do fígado, ocorre uma menor 

concentração de H2O2 e uma redução na concentração de GSH nos grupos C, CHT, R, 

RHT. Os grupos CH e RH não alteraram a concentração de GSH em relação ao seu 

respectivo salina. A redução dos níveis de H2O2 em 30 minutos após uma carga de glicose 

mostra que a modulação redox, nesse tempo, apresenta um padrão distinto do que 

observamos na literatura, que mostra aumento na sua produção (Goldstein et al., 2005). 

Embora, nosso objetivo tenha sido analisar uma regulação aguda da modulação redox, nós 

não observamos resultados semelhantes ao encontrado na literatura provavelmente devido 

ao tempo utilizado.  Podemos observar em nossos dados de GTT que após 45 minutos a 

glicemia já apresenta redução em relação ao pico (30 minutos), indicando influxo de 

glicose no músculo por ação da insulina.  O aumento da metabolização da glicose eleva os 

níveis de H2O2 (Goldstein et al., 2005).  Embora, em 30 minutos, verificamos aumento dos 

níveis de glicemia e insulinemia conforme o esperado, os níveis de H2O2 apresentaram-se 

baixos em relação aos animais que receberam salina. Esses dados sugerem que, nesse 

tempo, o influxo de glicose seria menor e consequentemente a produção de H2O2 também.  

Anderson et al., (2009) trataram ratos machos Sprague-Dawley por 6 semanas com 

dieta hiperlipídica com ou sem administração intraperitoneal diária de um antioxidante 

(SS31) e verificaram que animais que receberam HFD apresentaram uma produção 
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aumentada de H2O2 mitocondrial e que a presença do antioxidante reverteu esse aumento 

no músculo. Verificaram ainda que após 1 hora da aplicação de uma carga oral de glicose, o 

músculo dos animais controle e dos animais que receberam HFD apresentaram um aumento 

na glutationa oxidada (GSSG) e uma redução na razão GSH/GSSG enquanto os animais 

que receberam antioxidante não apresentaram alterações nesses parâmetros. O aumento de 

H2O2 associado ao aumento da GSSG e diminuição da GSH/GSSG leva a um estado 

oxidado neste tecido (Anderson et al., 2009). Nossos dados também mostraram um 

aumento do estado oxidado, sugerindo que a diminuição da GSH pode estar ocorrendo 

devido ao aumento do consumo desta molécula a fim de remover o H2O2 produzido. Já no 

caso dos animais tratados com HFD, a menor quantidade de H2O2, aliada a não alteração no 

conteúdo de GSH, pode ser um indicativo do desbalanço redox mais acentuado nestes 

grupos.  

O fato do estímulo com glicose não ter alterado a quantidade de GSH nos animais 

que receberam HFD levantou algumas hipóteses. Uma delas é de que o animal obeso não 

seja capaz de reduzir a GSSG adequadamente, corroborando com resultados de Anderson et 

al., (2009), devido a um prejuízo da função da glutationa redutase.  A segunda hipótese é 

que o animal que recebeu HFD apresenta uma redução nos níveis de NADPH e, dessa 

maneira, menor quantidade de substrato para reduzir a GSSG em GSH. A terceira hipótese 

é que esses animais simplesmente não utilizam o ciclo da glutationa, sendo suficiente 

apenas a utilização da CAT para remover o H2O2.  

Por outro lado, a taurina parece reverter o efeito gerado pela HFD na quantidade de 

GSH após estímulo com glicose, diminuindo a concentração de GSH, mostrando que a 

taurina é importante para a manutenção do ciclo da glutationa no músculo.  

Analisando nossos resultados, após 30 minutos de uma aplicação intraperitoneal de 

glicose, não observamos alterações na expressão gênica das enzimas antioxidantes em 

amostras de músculo. No entanto, apesar do conteúdo proteico da SOD não ter apresentado 

diferença significativas após uma carga de glicose, todos os grupos apresentaram aumento, 

o que foi acompanhado por um aumento ainda mais significativo no conteúdo proteico da 

CAT, o que justifica a redução dos níveis de H2O2 nos grupos CH, CHT e RH. Já quando 

observamos o conteúdo proteico da GPx1 verificamos que o grupo RHT (glicose) 

apresentou aumento significativo em relação ao grupo R, RH e ao RHT (salina), indicando 
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que, para esse grupo, o ciclo da glutationa reduzida/ glutationa oxidada está sendo essencial 

para a manutenção do estado redox.  

O músculo responde de forma diferente do fígado a variações do estado redox, o 

que incorre numa sinalização insulínica diferenciada entre esses tecidos.  

Analisando os níveis de fosforilação do IR e da AKT observamos que, quando 

estimulados com glicose, os grupos apresentaram uma tendência de aumento, o que não 

ocorre nos grupos que receberam HFD. Observamos, ainda, que as fosfatases não 

modularam o IR e nem a AKT, diferentemente do que ocorre no fígado, sugerindo que essa 

modulação redox no músculo deve ocorrer por outra via.  

Trabalhos mostram que o H2O2 por si só pode induzir a autofosforilação em tirosina 

do receptor de insulina na ausência de insulina, e que a oxidação de cisteínas no domínio 

quinase do receptor de insulina, previne a inibição causada pela ligação do ADP (Schmid et 

al., 1998; de Keizer et al., 2011). Além disso, a AKT é diretamente regulada pela oxidação 

de cisteínas, formando uma ligação de dissulfeto entre Cys 297 e Cys 311 na AKT quando 

na presença de ROS (Huang et al., 2003; de Keizer et al., 2011). Essa formação de 

dissulfeto sob a exposição a altas concentrações de ROS inativa a AKT por criar uma 

superfície de ligação para a proteína fosfatase 2 (PP2A), aumentando a resistência à 

insulina (de Keizer et al., 2011).  

Dessa maneira, uma explicação possível, é de que no músculo, os baixos níveis de 

H2O2 estão modulando diretamente o IR e AKT, de forma que o H2O2 estaria induzindo a 

autofosforilação do IR e diminuindo as ligações dissulfetos na AKT, consequentemente 

diminuindo a ação das PP2A e melhorando a ativação da AKT. Corroborando com os 

dados da literatura, os animais que receberam HFD apresentaram maior resistência à 

insulina, analisados pelo nível de fosforilação do IR (Schenk et al., 2008). A taurina 

reverteu esse efeito apenas no grupo CHT. Sugerindo que, para esse grupo, a ação 

antioxidante da taurina é eficaz em manter os níveis de H2O2 necessários para modular o IR 

e AKT. Esses dados sugerem que a HFD desregula a modulação redox no músculo 

enquanto a taurina, de alguma forma, atenua o efeito induzido pela HFD. Esses dados até 

agora nos permite verificar que frente a um aporte de glicose os tecidos respondem de 

maneiras diferentes à modulação redox. 
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No entanto, nossos dados de H2O2 no músculo esquelético, são controversos e não 

apresentaram os resultados por nós esperados (semelhantes aos encontrados no fígado). 

Acreditamos que esta diferença possa ser devido ao tempo de exposição à alta glicose antes 

da coleta das amostras. É possível que o músculo leve um tempo maior para sofrer 

alterações redox, tendo em vista o diferente tempo da ação da insulina entre estes tecidos. 

(Kraegen et al., 1991).   

 

5.4. Ilhota 

 

5.4.1. Secreção de insulina na ilhota pancreática 

 

Nossos resultados mostraram que a modulação redox leva a alterações na resistência 

à insulina nos tecidos periféricos. Essa modulação redox ocorre, também, na ilhota 

pancreática aumentando ou diminuindo a secreção de insulina frente a diferentes 

concentrações de H2O2 (Newsholme et al., 2007; Leloup et al., 2009; Pi et al., 2007),  e 

alguns trabalhos mostram possíveis vias envolvidas nessa modulação redox na ilhota 

(Newsholme et al., 2009; Morgan et al.,2009; Garciano et al.,2011). Dessa maneira, 

iniciamos um estudo com ilhotas pancreáticas para tentar mostrar como essa modulação 

pode estar ocorrendo nos nossos grupos experimentais.   

Levando-se em conta que ilhotas isoladas expostas a baixas concentrações de H2O2 

(1-4uM), na presença de 3mM de glicose, promovem aumento da secreção de insulina (Pi 

et al., 2007) e que o sistema NADPH oxidase é uma fonte de O2
- e, subsequentemente, de 

H2O2 (Peter at al.,2011), avaliamos a participação da enzima NAD(P)H oxidase na 

produção de ROS em nossos modelos experimentais sobre a função da célula-beta. Para 

isso, avaliamos qual o efeito da inibição dessa enzima sobre a secreção de insulina.  

Visto que alguns trabalhos mostraram papel fundamental da NADPH oxidase na 

secreção de insulina de ilhotas de animais controle quando estimulados com 16,7mM de 

glicose (Morgan D et al, 2009), realizamos, então, ensaios de secreção de insulina em que 

ilhotas isoladas dos diferentes grupos foram expostas a altas concentrações de glicose, na 

presença ou ausência do inibidor da NADPH oxidase, DPI.  

http://diabetes.diabetesjournals.org/search?author1=Corinne+Leloup&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morgan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19147679
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A literatura mostra que a inibição do complexo NADPH oxidase pelo DPI provoca 

uma redução na secreção de insulina na concentração de 16,7 mM de glicose (Morgan D et 

al., 2009). Nossos dados de secreção de insulina de ilhotas de animais controle nas mesmas 

condições, apesar de não ter apresentado diferença estatística, apresentou redução de 

48,75%, semelhante a do trabalho citado acima. Essa diferença significativa é vista quando 

aplicamos teste “t” Student entre os grupos C e C+DPI.  

Esse papel importante da NADPH oxidase sobre a secreção de insulina de ilhotas de 

animais controle, incubadas com 16,7mM de glicose, parece estar relacionado ao aumento 

do metabolismo de glicose e da atividade da NADPH oxidase, levando a um aumento da 

produção de H2O2 e aumentando a secreção de insulina. (Morgan D et al., 2009; Rebelato E 

et al., 2012)   

As ilhotas dos grupos CH expostas à alta glicose (16,7mM) apresentaram um 

aumento na secreção de insulina em relação ao grupo C, em parte, devido ao aumento da 

concentração de ROS (Ribeiro et al., 2012). A importância da NADPH oxidase pode ser 

observada através da secreção de insulina in vitro na presença do inibidor da enzima, o 

DPI. As ilhotas dos animais restritos quando expostas a 16,7mM de glicose + DPI têm 

aumento na secreção de insulina. A presença do DPI inibi a atividade da NADPH oxidase e 

consequentemente diminui os níveis de ROS. Essa concentração de ROS diminuída 

favoreceu a secreção de insulina no grupo R. Nas ilhotas de animais dos grupos RH e RHT 

a NADPH oxidase não interfere na secreção de insulina, o que pode ser observado através 

da secreção de insulina destes grupos quando as ilhotas foram expostas ao DPI.  Assim, as 

ilhotas dos grupos RH e RHT não alteram o padrão de secreção de insulina, na presença de 

DPI, em relação ao respectivo grupo na ausência de DPI, o que indica provável perda dessa 

modulação pela NADPH oxidase.  

Vários estudos têm demonstrado que a taurina está presente em células fagocíticas e 

oferece proteção contra a citotoxicidade causada por ROS. A reação entre a taurina e HOCl, 

um produto tóxico do sistema mieloperoxidase (MPO), gera um produto mais estável e 

menos tóxicos, chamado taurina cloramina (TauCl). A TauCl inibe a superprodução de O2
- 

em neutrófilos murinos e humanos, de maneira dose-dependente e reversível (Kim et al 

1996;. Park et al 1998;. Witko et al 1992.). Estes trabalhos sugerem que a TauCl inibe a 

produção excessiva de O2
 - e protege as células da citotoxidade causada pelo estresse 
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oxidativo. Sabe-se ainda, que a TauCl inibe a fosforilação da p47phox estimulada por PMA 

(ativador da PKC) em neutrófilos, a qual é necessária para a formação do complexo 

NADPH oxidase funcional (Choi et al. 2006) sendo a etapa seguinte igualmente inibida 

pela TauCl, fazendo com que não ocorra a translocação da p47phox e p67phox para 

interagir  com o citocromo b558, que está localizada na membrana plasmática (Choi et al. 

2006).  

Nossos dados mostram que a suplementação dos animais com taurina em alta 

concentração de glicose inibe a ação da NADPH oxidase nas ilhotas, visto que o perfil de 

secreção das ilhotas expostas ao DPI é semelhante ao do respectivo grupo sem a presença 

do mesmo. Esses dados sugerem que a taurina tenha ação sobre a PKC inibindo a 

fosforilação e translocação da p47phox para a membrana plasmática e, consequentemente, 

diminuindo a produção de ROS (Choi et al, 2006).  

Com esses dados levantamos a hipótese de que a ação da NADPH oxidase ocorreria 

através da mobilização de cálcio intracelular, uma vez que estudos mostraram um aumento 

na secreção de insulina de ilhotas pancreáticas expostas a baixas concentrações de H2O2 (1-

4µM) na presença de 3mM de glicose. Esse efeito é parcialmente abolido em meio livre de 

cálcio, mostrando que o H2O2 promove secreção de insulina dependente de Ca+2 

extracelular (Pi et al., 2007). Por outro lado H2O2 induz fosforilação em tirosina da PLCγ 

nas células HL60, produzindo IP3, o qual se liga ao receptor IP3/Ca2+ no retículo 

endoplasmático elevando o cálcio intracelular (Kamata et al., 1999). Além disso, a 

atividade do canal de Ca2+/ATPase e a do trocador Na+/Ca2+ é modulada pelo estado redox 

da célula, regulando os níveis de Ca2+ intracelular.  

Dessa forma, o H2O2 pode agir aumentando o [Ca2+]i por dois mecanismos nas 

células-beta: aumentando a liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares e pelo aumento do 

influxo do Ca2+ através da membrana plasmática por ativação do canal de Ca2+ tipo L 

(Nakazaki et al., 2000). 

Com esses dados acima apresentados, podemos concluir que a desnutrição proteica 

no pós desmame seguida pela HFD e suplementação com taurina elimina a modulação da 

secreção da insulina via NADPH oxidase.  

Como dito acima, esse trabalho é apenas o início de uma investigação mais 

profunda. Para elucidar os mecanismos que atuam na modulação redox da secreção de 
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insulina é necessário verificar a atividade da PKC, SERCA3, a [Ca2+]i, as possíveis 

modulações nos canais de Ca2+, bem como do trocador Na+/ Ca2. 
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 Nossos dados sugerem que as concentrações aumentadas de ROS nos grupos CHT e 

RHT, aumentam a ativação da PTEN, no entanto, a taurina teria ação sobre esta proteína 

induzindo sua fosforilação e inativando-a, permitindo uma maior fosforilação da AKT. A 

PTEN, quando regulada pela taurina, age, também, diretamente fosforilando a AKT, o que 

sugere que a taurina estimularia a sinalização da insulina no fígado. 

 No músculo, observamos que o grupo CHT não apresentou alterações no conteúdo 

proteico da SOD e da GPx, porém, apresentou diminuição da concentração de GSH e 

aumento do conteúdo proteico da CAT, sugerindo uma diminuição da concentração de 

H2O2 nesse grupo, mediante injeção de glicose. Esta concentração de H2O2 favorece 

diretamente a fosforilação do IR e, consequentemente, ativação da PI3K e fosforilação da 

AKT. Além disso, essa concentração de H2O2 apresentada pelo grupo CHT também estaria 

agindo diretamente sobre a AKT, aumentando sua fosforilação, favorecendo, assim, maior 

translocação de GLUT4 para a membrana plasmática, permitindo maior influxo de glicose. 

Já o grupo RHT não apresentou alterações na SOD, GPx e CAT, apenas uma diminuição da 

GSH, sugerindo uma redução menos acentuada dos níveis de H2O2. Este age sobre o IR e 

AKT, inibindo-os, e dessa maneira não ocorre à sinalização da insulina. 

 Na ilhota, sugerimos que a taurina teria ação sobre a secreção de insulina inibindo a 

formação do complexo NADPH oxidase. A taurina agiria sobre a PKC inibindo-a, e desta 

maneira, diminuindo a fosforilação da p47phox e, portanto, desfavorecendo sua translocação 

até a membrana para formar o complexo NADPH oxidase. A concentração de ROS nestes 

grupos (CHT e RHT) parece não ser suficiente para promover o aumento de Ca2+ no citosol 

para promover, junto as ROS, um aumento da secreção de insulina.  

Dessa maneira, concluímos que a taurina no grupo CH favorece a sinalização da 

insulina, no fígado e tende a melhorar a sinalização da insulina no músculo, e melhora a 

tolerância à glicose, sem alteração da secreção de insulina. No grupo RH, a taurina melhora 

a sinalização da insulina no fígado, mas não altera a sinalização da insulina no músculo e 

melhora parcialmente a tolerância à glicose, sem alteração da secreção de insulina. Assim, a 

suplementação com taurina poderia ser utilizada como terapia complementar no tratamento 

da resistência à insulina e diabetes tipo 2, no entanto, essa terapia seria mais eficiente em 

animais que receberam dieta nornoproteica  e  hiperlipídica do que em animais que 

receberam dieta hipoproteica e hiperlipídica. 
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ABSTRACT 

Background: Obese protein malnourished mice display liver insulin resistance and taurine 

(TAU) seems to attenuate this effect. The association between early life malnutrition and 

hepatic redox balance in diet-induced insulin resistance is unknown. Aims: We 

investigated TAU supplementation effects upon liver redox state and insulin signaling in 

obese protein malnourished mice. Methods: Weaned male C57BL-6 mice were fed a 

control (14% protein - C) or a protein restricted diet (6% protein - R) for 6 weeks. 

Afterwards, mice received a high fat diet (34% fat - HFD) for 8 weeks (CH - RH). Half of 

the HFD-mice were supplemented with TAU (5%) throughout the treatment (CHT – RHT). 

Body and tissues’ weight, respiratory quotient (RQ), glucose tolerance and insulin 

sensitivity, hepatic oxidant and antioxidant markers and insulin cascade proteins were 

assessed. Results: Protein restriction leads to typical features whereas HFD was able to 

induce a catch-up growth in RH. HFD-groups showed higher energy intake and adiposity, 

lower energy expenditure and altered RQ. Glucose tolerance and insulin sensitivity were 

impaired in HFD groups and TAU attenuated these effects. H2O2 content was increased in 

CHT and RHT despite no differences in antioxidant enzymes and GSH concentration. AKT 

and PTEN phosphorylation were significantly increased in CHT but not in RHT. 

Conclusion: Our data provide evidence for an association between TAU-induced 

improved glycaemic control due to PTEN inactivation and higher AKT phosphorylation. 

These effects seem to be related with altered hepatic redox balance in obese mice, and 

this effect is impaired by protein malnutrition.  

 

Keywords: liver; hydrogen peroxide; antioxidant enzymes; PTP1B; PTEN 
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INTRODUCTION 

 Liver is one of the major organs regarding blood glucose homeostasis control. 

Under conditions of increased glucose availability it is stored as glycogen, whereas during 

fasting conditions, glycaemia levels could be maintained by releasing liver glucose into the 

bloodstream.  

 During post-prandial condition, elevated blood glucose clearance is regulated by 

insulin. The classical pathway by which insulin exerts its effect is through the binding to the 

insulin receptor (IR), activating phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K)-protein kinase B (Akt) 

pathway. The phosphorylation cascade triggered by insulin binding to its receptor seems 

to be modulated by redox state (1, 2). It was reported that insulin binding to IR stimulates 

reactive oxygen species (ROS), namely H2O2, production that may act as a second 

messenger in the insulin cascade (3). The notion that hydrogen peroxide (H2O2) exerts 

insulin-like effects was previously described showing that incubation with H2O2 resulted in 

increased glucose uptake in skeletal muscle and adipose tissue (4, 5). Although several 

insulin cascade proteins have been proposed to be targets of redox modulation (2, 6), the 

family of protein phosphatases, mainly the tyrosine phosphatases appears as main 

candidate. In this sense, the protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) and the 

phosphatase and tensin homolog (PTEN) are highlighted as main targets of insulin 

signaling redox control, as they are thiol-dependent enzymes, regulated by the cellular 

redox state (1, 2, 6, 7). 

 Early life malnutrition as well as high fat diet (HFD)–induced obesity, are known to 

induce hepatic insulin resistance (8, 9). Despite several other alterations, both conditions 

were reported to alter intracellular redox balance by increasing ROS production and/or 

reducing antioxidant capacity, leading to glucose control impairment (10, 11).  

On the other hand, it has been reported that taurine (TAU), a sulfur-containing 

amino acid, that is found in very high concentration in mammalian tissues possesses a 
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variety of biological actions, such as ion movement, antioxidant capacity, osmoregulation 

and mitochondrial function (12-15). Moreover, TAU was reported to improve insulin 

secretion and sensitivity in malnourished and obese rodents (16, 17), although the 

mechanisms are still not completely understood. In this sense, we hypothesize that TAU 

may exert its action in these models also by modulating the intracellular redox status.  

 Considering that early life malnutrition followed by HFD is a common outcome in 

developing countries, a phenomenon that is in line with epidemiological data of increased 

obesity, metabolic syndrome and diabetes incidence in these countries (18, 19), we aimed 

to investigate the effects of this nutritional behavior upon liver insulin signaling cascade 

redox control. In addition, we tested the effect of TAU supplementation upon insulin action 

in the liver of these models.  Our hypothesis was that protein malnourished mice followed 

by HFD-induced obesity would favor hepatic insulin resistance by altering cellular redox 

balance and TAU supplementation might attenuate this effect.  

 

MATERIAL AND METHODS 

All the experiments described herein were approved by the State University of 

Campinas Committee for Ethics in Animal Experimentation and performed according to the 

“Principles of laboratory animal care” (NIH publication no. 85-23, revised 1985). 

Animals and diet 

Male C57BL/6 mice (21 day-old) from the breeding colony at UNICAMP were 

housed at 24oC on a 12 h light/dark cycle at the department animal facilities. Mice were 

maintained in collective cages (four per cage), and randomly assigned into six groups and 

treated for 105 days as follows: Control group (C) – received diet containing 14% protein 

throughout the treatment (105 days); Control + HFD (CH) - received diet containing 14% 

protein for 45 days and afterwards received HFD (34% of fat) for 60 days; Control + HFD + 
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TAU (CHT) - received diet containing 14% protein for 45 days and afterwards received 

HFD (34% of fat) for 60 days and was also supplemented with TAU. TAU supplementation 

started immediately after weaning and was supplied in the drinking water (5%); Protein 

restrict group (R) - received diet containing 6% of protein throughout the treatment (105 

days); Protein restricted + HFD (RH) - received diet containing 6% of protein for 45 days 

and afterwards received HFD (34% of fat) for 60 days; Protein restrict + HFD + TAU (RHT) 

- received diet containing 6% of protein for 45 days and afterwards received HFD (34% of 

fat) for 60 days and was also supplemented with TAU. TAU supplementation started 

immediately after weaning and was supplied in the drinking water (5%). Mice were 

weighted weekly throughout the treatment (105 days). 

Diets were prepared according to AIN-93 guidelines (20) for adult rodents, with the 

aforementioned macronutrients alterations. 

Food Intake  

During the last week of the treatment, animals remained in metabolic cages and 

food intake was measured. We obtained the total food intake/animal’s weight ratio and 

correspondent energy intake was calculated in Kcal per day.  

 

Indirect calorimetry 

Before data collection, mice were allowed a two hours acclimation to the system. 

After that, animals remained at rest in sealed metabolic cages; O2 and CO2 were 

measured by Oxylet system (Pan Lab/Harvard Instruments, Barcelona, Spain). 

Respiratory quotient (RQ) was calculate from these data using the Metabolism® software 

(Pan Lab/Harvard Instruments, Barcelona, Spain) coupled to the system. 
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Blood samples collection and plasma measurements 

 Blood samples were collected from the tail for in vivo experiments or after 

decapitation in heparinized tubes. Plasma was obtained by centrifugation at 12,000 rpm at 

4º C and the samples stored at -80ºC, unless otherwise stated. Plasma total protein was 

measured using specific kit PROtal (Laborlab, Sao Paulo, Brazil). Glycaemia was 

measured in whole blood using the hand held glycosimeter Accu-Check Advantage II 

(Roche Ltd., Basel, Switzerland). Plasma insulin concentration was measured by RIA 

using rat insulin as standard, 125I-labelled bovine insulin was used as the radioactive tracer 

and guinea-pig anti-porcine insulin serum used as the antibody (21). 

 

Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) and intraperitoneal insulin tolerance test 

(ipITT) 

 IpGTT and ipITT were conducted in different days separated by one week, as 

previously described (22). Briefly, for the ipGTT mice were maintained in a fasted state for 

8 h. Previously to 2 g/Kg of a 50% (w/v) glucose solution injection was administrated 

intraperitoneally, fasting glycaemia was measured (time 0). Glycaemia and insulinaemia 

were measured at 15, 30, 60, 120 and 180 minutes after glucose infusion. The area under 

the curve calculation estimated glucose tolerance. For the ipITT mice remained fasted for 

2 h. Before intraperitoneal human insulin (1,5 U/kg) (Eli Lilly, IN, USA) infusion, blood 

glucose was measured (time 0). Afterwards, glycaemia was measured at 5, 10, 15, 20, 25 

and 30 min. The constant rate for glucose disappearance (kITT) was calculated using the 

formula 0.693/t1/2. Glucose t1/2 was calculated from the slope of the least-squares analysis 

of plasma glucose concentrations during the linear decay phase.  
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Experimental design and sample extraction 

For a more physiological approach, to stimulate insulin signaling, rather than an 

insulin injection, we used an intraperitoneal glucose load (2 g/Kg of a 50% [w/v] glucose 

solution) or the same volume of a saline solution (control) were administrated. Thirty 

minutes after the injection, which was the glycaemia and insulinaemia peak as observed 

during IpGTT, mice were culled and liver samples were quickly frozen in liquid nitrogen 

and stored at  -80o until further analysis. After thawing, unless otherwise stated, liver 

samples were sliced with scissor and placed on ice-cold buffer containing EDTA 10mM, 

Trisma base 100mM, Sodium Pyrophosphate 100mM, Sodium Fluoret 100mM, Sodium 

Orthovanadate 10mM, PMSF 2mM, Aprotinine 0,1 mg/mL. After that, samples were 

homogenized with a Polytron (Kinematica, Switzerland). Protein content was quantified by 

the method of Bradford (23). 

 

H2O2 content measurement 

To measure H2O2 content, fresh liver samples were maintained in a Krebs-Hepes 

(KRBH) buffer (containing in mM: 115 NaCl, 10 NaHCO3, 5 KCl, 1 MgCl2, 2.5 CaCl2, 10 

Hepes), pH 7.4 at 37° C in the presence of Amplex Ultra-red (Invitrogen, Sao Paulo, 

Brazil) probe and horseradish peroxidase (0,1U/mL) during 15 min. After that, 100 µL of 

the supernatant were used to determine the fluorescence intensity at 530 nm excitation 

and 590 nm emission. Liver H2O2 concentration was calculated against a H2O2 

concentration curve. 

Reduced glutathione (GSH) content measurement 

GSH was measured photometrically in fresh liver samples using 5,5-dithiobis-2-

nitrobenzoic acid (24). Samples values were interpolated from a standard GSH curve.   
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RNA extraction and quantitative polymerase chain reaction (PCR) 

 Liver samples were thawed at room temperature and homogenized in TRIzol 

reagent (InVitrogen, São Paulo, Brazil) for 30 s. Total RNA was extracted according to the 

manufacturer’s guidelines and quantified by a spectrophotometer. The integrity of RNA 

was verified by agarose gel electrophoresis. Complementary DNA was prepared using 3 

µg of total RNA and a MultScribe TM reverse transcriptase (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). The sequence of the primers is described below and Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as the house-keeping gene. SOD1: 

Forward 5′- CGTCGGCTTCTCGTCTTGCTCTC Reverse 5′- 

CACGCACACCGCTTTCATCGC; SOD2: Forward 5′-TGAGGAGAGCAGCGGTCGTGT 

Reverse 5′- ACGCCGCCCGACACAACATT; GPx1: Forward 5’-

GCCGCACCCTCTTCCCTG Reverse 5’- GTGGCATCGCTTTCTTTCCG; CAT:  Forward 

5’- GATGAAGCAGTGGAAGGAGC Reverse 5’ –TGCCATCTCGTCGGTGAAA; GAPDH: 

Forward 5’ – CCTGCACCACCAACTGCTTA Reverse 5’ – 

GCCCCACGGCCATCACGCCA. 

 Real-time PCR was carried out in the StepOne cycler (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). Reactions conditions were 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95° 

for 10 s and 60°C for 45 s. Real-time data were analyzed using the Sequence Detector 

System 1.7 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  

 
Western blotting 
 

After samples homogenization, Triton X-100 was added at 1% (v:v) for 30 min. 

Samples were then centrifuged at 15,000g for 20 min, at 4°C. Equal amounts of proteins of 

each sample (50 μg) were separated by using 10% SDS-PAGE. After electrophoresis, 

protein samples were transferred from the gel to a nitrocellulose membrane at 120 V for 90 

min. After 2h blocking in 5 % non-fat milk solution at room temperature, immunodetection 
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was performed following an incubation with anti-catalase (Sigma, MO, USA), anti-SOD1 

(Abcam, Cambridge, UK), anti-GPx 1 (Abcam, Cambridge, UK), anti-phospho insulin 

receptor (IR) (Santa Cruz, CA, USA), anti-phospho AKT (Santa Cruz, CA, USA), anti-

phospho PTP1B (Abcam, Cambridge, UK) and anti-GAPDH (Santa Cruz, CA, USA). 

Membranes were then exposed to 150 ng/ml specific secondary peroxidase-conjugated 

antibody (anti IgG–HRP, Invitrogen, São Paulo, Brazil) at room temperature, and 

visualized by chemiluminescence signal (SuperSignal, Pierce Biotechnology Inc.,Rockford, 

IL, USA) that was detected using a LAS-3000 CCD camera (Fuji, Japan) and quantified by 

the image J software (ScionCorp., Frederick, MD, USA). 

 

Statistical analysis 

 Results are expressed as means ± SEM. Statistical analyses were performed with 

Statistic 6.0 for Windows software, using Student-t-test and One-way ANOVA with 

student-Newman-Keuls post-hoc test. P values of less than 0.05 were considered 

statistically significant. 

RESULTS 

Growth, nutritional and metabolic parameters  

Our protocol of protein malnourishment followed by HFD-induced obesity was 

successfully reached. Protein restricted group (R) showed 30% reduced weight gain when 

compared with C group. HFD increased RH group weight to the same range of 

normoprotein-fed groups (figure 1). Hence, table 1 shows that several absolute tissues 

mass; such as skeletal muscle, liver and pancreas, displayed the same pattern among 

experimental groups; being lower in R and increased until reach control values, after HFD 

feeding. Interestingly, fat content, analyzed here by the epididymal and retroperitoneal fat 

pads, was not reduced in R. As expected, it was increased after HFD treatment, although 
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remaining at similar levels in all-experimental groups. In a general manner, when absolute 

tissues weight was normalized by total body mass, this effect was attenuated. However, 

low-protein-fed tissues values were usually lower than normoprotein treated mice. HFD 

treatment increased the values observed in protein-restricted group (RH) to the same 

range reported in normoprotein-fed groups (CH) (table 2). Considering the relative tissues 

weight, it is interesting to note retroperitoneal fat content. R group displayed higher levels 

of retroperitoneal fat content than C, which might suggest an increased obesity 

development tendency, induced by protein restriction when followed by HFD treatment. In 

addition, regarding the aforementioned parameters, our data show that TAU 

supplementation had no effect in any group, regarding growth parameters.  

 In agreement with abovementioned effects, figure 2 shows that, despite no overall 

differences were noticed regarding relative food consumption, energy intake was higher in 

HFD-treated groups. Also interesting of note was that TAU was able to reduce food and 

consequently energy intake only in CHT, maintaining near to C levels (figure 2 A, B). Such 

effect was not observed in RHT group.  

In addition to food consumption and energy intake, energy expenditure was 

significantly lower in R and CH as compared to C values. RH and RHT energy expenditure 

levels remained at the same low levels reached by R. Nevertheless, TAU was able to 

increase this parameter in CHT, and despite an observed tendency, it did not exert the 

same effect in RHT (figure 3A). Despite higher fat availability in HFD treated groups, it was 

reported a significant increase in RH respiratory quotient value (figure 3B), evidencing 

whole body higher carbohydrate oxidation and probably some level of mitochondrial 

dysfunction. These effects have been reported in obese insulin resistant and diabetic 

humans and rodents (25, 26). 

 In agreement with previous data, plasma variables also reflected dietary treatments 

(table 3). Whereas total protein, fasting blood insulin and glucose content were reduced in 
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R, HFD increased these parameters to control levels in RH and RHT. In addition, HFD 

increased cholesterol levels in both, normoprotein and protein-restricted groups.  

 

Glucose metabolism 

Glucose metabolism was also altered by our dietary treatments. Whereas protein 

restriction increased glucose tolerance and insulin sensitivity, HFD reduced these 

parameters in all groups, as shown by ipGTT and ipITT data (figures 4 and 5), providing 

evidence of insulin resistance development. Regarding whole body glucose homeostasis 

data, TAU was able to restore glucose homeostasis mainly in CHT, whereas its effect in 

RHT was not as efficient as observed in normo-protein group, showing only an 

improvement tendency. 

 

Liver redox state and insulin signaling 

 After the characterization of our experimental models and their effect on blood 

glucose metabolism, we aimed to investigate liver redox state and insulin signaling. To 

activate insulin cascade, we used a glucose load (2g/Kg) instead of insulin injection 

directly, for a more physiological approach. Figure 6 shows that although a slight blood 

glucose increase was observed in most groups, when saline was administrated (figure 6 A 

and B), glucose load induced a huge increase in blood glucose after 30 min (figure 6 C 

and D). In addition, the stimulatory effect of glucose load was clearly demonstrated when 

we analyzed blood insulin content. Whereas saline solution did not change insulinaemia 

(figure 7 A and B), glucose load significantly increased blood insulin in all experimental 

groups (figure 7 C and D). TAU did not alter blood glucose neither insulin levels in any 

group.  

 In line with these data, during basal (saline infusion) condition, liver H2O2 levels 

were similar among our experimental groups. However, after the glucose load-stimulated 
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insulin release we reported increased H2O2 production in all groups. Interestingly, both 

CHT and RHT groups presented higher H2O2 content when compared with the other C and 

R groups, providing a more oxidized environment in hepatocytes within these groups 

(figure 8 A, B). As expected, in response to increased H2O2 content, GSH levels were 

lowered to the same extent in all groups (figure 9 A, B), whereas the main antioxidant 

(SOD, GPx1 and CAT) enzymes protein levels were, in general, not altered. Exception 

made to GPx1 in RHT group, which showed a significant increase as compared to R and 

consequently higher antioxidant capacity induced by TAU supplementation (figure 10). 

These data provide evidence for a transient alteration in the intracellular redox balance 

after glucose load. 

 Despite no evidence of increase in the content of insulin cascade-involved proteins, 

as suggested by unaltered mRNA content from all studied proteins (table 4), some 

proteins from insulin signaling pathway displayed altered activities in the liver, specifically 

in the groups that received TAU supplementation. Whereas low protein and HFD treatment 

did not induce any significant alterations, TAU supplementation was reported to improve 

upstream insulin signaling cascade, regardless of glucose load.  Although it was not 

observed any alteration in pIR (figure 11 A and B) and pPTP 1B content (figure 11 C, D), a 

significant increased in AKT phosphorylation in CHT group, and a tendency of increase 

(p=0,09) in RHT group (figure 11 E, F) were demonstrated. Accordingly, pPTEN presented 

also significantly increased phosphorylation in both CHT and RHT groups (figure 11 G, H), 

and consequently decreased activation in these groups, favoring AKT activation, as shown 

by our data.  

 

DISCUSSION  

 Low birth weight, altered growth pattern in infancy or childhood can predispose 

obesity, insulin resistance and even type 2 diabetes development later in life, mainly when 
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there is an association of weight reduction and catch-up growth (27, 28). In agreement, we 

recently demonstrated in an animal model that obese protein malnourished mice display 

altered systemic glucose control (16). Here, we investigated the consequences of early life 

protein malnutrition followed by HFD-induced obesity on the redox control of insulin 

signaling in the liver as well as the effect of TAU supplementation on these markers.  

As expected, our data revealed that obese protein malnourished mice displayed a 

reduction in body weight, followed by a catch-up growth. In agreement with literature data, 

these changes were accompanied by increased adipose tissue deposition and blood lipids 

content, lower fat oxidation and energy expenditure, leading to whole body glucose 

tolerance and insulin sensitivity impairment (29, 30). Furthermore, in line with several other 

reports (31, 32), our protocol of TAU supplementation had no effect upon body weight and 

fat content, however, it contributed to reducing food intake and increasing energy 

expenditure, enhancing fat oxidation, as well as improving glucose tolerance and insulin 

sensitivity mainly in normo-protein-fed, but also in protein-restricted obese mice. Even 

though we analyzed here only whole body glucose metabolism by the GTT and ITT, we 

focused on the liver insulin signaling as it appears as a main organ in glycaemia 

homeostasis. In addition, our group demonstrated that the same models lead to liver 

insulin resistance, evidenced by increased glucose output, an effect that was reversed by 

TAU (16).  

As previously stated, insulin signaling cascade seems to be modulated by 

intracellular redox state. In this sense, low birth weight as well as HFD-induced obesity has 

been described to alter hepatic redox balance by increased free radical production and/or 

reduced antioxidant capacity (33, 34). However, the alterations in the fine-tune redox 

control of insulin signaling specifically in obese malnourished mice have not been 

addressed.  

In opposite to the aforementioned works, our data of H2O2 and antioxidant enzymes 
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content did not reveal evidence for an oxidative stress situation in most of our 

experimental groups. In contrast to the damaging high levels of free radicals, small 

amounts of these species are recognized as intracellular signaling molecules. It was 

demonstrated that under physiological conditions, H2O2 is needed to start intracellular 

insulin action; this effect was called the redox priming (35). Similar to the observed in 

adipocytes, where high glucose concentration was able to induce increase in H2O2 levels, 

then enhancing insulin signaling (36), our results show that increased blood glucose was 

associated with higher levels of H2O2 and reduced GSH content in the liver. Hence, it was 

detected higher H2O2 and GPX1 levels in TAU supplemented groups. Interestingly, a 

positive relationship between these redox markers and insulin signaling, specifically at 

PTEN and AKT activation, were found only in TAU supplemented group. As previously 

proposed, glucose load induced a transient change to a more oxidized environment in the 

adipocytes and skeletal muscle cells, which seems to be essential for insulin action (4, 5). 

In this sense, TAU supplementation might favor intracellular redox balance by increasing 

H2O2 production and antioxidant capacity. TAU antioxidant capacity to protect hepatocytes, 

has already been described (37), however, the mechanism involved in the improved H2O2 

production, as showed by our results, needed to be further investigated. Thus an 

increased TAU content might favor hepatocytes redox balance and insulin signaling in our 

HFD-treated mice.   

Regarding insulin signaling modulation, several kinases and phosphatases have 

been proposed as candidates of the redox control of insulin action (2). PTP1B and PTEN 

are pointed as the main phosphatases involved in insulin cascade that are regulated by 

the redox state. For instance, PTP1B and PTEN were described to be involved with insulin 

resistance in obese mice (38, 39). PTP1B and PTEN counteract insulin effects by 

removing the phosphates from IR, insulin receptor 1(IRS1) and PI3K, respectively (1, 2, 

40). On the other hand, H2O2 oxidizes the catalytic cysteine tiol of these enzymes reducing 
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their affinity for their substrates, allowing enhanced insulin signal transduction. Although 

several studies described the association between PTP1B and insulin resistance in HFD 

treated models, suggesting this enzyme as possible therapeutic target against metabolic 

syndrome (41), our results did not show any alterations in PTP1B and IR phosphorylation 

in the liver from obese mice. However, AKT and PTEN phosphorylation were significantly 

increased when TAU was supplemented, mainly in CHT and to a lesser extent in RHT. 

Whereas AKT phosphorylation increases its activity, the same effect impairs PTEN binding 

to membrane reaching the active conformation (42) removing its capacity to inactivate 

PI3K. Thus, reduced PTEN activity may allow the observed increase in AKT activation and 

insulin signal transduction in the liver then, favoring improved glucose tolerance and 

insulin sensitivity in TAU supplemented mice.  

In conclusion, our data provide evidence for an association between TAU-induced 

improved liver insulin signal transduction and enhanced whole body glucose tolerance due 

to alterations in hepatic redox balance in obese mice. In addition, early life protein 

malnutrition seems to impair these TAU effects. However, the mechanisms by which this 

impairment occurs need to be established. 
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LEGENDS 

Figure 1 - (A) Body weight of male C57BL/6 mice in control (C), control + high fat diet 

(CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) Body weight of male C57BL/6 mice in 

restricted (R),  restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). 

(C) area under the curves referring to graphs A and B (n = 9-13). Values are mean ± SEM. 

* P<0.05 vs. control, # P<0.05 vs. restricted group. One-way ANOVA followed by Tukey. 

Figure 2 - (A) Food Ingestion (g / g body weight) and (B) calorie intake  of male C57BL / 6 

mice in control (C), control + high fat diet (CH), control + high fat diet + taurine (CHT), 

restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). 

(n = 4 -6). Values are mean ± SEM. * P<0.05 vs. control, # P<0.05 vs. restricted group. & 

P<0.05 vs. control + high fat diet. One-way ANOVA followed by Tukey.  

Figure 3 - (A) Respiratory Coefficient  and (B) Energy Expenditure of male C57BL/6 mice 

in control (C), control + high fat diet (CH), control + high fat diet + taurine (CHT), restricted 

(R), restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). Animals 

were fed between 21 and 105 days of life. Values are mean ± SEM. * P<0.05 vs. control. # 

P<0.05 vs. restricted group. & P<0.05 vs. control + high fat diet. One-way ANOVA followed 

by Tukey.  

Figure 4- Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT). (A) Control (C), control + high fat 

diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) restricted (R), restricted + high fat 

diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). (C) area under the curves referring 

to graphs A and B (n = 5-11). Values are mean ± SEM. * P<0.05 vs. control. # P<0.05 vs. 

restricted. & P<0.05 vs. control + high fat diet. One-way ANOVA followed by Tukey.  

Figure 5 – Intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT).  (A) Glycemic curve of male 

C57BL/6 mice in control (C), control + high fat diet (CH) and control + high fat diet + 
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taurine (CHT). (B) Glycemic curve of male C57BL/6 mice in restricted (R), restricted + high 

fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). (C) area under the curves 

referring to the graphs A and B. (D) Percentage of decay of glucose  (kITT) in 15 min. (n = 

6-12). Values are mean ± SEM. * P<0.05 vs. control. # P<0.05 vs. restricted. One-way 

ANOVA followed by Tukey. "T" student.  

Figure 6 - (A) Fasting plasma glucose and after 30 minutes of application of saline or (B) 

2g/Kg glucose C57BL/6 injection in male C57BL/6 mice. Control (C), control + high fat diet 

(CH), control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet (RH) 

and restricted + high fat diet + taurine (RHT). (n = 5-11). Values are mean ± SEM. $ 

P<0.05 vs. the same group in fasting condition. Student’s t test. 

Figure 7 - (A) Fasting plasma insulin and after 30 min after application of saline or (B) 

2g/Kg glucose  in C57BL/6 male mice. Control (C), control + high fat diet (CH) and control 

+ high fat diet + taurine (CHT), mice restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and 

restricted + high fat diet + taurine (RHT). (n = 4-11). Values are mean ± SEM. $ 

Represents statistical difference compared to the baseline group of animals that received 

the same diet (Student’s t test.).  

Figure 8 - H2O2 concentration in the liver of male C57BL / 6. (A) Control (C), control + high 

fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) Restricted mice (R), restricted 

+ high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). White bars represent 

animals that received intraperitoneal injection of saline (control) and black bars represent 

C57BL / 6 mice 30 minutes after glucose  load (2U/Kg) (stimulated). (n= 4-9). Values 

represent mean ± SEM. * Represents statistical difference in the control group. # 

Represents a statistical difference in relation to the restricted group. & Represents a 

statistical difference within the same group that received a high fat diet without 



 

 

115 

 

supplementation with taurine $ P<0.05 vs. the same group in saline condition. Student’s t 

test.  

Figure 9- GSH concentration in the liver of male C57BL / 6 mice. (A) Control (C), control + 

high fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) Restricted mice (R), 

restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). White bars 

represent animals that received intraperitoneal injection of saline (control) and black bars 

represent C57BL / 6 mice 30 minutes after glucose  load (2U/Kg) (stimulated). (n =4- 10).  

Values represent mean ± SEM. $ Represents statistical difference compared to the 

baseline group of animals that received the same diet (test "t" student). 

Figure 10- Protein content of the liver main antioxidant enzymes. (A and B) SOD1, (C and 

D) GPx1 and (E and F) CAT in C57BL / 6 mice. Control (C), control + high fat diet (CH) 

and control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and 

restricted + high fat diet + taurine (RHT) 30min after the application of saline (white bars) 

or glucose (black bars). (n = 3-4). Values represent mean ± SEM. (one-way ANOVA  and 

Tukey post test). 

Figure 11- Liver regulatory insulin cascade proteins phosphorylation. (A and B) p-IR, (C 

and D) p-PTP1B, (E and F) p-AKT, and (G and H) p-PTEN in C57BL / 6 mice. Control (C), 

control + high fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), 

restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT) 30min after 

saline (white bars) or glucose injection (black bars). (n = 3-4). Values represent mean ± 

SEM. * Represents statistical difference in the control group. # Represents a statistical 

difference in relation to the restricted group. & Represents a statistical difference within the 

same group in the group that received a high fat diet without supplementation with taurine. 

P <0.05 (one-way ANOVA  and Tukey post test).  
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