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Resumo 

 
A desnutrição ainda é um problema de saúde pública que afeta principalmente países 

em desenvolvimento e sua prevalência chega a ser crescente em algumas áreas. Vários estudos 

obtiveram êxito em correlacionar a má nutrição em estágios iniciais de vida com o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e diabetes tipo 2 na vida adulta. No modelo de 

desnutrição pós desmame verifica-se menor secreção de insulina estimulada por glicose e 

outros agentes insulinotrópicos bem como menor expressão de várias proteínas envolvidas 

com a funcionalidade da célula β. Estudos realizados por nosso grupo e outros laboratórios 

mostram que a suplementação de camundongos com taurina aumenta a secreção de insulina 

além de regular o influxo de íons Ca2+ para as células β, etapa crucial para o processo 

secretório. Para avaliar os efeitos da taurina sobre animais desnutridos, utilizamos ratos wistar, 

machos com 21 dias de vida. Os animais receberam dieta contendo 17% de proteína 

(normoprotéica) (C) ou 6% de proteína (hipoprotéica) (D). Animais C e D receberam 

suplementação com taurina a 2,5% na água de beber por 30 dias (CT30 e DT30) ou 90 dias 

(CT90 e DT90). Em seguida avaliamos parâmetros biométricos e bioquímicos, tolerância à 

glicose, secreção de insulina estimulada por glicose e pelo agonista colinérgico carbacol, 

expressão de proteínas envolvidas no controle da secreção de insulina e, finalmente, 

registramos os movimentos citoplasmáticos de íons Ca2+ após estímulo com glicose e 

carbacol. Verificamos que a restrição protéica retardou o crescimento dos animais além de 

reduzir a concentração plasmática de proteínas totais (C = 6,81±0,04; CT30 = 7,15±0,54; 

CT90 = 6,87±0,19; D = 5,35±0,24; DT30 = 5,37±0,28; DT90 = 5,70±0,09 g/dl; n = 3-5) e 

albumina (C = 3,20±0,11; CT30 = 3,41±0,02; CT90 = 3,18±0,05; D = 2,74±0,07; DT30 = 

2,49±0,09; DT90 = 2,67±0,04 g/dl; n = 5-9) sem efeito da suplementação com taurina. Os 

animais D se mostraram mais tolerantes à glicose e a suplementação com taurina por 90 dias 

restaurou parcialmente a tolerância desses animais (C = 30249±2682; CT30 = 37255±6691; 

CT90 = 29365±2257; D = 16916±1609; DT30 = 18791±2859; DT90 = 23425±3856 AAC; n = 

5-9). Nesse trabalho mostramos que a suplementação com taurina corrige a hipoinsulinemia 

verificada em animais desnutridos alimentados (C = 4,97±0,34; CT90 = 3,56±0,52; D = 

1,39±0,10; DT90 = 3,31±0,70 ng/ml; n = 5-8) bem como a responsividade de ilhotas isoladas 

a concentrações crescentes de glicose. Verificamos também que a taurina normaliza a secreção 
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de insulina potencializada pelo carbacol (C = 9,4+0,8; CT90 = 12,4+0,7; D = 6,4+0,5; DT90 = 

9+0,7 ng/ml; n = 12). As respostas secretórias foram observadas em conjunto com a regulação 

da expressão das proteínas SERCA3 (C = 100+21; CT90 = 174+17; D =96+90; DT90 = 

149+11 % do C; n = 6), receptor muscarínico M3 (C = 100+24; CT90 = 155+80; D = 51+10; 

DT90 = 108+14 % do C; n = 5) e sintaxina 1 (C = 100+30; CT90 = 92+40; D = 50+12; DT90 

= 77+11 % do C; n = 5) que participam do controle de diferentes etapas do processo de 

secreção de insulina. Por fim, verificamos que a suplementação com taurina melhorou o 

padrão de oscilação de íons Ca2+ após estímulo com glicose. Concluímos então que a 

suplementação com taurina por 90 dias restaura a sensibilidade das ilhotas à glicose e ao 

carbacol possivelmente pela regulação do fluxo de cálcio para as células β bem como pela 

modulação da expressão de proteínas que controlam o processo de secreção de insulina.  
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Abstract 

 

 Malnutrition still is a public health issue, especially in developing countries. 

Many studies correlate malnourishment during early life and the development of 

cardiovascular disease and type 2 Diabetes Mellitus on latter stages. Animal models of 

malnutrition reveal impaired insulin secretion stimulated by glucose and other 

insulinotropic agents as well as lower expression of key proteins for β cell function. The 

literature shows that taurine supplementation increases insulin secretion and regulates 

calcium dynamics on β cells. Male, 21 days old, wistar rats received diet containing 17% 

(C) or 6% (D) of protein. Both groups received taurine supplementation on the drinking 

water for 30 (CT 30 and DT 30) and 90 (CT90 and DT 30) days. Next we assessed 

biometric and biochemical parameters, glucose tolerance, glucose and carbachol-

stimulated insulin secretion, protein expression of muscarinic M3 receptor, 

Phospholipase C β2, SERCA3, Syntaxin 1 and, finally, we registered cytoplasmic Ca2+  

after stimulus with glucose and carbachol. Protein restricted rats showed lower body 

weight, plasma proteins (C = 6,81±0,04; CT30 = 7,15±0,54; CT90 = 6,87±0,19; D = 

5,35±0,24; DT30 = 5,37±0,28; DT90 = 5,70±0,09 g/dl; n = 3-5), albumin (C = 3,20±0,11; 

CT30 = 3,41±0,02; CT90 = 3,18±0,05; D = 2,74±0,07; DT30 = 2,49±0,09; DT90 = 

2,67±0,04 g/dl; n = 5-9) and increased glucose tolerance (C = 30249±2682; CT30 = 

37255±6691; CT90 = 29365±2257; D = 16916±1609; DT30 = 18791±2859; DT90 = 

23425±3856 AUC; n = 5-9). Taurine supplementation had no effect upon nutritional 

status parameters and partially restored glucose tolerance and insulinemia to C levels. 

Taurine increased secretory response to glucose and carbachol (C = 9,4+0,8; CT90 = 

12,4+0,7; D = 6,4+0,5; DT90 = 9+0,7 ng/ml; n = 12). It also increased protein expression 

of M3 receptor (C = 100+24; CT90 = 155+80; D = 51+10; DT90 = 108+14 % of C; n = 

5), SERCA 3 (C = 100+21; CT90 = 174+17; D =96+90; DT90 = 149+11 % of C; n = 6) 

and syntaxin 1 (C = 100+30; CT90 = 92+40; D = 50+12; DT90 = 77+11 % of C; n = 5). 

Finally, taurine supplementation for 90 days improved Ca2+ dynamics when the islets 

were stimulated with glucose. In conclusion, these data show that taurine 

supplementation restores secretory responsiveness to glucose and carbachol possibly 
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through Ca2+ dynamics modulation and increased expression of key proteins for insulin 

secretion. 
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1. Introdução 
 

1.1 Secreção de insulina 

 
O pâncreas endócrino é uma glândula única, composta por quatro principais tipos 

de células distribuídas por toda a porção exócrina. Essas células estão agregadas em 

“ilhas” denominadas ilhotas de Langerhans. São geralmente ovais e a distribuição das 

células endócrinas dentro de uma ilhota é similar na maioria dos mamíferos (Kulkarni, 

2004). Cada ilhota consiste de um aglomerado central (núcleo) de células β com um 

manto de células α e/ou δ ou um manto de células δ e PP. Estima-se que humanos 

adultos tenham aproximadamente 2 milhões de ilhotas (2% do peso do pâncreas).  Em 

roedores cada ilhota é composta por 2.000 a 4.000 células, das quais 70 a 80% são células 

β, produtoras de insulina, 5% são células δ, produtoras de somatostatina, e 15 a 20% são 

células α produtoras de glucagon ou células PP, produtoras de polipeptídeo pancreático, a 

depender da localização no pâncreas (Orci, 1985).  

A secreção de insulina estimulada por glicose inicia-se com o reconhecimento e 

subsequente metabolismo do nutriente pelas células β, gerando um ou diversos sinais que 

levam à redução da condutância ao potássio (K+). A diminuição da condutância ao K+
 

provoca um acúmulo relativo do referido cátion nas células β, com consequente 

despolarização da membrana e abertura dos canais de cálcio (Ca2+) sensíveis à voltagem. 

O influxo de Ca2+ e o consequente aumento da concentração de Ca2+ intracelular 

([Ca2+]i) ativa a maquinaria exocitótica, resultando na secreção de insulina (Ashcroft et 

al., 1994).  

Após sua síntese no retículo endoplasmático, as moléculas de insulina sofrem 

modificações adicionais, como remoção do peptídeo C, e são estocadas em vesículas 

para posterior liberação por exocitose. A liberação dos grânulos de insulina é um 

processo bastante regulado e envolve a ação orquestrada de várias classes de proteínas. 

Dentre elas, estão as proteínas de fusão sensíveis à N-etilmaleimida (NFS), as proteínas 

solúveis ligantes a NFS (SNAP), os receptores de SNAP (SNARE) e as proteínas com 

atividade GTPase da família Rab (Rorsman & Renstrom, 2003).  
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A família SNARE pode ser subdividida em t-SNARE e v-SNARE. As proteínas 

t-SNARE, representadas principalmente pela Sintaxina e SNAP-25, se situam na porção 

da membrana plasmática onde o grânulo de insulina será fusionado. A VAMP, também 

conhecida como sinaptobrevina, é uma v-SNARE que se encontra inserida na membrana 

do grânulo de insulina. Durante o processo de exocitose as t-SNARE e v-SNARE se 

encontram formando um complexo heterotetramérico conhecido como trans-SNARE. A 

formação desse complexo aproxima o grânulo de insulina da membrana plasmática-alvo 

por meio de movimentos que se assemelham ao fechamento de um zíper, gerando a força 

necessária para que o grânulo entre em contato com a membrana plasmática até o 

momento da fusão entre as duas membranas (Sudhof & Rothman, 2009). 

A liberação dos grânulos de insulina deve ser finamente regulada para que não 

haja secreção desse hormônio em momentos em que não haja necessidade. Sabe-se que o 

influxo de Ca2+ por canais dependentes de voltagem constitui o gatilho para que os 

grânulos sejam secretados. Dessa forma, proteínas com afinidade de ligação pelo Ca2+ 

acoplam o influxo desse íon com a liberação dos grânulos de insulina. A sinaptotagmina 

é uma proteína com 15 isoformas já descritas que possui dois domínios de ligação ao 

Ca2+ (C2A e C2B), sendo a principal candidata a sensor de Ca2+ para o processo de fusão 

vesicular. Quando o Ca2+ entra na célula, ele se liga à sinaptotagmina que por sua vez 

reverte a ação inibidora de outras proteínas reguladoras que se encontravam associadas 

ao complexo trans-SNARE, permitido que o processo de fusão se complete (Sudhof & 

Rothman, 2009). Em células β, as sinaptotagminas VII e IX já foram associadas com a 

exocitose dos grânulos de insulina enquanto as isoformas I e II parecem não ter 

relevância para a liberação desse tipo de grânulo (Gerber & Sudhof, 2002; Sugita et al., 

2002; Gauthier & Wollheim, 2008). Além da secreção de insulina, a sinaptotagmina 

VII também possui um papel central no controle da secreção de glucagon pelas células α 

pancreáticas (Gustavsson et al., 2009).    

A integridade da maquinaria exocitótica é fundamental para o funcionamento 

adequado da célula β. Um estudo conduzido em ratos diabéticos Goto-Kakizaki, 

verificou que a redução na secreção de insulina era acompanhada da menor expressão 

das proteínas da família SNARE: SNAP-25 e sintaxina 1. O tratamento das ilhotas 

desses animais com adenovírus carregando as sequencias da SNAP-25 e sintaxina 1 foi 
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capaz de melhorar significativamente a resposta secretória desse tecido frente estímulo 

com 22.2 mM de glicose (Nagamatsu et al., 1999). A menor expressão de VAMP-2 e 

sinaptotagmina III também já foi documentada no mesmo modelo animal (Zhang et al., 

2002).    

Além do Ca2+ proveniente do meio extracelular, o Ca2+ depositado no retículo 

endoplasmático (RE) participa na regulação da [Ca2+]i (Gilon et al., 1999). O RE possui 

receptores de inositol- 1,4,5-trifosfato (IP3), um segundo mensageiro gerado a partir da 

hidrólise de lipídios de membrana pela enzima fosfolipase C (PLC), e quando esses 

receptores são ativados, ocorre a liberação de Ca2+ do lúmen do RE para o citossol 

(Gilon & Henquin, 2001). A reposição do Ca2+ no interior no RE é feito por uma 

família de ATPases do retículo sarcoendoplasmático, as SERCAs (Chen et al., 2003). 

Ilhotas pancreáticas expressam tanto a SERCA 2b quanto três isoformas de SERCA 3 

(a,b e c) (Varadi et al., 1996) e a menor atividade da SERCA 3 já foi documentada em 

ratos tornados diabéticos por injeção de streptozotocina durante a fase neonatal (Levy et 

al., 1998), em ratos diabéticos Goto-Kakizaki (Varadi et al., 1996), e em ratos 90% 

pancreatectomizados (Jonas et al., 1999).   

  A secreção de insulina pode ser modulada por vários nutrientes, 

neurotransmissores e hormônios peptídicos. Nutrientes como ácidos graxos, aminoácidos 

e cetoácidos podem influenciar a secreção de insulina tão bem quanto a glicose (Gao et 

al., 2003; Li et al., 2004; Um et al., 2004). Com relação às ações dos aminoácidos sobre 

a secreção de insulina, foi verificado que estes podem reduzir a permeabilidade ao K+ e 

estimular a secreção de insulina (Floyd et al., 1963; Henquin & Meissner, 1981; 

Blachier et al., 1989). Foi demonstrado que leucina e arginina aumentam a secreção de 

insulina tanto in vivo como in vitro por alteração dos fluxos iônicos e modificação do 

potencial de membrana das células β, influenciando assim a permeabilidade ao Ca2+ 

(Henquin, 1980; Herchuelz et al., 1984; Blachier et al., 1989; Sener et al., 1990; 

Dura et al., 2002).  

Além dos nutrientes, o sistema nervoso possui um papel de destaque sobre a 

regulação da secreção de insulina. As ilhotas de Langerhans são inervadas por 

terminações derivadas do nervo vago que possuem a acetilcolina (Ach) como 

neurotransmissor. A Ach se liga a receptores muscarínicos acoplados à proteína G, 
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levando à ativação da PLC que por sua vez hidrolisa lipídios de membrana, produzindo 

IP3 e o diacilglicerol (DAG). O IP3, como já descrito, estimula a liberação de Ca2+ do RE 

que, juntamente com o DAG, ativa a proteína quinase C (PKC), uma serina/treonina 

quinase envolvida na fosforilação de elementos da maquinaria exocitótica, aumentando, 

assim, sua sensibilidade ao Ca2+ (Gilon & Henquin, 2001). A estimulação colinérgica 

mediada pela Ach é dependente de glicose e seus efeitos aparecem em concentrações 

entre 5 e 7 mM de glicose e se mantêm até a concentração máxima efetiva de 30 mM 

(Hermans et al., 1987).  

Dentro da família de receptores muscarínicos (M1 – M5), os subtipos M1 e M3 

são expressos em ilhotas de Langerhans (Boschero et al., 1995; Duttaroy et al., 2004), 

mas somente o M3 tem relevância sobre a secreção de insulina (Gautam et al., 2007). O 

papel do receptor M3 sobre a secreção de insulina foi avaliado em estudos realizados em 

camundongos knockout para esse receptor em todo o organismo (Duttaroy et al., 2004) 

ou somente nas células beta (Gautam et al., 2006). Esses estudos mostram a ausência de 

resposta secretória frente estimulação com agonistas colinérgicos, além da ausência de 

produção de fosfatidilinositol. A ocorrência da segunda fase da secreção de insulina 

encontrada em humanos e ratos, mas não em camundongos, já foi atribuída a elementos 

da via colinérgica. Foi verificado que ilhotas de camundongos quando estimuladas com 

agonistas colinérgicos, ésteres de forbol (ativadores da PKC) ou substâncias que elevam 

os níveis de DAG, apresentaram a segunda fase da secreção de insulina que não era 

evidente quando somente a glicose era utilizada como agente insulinotrópico. Essas 

diferenças entre espécies foram atribuídas, em parte, à menor expressão das isoformas δ1 

e β1 da PLC das ilhotas de camundongos em relação às de ratos (Zawalich et al., 1995). 

Além do efeito sobre a secreção de insulina, o receptor M3 também tem papel regulador 

sobre a homeostase glicêmica. Camundongos deficientes do receptor em todos os tecidos 

apresentam reduzido peso corpóreo, menor glicemia e níveis circulantes de insulina além 

de maior tolerância à glicose (Duttaroy et al., 2004).   
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1.2 Desnutrição e secreção de insulina 

 

A desnutrição é um termo genérico ao qual se associa uma série de doenças 

decorrentes da escassez dietética de nutrientes. Dependendo da intensidade, podem ser 

observadas desde pequenas alterações metabólicas de efeito adaptativo até falência 

orgânica generalizada e irreversível. Os primeiros relatos clínicos de doenças associadas 

à desnutrição datam da década de 30 e se referem ao Kwashiokor, atribuído à deficiência 

de proteínas, e ao Marasmo, associado à deficiência total de alimentos (Fagundes et al., 

2007). 

A desnutrição protéica ainda atinge grandes contingentes populacionais e, 

principalmente nos países em desenvolvimento, se manifesta durante a fase gestacional e 

seu principal sinal clínico é o baixo peso ao nascer  (Villar et al., 1982; Post et al., 

1996). A associação entre desnutrição e prevalência de doenças durante a infância, como 

infecções, está bem documentada (Pelletier, 1994).  

Ao longo das décadas, vários estudos vem mostrando uma correlação positiva 

entre baixo peso ao nascer e o desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes 

mellitus tipo 2 na vida adulta (Rao, 1988; Hales & Barker, 1992). Em 1992, Hales & 

Barker criaram a hipótese do fenótipo econômico que postula a ativação de uma 

reprogramação in utero, mediante restrição nutricional durante a gestação, levando ao 

retardo no desenvolvimento de órgãos e tecidos como rins, tecido muscular e pâncreas 

endócrino em favorecimento de órgãos vitais como o cérebro. Essas adaptações poderiam 

repercutir, na vida adulta, no desenvolvimento de doenças renais, hipertensão arterial, 

redução na massa de células β e resistência à insulina.  

Teorias mais recentes correlacionam alterações no sistema de sinalização dos 

fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) (Cianfarani et al., 1999). Estudos 

conduzidos em crianças que sofreram retardo de crescimento intrauterino mostram 

redução na concentração circulante de IGF-1 e insulina e aumento de IGFBPs, proteínas 

que se ligam aos IGFs e reduzem sua biodisponibilidade, ao nascer. Verificou-se, em 

seguida, normalização de todos esses fatores durante o primeiro trimestre de vida pós-

natal. A partir disso, postulou-se que a resistência à insulina seria um mecanismo de 
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proteção desenvolvido pelos tecidos para prevenir uma hipoglicemia secundária ao 

restabelecimento desses hormônios. A restauração dos IGFs circulantes poderia ser 

responsável pelo crescimento compensatório - catch up growth - apresentado por crianças 

que sofreram retardo de crescimento intrauterino (Leger et al., 1996; Cianfarani et al., 

1998; Cianfarani et al., 1999).  

Tanto a fase de crescimento intrauterina quanto os estágios iniciais de vida são 

fundamentais para o desenvolvimento e maturação do pâncreas endócrino (Remacle et 

al., 2007). Estudos conduzidos em fetos que passaram por restrição protéica durante a 

fase de gestação, verificaram menor tamanho e vascularização das ilhotas (Snoeck et al., 

1990), menor taxa de replicação devido à alterações em proteínas envolvidas no ciclo 

celular (Petrik et al., 1999) e maior taxa de apoptose (Boujendar et al., 2002), e quando 

as ilhotas desses animais foram removidas do meio metabolicamente desfavorável e 

cultivadas por 7 dias em meio com disponibilidade adequada de nutrientes, essas 

características ainda estavam presentes (Dahri et al., 1995). Todas essas evidências 

sugerem que distúrbios no meio intrauterino, como no caso da restrição protéica, podem 

comprometer permanentemente os desenvolvimento e função das ilhotas pancreáticas. 

Em nosso âmbito, temos estudado o papel da desnutrição fetal e infantil na 

determinação desta síndrome usando o modelo experimental animal de restrição protéica 

na vida intra-uterina, lactação e após desmame, avaliando os seus efeitos sobre a secreção 

e ação da insulina na vida adulta (Latorraca et al., 1998; Ferreira et al., 2003; Araujo 

et al., 2004; Ferreira et al., 2004).  

Nosso grupo de estudos tem demonstrado que a restrição protéica modifica o 

mecanismo de secreção de insulina alterando a resposta secretória para glicose, 

aminoácidos, potássio e agentes potencializadores da secreção (Ferreira et al., 2003; 

Araujo et al., 2004; Filiputti et al., 2008). Dentre os mecanismos propostos para a 

menor responsividade dessas células estão: menor expressão de glicoquinase (Desai et 

al., 1995), PDX-1 (Arantes et al., 2002; Martin et al., 2004), glicerolfosfato 

desidrogenase (Rasschaert et al., 1995), PKAα (Milanski et al., 2005), PKCα (Ferreira 

et al., 2003) e S6K-1 (Filiputti et al., 2008), menor mobilização de íons cálcio 

(Latorraca et al., 1999) e alterações no processo de extrusão dos grânulos de insulina 

(Cherif et al., 2001). 
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1.3 Taurina e secreção de insulina 

 

A taurina é um pequeno aminoácido que está presente em altas concentrações 

tanto no interior das células como no plasma de mamíferos. Esse aminoácido é obtido 

pela ingesta 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 Ca2+, estabilização de 

membranas, reprodução, imunidade e pode também funcionar como um osmólito para 

regular o volume celular (Aerts & Van Assche, 2002).  

 Evidências indicam que o mecanismo de ação da taurina possa ocorrer pela 

combinação do aminoácido com vários tipos de canais iônicos, transportadores e 

enzimas. Estudos demonstraram que a taurina exerce algumas de suas ações inibindo 

canais KATP (potássio dependentes de ATP) no músculo esquelético (Tricarico et al., 

2000) e em fibras cardíacas (Satoh, 1996). Além disso, nas células miocárdicas, a taurina 

apresenta-se como um agonista para a entrada de Ca2+ e da corrente retificadora de K+ em 

baixas concentrações intracelulares de cálcio, e como um antagonista inibindo o influxo 

de Ca2+ e a corrente retificadora de K+ em elevadas [Ca2+]i (Satoh, 1998). 

No pâncreas a concentração de taurina está compartimentalizada em células da 

ilhota contendo glucagon e somatostatina, sugerindo que a liberação de taurina possa ser 

necessária para que ocorra uma eficiente modulação do processo de secreção de insulina 

em células β (Bustamante et al., 2001). Em hiperglicemia a taurina aumenta a secreção 

de insulina (Kaplan et al., 2004) e a sensibilidade à insulina (Nakaya et al., 2000; 

Tsuboyama-Kasaoka et al., 2006). Porém o mecanismo de sua ação sobre a homeostase 

glicêmica, bem como sobre o pâncreas endócrino, não está totalmente compreendido.  

O efeito da suplementação com aminoácidos sobre a secreção de insulina em 

animais desnutridos também já foi evidenciada por outros grupos de estudo. Segundo 

Cherif et al., (1998) ilhotas de fetos de ratos fêmeas que foram submetidas à restrição 

protéica durante a gestação, apresentaram redução da secreção de insulina estimulada por 

diferentes nutrientes. A suplementação com o aminoácido taurina durante a prenhez 

retoma a secreção de insulina a valores semelhantes ao do controle, normaliza a 
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proliferação celular das ilhotas de Langerhans destes fetos (Kalbe et al., 2005) e a 

insulinemia destes animais na vida adulta (Merezak et al., 2004). Em fetos e neonatos 

desnutridos, a suplementação com taurina restaura a síntese de DNA e reduz a apoptose, 

normalizando a massa de células β nos filhotes possivelmente pelo aumento da 

imunorreatividade ao IGF-II (fator de crescimento semelhante à insulina), evidenciada 

nestes animais (Boujendar et al., 2002).  

Estudos de expressão gênica pela técnica de microarray em ilhotas de Langerhans 

mostraram que 10% dos 10.346 genes avaliados sofreram modulação pela restrição 

protéica. Entre os processos celulares em que esses genes se agrupavam, estavam: 

proliferação celular, produção de energia, defesa antioxidante e metabolismo 

mitocondrial. A expressão de todos os genes modulados pela restrição protéica foi 

normalizada mediante suplementação com taurina (Reusens et al., 2008). 

 Estudos desenvolvidos pelo nosso laboratório fornecem evidências que 

corroboram com a idéia de que este aminoácido está relacionado com a regulação da 

secreção das células β e homeostase glicêmica. O tratamento in vivo e in vitro de ilhotas 

de Langerhans com a taurina aumenta a sensibilidade das células β à glicose, e promove 

uma maior expressão do fator de transcrição de ilhotas de Langerhans (PDX-1) em 

núcleos destas células (Carneiro et al., 2008). O PDX-1 tem importância no 

desenvolvimento pancreático em animais experimentais e em humanos. Ele pode regular 

a transcrição de genes como GLUT-2 e glicoquinase, e sua mutação está relacionada com 

anormalidades na função das células β e aparecimento de diabetes em humanos e em 

camundongos (Macfarlane et al., 1999; Hansen et al., 2000). Outro estudo conduzido 

com camundongos suplementados com taurina mostra o aumento da secreção de insulina 

estimulada por glicose e pelo aminoácido leucina. Nas ilhotas desses animais também foi 

verificado aumento da captação de íons Ca2+ bem como expressão protéica da subunidade 

β2 do canal de cálcio voltagem-dependente. Esses animais apresentaram, ainda, maior 

concentração circulante de glucagon bem como maior secreção desse hormônio quando 

as ilhotas foram estimuladas com 0,5 mM de glicose sugerindo que além da célula β, a 

taurina também possa modular a função das células α pancreáticas (Ribeiro et al., 2009).  
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2. Objetivos 

 

Sabe-se que a restrição protéica, em modelos animais, promove menor secreção de 

insulina e acredita-se que essa redução seja decorrente do comprometimento do 

mecanismo secretório. 

Estudos de nosso laboratório e outros grupos apontam para uma função moduladora 

da taurina sobre a função do pâncreas endócrino. Esses achados sugerem que esse 

aminoácido possa regular o fluxo de íons Ca2+ para a célula β bem como alterar 

expressão de proteínas fundamentais para a funcionalidade dessas células, resultando no 

aumento da secreção de insulina. 

Baseado nessas evidências sugerimos que a suplementação com taurina possa ser uma 

estratégia eficaz para amenizar as alterações produzidas pela restrição protéica. Para isso, 

temos como objetivos: 

 

• Realizar a caracterização biométrica e bioquímica de ratos submetidos à restrição 

protéica pós-desmame e suplementados com taurina. 

 

• Verificar a secreção de insulina estimulada por glicose e em presença do agente 

colinérgico carbacol  em ilhotas isoladas. 

 

• Identificar os eventos moleculares e funcionais envolvidos com a secreção de 

insulina em ilhotas de Langerhans dos diferentes grupos estudados. 
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3. Materiais e métodos 

 

3.1 Animais, dieta e suplementação 

 

 Ratos Wistar machos com 21 dias de vida provenientes do Biotério Central - 

UNICAMP foram separados em 6 grupos experimentais: 

 

a) Controle (C): os animais receberam dieta contendo 17% de proteína por todo o 

período experimental (90 dias). 

b) Controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30): os animais 

receberam dieta contendo 17% de proteína por todo o período experimental e 

foram suplementados com taurina a 2,5% na água de beber 60 dias após o início 

da dieta. 

c) Controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90): os animais 

receberam dieta contendo 17% de proteína por todo o período experimental e 

foram suplementados com taurina a 2,5% na água de beber desde o início da 

dieta. 

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

período experimental 

e) Desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30): os animais 

receberam dieta contendo 6% de proteína por todo o período experimental e 

foram suplementados com taurina a 2,5% na água de beber 60 dias após o início 

da dieta. 

f) Desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90): os animais 

receberam dieta contendo 6% de proteína por todo o período experimental e 

foram suplementados com taurina a 2,5% na água de beber desde o início da 

dieta. 

 

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5 animais por gaiola) sob 

condição padronizada de iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 

22±2°C. 
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As dietas, mistura de vitaminas e de sais minerais (Tab. 1, 2 e 3) foram preparadas 

no Departamento de Fisiologia e Biofísica da Unicamp. As dietas seguem as 

recomendações do Instituto Americano de Nutrição (AIN-93) para roedores em fase de 

crescimento, gravidez e lactação (Reeves et al., 1993). 

 

 

Tab. 1 - Composição das dietas 

 

Ingredientes 

Normoprotéica 

(17% de proteína) 

g/kg 

Hipoprotéica 

(6% proteína) 

g/kg 

Caseína (84% de  proteína)* 202 71,5 

Amido 397 480 

Dextrina 130,5 159 

Sacarose 100 121 

L-cistina 3 1 

Fibra (microcelulose) 50 50 

Óleo de soja 70 70 

Mistura de minerais AIN93G 35 35 

Mistura de vitaminas AIN93G 10 10 

Cloridrato de colina 2,5 2,5 

*Valores corrigidos em função do conteúdo de proteína na caseína. 
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Tab. 2 – Composição da mistura de vitaminas (AIN-93G-VX) 

 Vitaminas g/Kg 

1 Ácido nicotínico 3.0 

2 Pantotenato de cálcio 1.6 

3 Piridoxina-HCl 0.7 

4 Tiamina-HCl 0.6 

5 Riboflavina 0.6 

6 Ácido fólico 0.2 

7 d-biotina 0.02 

8 Vitamina B12 (cianocobalamina) 0.1% em manitol 2.5 

9 Vitamina E (acetato de α-tocoferol) (500 UI/g) 15.0 

10 Vitamina A (retinil palmitato) (500.000 UI/g) 0.8 

11 Vitamina D3 (colecalciferol) (400.000 UI/g) 0.25 

12 Vitamina K (filoquinona) 0.075 

13 Sacarose 974.65 
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Tab. 3 – Composição da mistura de minerais (AIN-93G-MX) 

 Sais g/Kg 

1 Carbonato de cálcio anidro 357 

2 Fosfato de potássio monobásico 196 

3 Citrato de potássio tribásico monohidratado 70.78 

4 Cloreto de sódio 74 

5 Sulfato de potássio 46.6 

6 Óxido de magnésio 24 

7 Citrato férrico 6.06 

8 Carbonato de zinco 1.65 

9 Carbonato manganoso 0.63 

10 Carbonato cúprico 0.30 

11 Iodato de potássio 0.01 

12 Selenato de sódio anidro 0.01025 

13 Paramobilidato de amônio.4H2O 0.00795 

14 Meta-silicato de sódio 12H2O 1.45 

15 Sulfato de crômio e potássio 12H2O 0.275 

16 Cloreto de lítio 0.0174 

17 Ácido bórico 0.0815 

18 Fluoreto de sódio 0.0635 

19 Carbonato de níquel 0.0318 

20 Vanato de amônio 0.0066 

21 Sacarose 221.026 
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3.2 Procedimentos experimentais 

 

3.2.1 Avaliação de parâmetros biométricos e bioquímicos 

 

Peso corpóreo  

 
O peso corpóreo de ratos controle (C), controles suplementados com taurina por 

30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com 

taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) foi avaliado semanalmente por um período 

de 12 semanas. 

��

Proteínas totais e albumina plasmática  

 

 Aproximadamente 500µl de amostras de sangue foram obtidas por via caudal e 

centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos em 4ºC. O plasma foi separado e 2 µl foram 

utilizados para a dosagem de proteínas totais e albumina com o kit  PROtal (Laborlab), 

adaptado para microensaio. 

 

Insulina plasmática 

 
 Aproximadamente 500µl de amostras de sangue foram obtidas por via caudal e 

centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos a 4ºC. O plasma foi separado e 50-100 µl foram 

utilizados para a dosagem de insulina por radioimunoensaio (Scott et al., 1981). 

 

Ácidos graxos livres 

 
 A concentração plasmática de ácidos graxos livres (AGLs) foi determinada 

através de um kit de ensaio enzimático colorimétrico de acordo com as instruções do 

fabricante (Wako ; Richmond, USA). Os AGLs em presença de ATP, coenzima A (CoA) 

e acil-CoA-sintetase formam ésteres tiois CoA (Acil-CoA), que são oxidados pela Acil-

CoA oxidase e formam peróxido de hidrogênio. Este, por sua vez, em presença de 
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peroxidase permite a condensação oxidativa do B-hidroxietil anilina com 4-

aminoanfipirina em um composto de cor púrpura. Os reagentes foram adicionados a 4 µl 

de plasma seguido por leitura espectrofotométrica em 550 nm. A concentração plasmática 

de AGLs foi determinada com base em uma curva padrão. 

 

Colesterol 

 
A concentração plasmática de colesterol (COL) foi determinada através de um kit 

de ensaio enzimático colorimétrico de acordo com as instruções do fabricante 

(Roche/Hitachi ; Indianopolis, USA). O método baseia-se na hidrólise dos ésteres de 

colesterol pela colesterol estearase formando colesterol que por sua vez é oxidado 

formando colest-4-en-3-one e peróxido de hidrogênio. Em presença de peroxidase, o 

peróxido de hidrogênio reage com 4-aminofenazona e 4-clorofenol formando um produto 

de cor avermelhada (reação de Trinder). Os reagentes foram adicionados a 2 µl de plasma 

seguido por leitura espectrofotométrica em 492 nm. A concentração plasmática de COL 

foi determinada com base em uma curva padrão. 

 

Análise automática de aminoácidos livres no plasma 

 
O plasma dos animais foi desproteinizado usando uma solução orgânica composta 

por metanol, TCA e acetonitrila de água na proporção 1:1 (v/v). O plasma foi incubado a 

temperatura ambiente (20ºC) por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 3800 x g por 3 minutos e alíquotas de 200µl foram misturadas ao tampão 

de lítio (pH 2.2) na proporção 1:1 (v/v) (Pharmacia). 

 A análise dos aminoácidos foi realizada em sistema de derivatização pós-coluna 

usando reagente de ninhidrina e a mistura dos aminoácidos livres foi realizada em uma 

coluna de troca iônica da Pharmacia. A eluição dos aminoácidos foi realizada usando um 

gradiente “step wise” de tampão de lítio em diferentes valores de pH e molaridade, 

indicados pelo sistema Biochrom 20 Plus (Pharmacia). 
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3.2.2 Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 

 

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h e após a verificação da glicemia de 

jejum (tempo 0) com o aparelho Accu-Check Advantage II, uma solução de glicose a 

50% (2,0 g/Kg de peso corpóreo) foi administrada por injeção intraperitoneal. Em 

seguida, a glicemia foi verificada nos tempos 15, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos. 

 

3.2.3 Isolamento de ilhotas pancreáticas de ratos 

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

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

incisão na parte proximal (hepática) deste ducto. Através de uma cânula de polietileno, 

foi injetada solução de Hanks adicionada de 0,8mg/ml de colagenase para os animais 

controle e de 0,7mg/ml para o desnutridos o que promoveu a divulsão do tecido acinoso. 

O pâncreas foi excisado e dissecado de gorduras, da maioria do tecido vascular e dos 

gânglios linfáticos. A seguir, foi reduzido a fragmentos pequenos que foram transferidos 

para um tubo de ensaio contendo Hanks e colagenase. Em seguida, os fragmentos foram 

incubados em banho-maria a 37°C durante 23 minutos. Após o período de incubação, o 

tubo foi agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto ou até a obtenção de 

mistura de viscosidade homogênea. O conteúdo foi transferido para um becker e o 

material lavado com solução de Hanks 4 vezes para a remoção da colagenase, das 

enzimas digestivas liberadas durante a incubação e também dos fragmentos celulares. 

 As ilhotas, completamente separadas do tecido acinoso, foram coletadas uma a 

uma, sob lupa, por aspiração com o auxílio de pipeta de Pasteur, previamente estirada e 

siliconizada. 

 

3.2.4 Secreção Estática de Insulina 

�

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

reservatórios contendo 0,5 ml de solução de Krebs contendo 0,3% de albumina bovina 

(m/v) e 5,6 mM de glicose. Em todos os experimentos foram colocadas 5 ilhotas em cada 
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reservatório. A seguir, as placas foram mantidas em ambiente gaseado com mistura 

carbogênica a 37ºC por 60 minutos. A solução de pré-incubação foi removida e 

substituída por solução de Krebs contendo 2.8, 8.3, 16.7 e 22.2 mM de glicose. Em outra 

série de experimentos, os mesmos procedimentos foram realizados sendo que após a 

remoção das solução de pré-incubação, foi adicionado Krebs contendo 11.1mM de 

glicose ou 11.1mM + 100µM de carbacol. Após 60 min de incubação as placas foram 

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

Eppendorf e armazenado a –20 °C para posterior dosagem de insulina por 

radioimunoensaio (Scott et al., 1981). 

  

3.2.5 Western Blotting 

 

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

ilhotas foram rompidas e homogeneizadas por sonicação com 6 pulsos de 5 s com 5 s de 

intervalo entre os pulsos (VirSoni 60). 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 DDT 10 mM, e fervidas em banho seco  por 5 min. Alíquotas 

contendo 30µg de proteína foram aplicadas no SDS-PAGE (10% Tris acrilamida) em 

aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos moleculares 

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

nitrocelulose de 0,45µm (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solução bloqueadora 

(TBS/Tween-20 0,05% + leite em pó desnatado 5%) para diminuir a ligação inespecífica 

das proteínas. A seguir, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos 

primários policlonais: anti-M3 (Sigma, M0194 – 1:2000), anti-SERCA3 (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-26507 – 1:500), anti-PLCβ2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-9018 – 

1:1000), e com os anticorpos monoclonais anti-sintaxina 1 (Santa Cruz Biotechnology, 

sc-12736 – 1:1000) e anti-α-tubulina (Sigma, T6199 – 1:1000). Todos os anticorpos 

foram diluídos em TBS/T acrescido de 3% de BSA. Após o tempo de incubação, os 

anticorpos primários foram removidos e se fez a lavagem das membranas. Em seguida as 

membranas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com HRP (Invitrogen), 
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diluído 1:10000 em TBS/T acrescido de leite desnatado 5%, por 2 h. Após lavagem, as 

membranas foram incubadas em solução reveladora Super Signal (Pierce) e colocadas 

junto a filmes radiográficos (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas foi 

avaliada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation). Todas as 

lavagens foram feitas três vezes em TBS/T por aproximadamente 5 min.  

 

3.2.6 Registro de movimentos citoplasmáticos de íons Ca2+ em ilhotas de 

Langerhans 

 

Grupos de aproximadamente 50 ilhotas foram lavadas em solução de Krebs e 

incubadas em 2 ml de Krebs 5.6 mM de glicose em presença de 1µM fura-2/AM 

dissolvido em DMSO (0,1%). As ilhotas foram mantidas em estufa gaseada com mistura 

carbogênica (95% O2 / 5% CO2) à 37ºC por 60 min. Após a incubação com o fura, as 

ilhotas foram aderidas em lâminas de vidro com polylisina e transferidas para uma 

câmara de perfusão em presença de diferentes secretagogos. As ilhotas foram perfundidas 

com Krebs 3mM de glicose até a estabilização do sistema. Após esse período, as mesmas 

foram estimuladas durante aproximadamente 25 minutos com glicose 16.7mM. Nos 

experimentos com carbacol, as ilhotas foram perfundidas por Krebs sem cálcio contendo 

11.1mM de glicose, 10mM de EGTA e 250µM de diazoxida. Em seguida, as ilhotas 

foram perfundidas pela mesma solução acrescida de 100µM de carbacol. As imagens das 

oscilações de cálcio foram captadas usando aparelhagem adequada. As ondas excitatórias 

de 340 e 380 ηm foram selecionadas por uma fonte de luz de xenônio e a emissão foi de 

510 ηm. A mudança no cálcio citoplasmático foi detectada como uma mudança na 

proporção F340/F380 (Quesada et al., 2002). 
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3.3 Análise Estatística  

 

 Os resultados foram expressos como média e erro padrão. Os resultados referentes 

às leituras densitométricas do Western Blotting foram expressos como porcentagem em 

relação ao controle. O teste estatístico utilizado foi Anova de duas vias (Anova two-way), 

onde foram avaliados os efeitos da dieta e da suplementação com taurina, assim como a 

interação entre esses fatores.O post hoc adotado foi o de Newman-Keuls. Quando 

indicado, foi realizado o teste t de Student para evidenciar diferença estatística somente 

entre dois grupos. O nível de significância adotado para todas as análises foi p<0.05. 
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4. Resultados  

 

4.1 Caracterização do modelo experimental 

 
4.1.1 Parâmetros biométricos 

Dentre os parâmetros gerais para a caracterização do modelo experimental, foram 

avaliados: evolução do peso corpóreo e peso dos órgãos. 

A fig.1a mostra a curva de crescimento dos grupos experimentais estudados. A 

análise das curvas e da área abaixo delas (fig. 1b) permite observar o crescimento 

significativamente reduzido dos animais que receberam dieta contendo 6% de proteína. A 

suplementação com taurina não influenciou a evolução do peso em nenhum dos grupos 

suplementados.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 (a) Peso corpóreo de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias 
(CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias 
(DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por 12 semanas. n = 5 para todos os grupos 
experimentais. (b) Média ± EPM da área abaixo das curvas (AAC) de ganho de peso. * indica 
diferença estatística em relação a C. P < 0.001 (ANOVA Two-Way e  pós teste de Newman-
Keuls).
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Ao final do período experimental, os animais foram sacrificados e os órgãos 

foram removidos e pesados (tab. 4).  

 

 

 

 

1  Valores representam média ± EPM, n = 5. 

                2  * indica diferença estatística em relação a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e  pós teste de Newman-Keuls).
   

 

Podemos observar na tabela 4 que nenhum dos grupos experimentais diferiu 

quanto ao comprimento naso-anal enquanto que todos os órgãos e compartimentos 

avaliados se mostraram reduzidos nos animais desnutridos, estando de acordo com os 

dados de peso corpóreo obtidos. Também não foi verificada influência da suplementação 

com taurina sobre os parâmetros avaliados. 

 

 

 

 

 

 Tab. 4 Comprimento naso-anal (CNA), peso do fígado, baço, coração, rins, gordura
retroperitoneal e da gordura periepididimal de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplementados com taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por 12
semanas1,2 

 C CT30 CT90 D DT30 DT90 

CNA (cm) 22,53±0,82 23,28±0,24 23,25±0,25 21,10±0,90 21,33±0,41 20,85±0,65 

Fígado (g) 13,24±1,22 13,79±0,95 15,51±2,42 8,13±0,86* 10,1±0,15* 9,19±1,51* 

Baço (g) 0,95±0,042 1,02±0,08 1,05±0,08 0,63±0,06* 0,77±0,04* 0,66±0,05* 

Coração (g) 1,22±0,04 1,33±0,06 1,30±0,01 0,90±0,07* 1,00±0,04* 0,88±0,08* 

Rins (g) 2,76±0,11 2,68±0,19 2,93±0,38 1,57±0,16* 1,84±0,12* 1,73±0,16* 

Gordura 
Retroperitoneal 
(g) 

20,8±0,30 15,6±2,79 15,6±5,50 4,56±1,23* 5,29±0,42* 5,83±1,32* 

Gordura 
Periepididimal (g) 14,63±3,60 12,64±1,7 14,27±3,08 3,42±1,02* 4,69±0,27* 4,27±0,79* 
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4.1.2 Parâmetros bioquímicos plasmáticos 
 
 
 Para a caracterização bioquímica do modelo experimental foram avaliadas: 

proteínas totais, albumina, glicose, insulina, ácidos graxos livres e colesterol plasmático 

(tab. 5). Também foram verificados os níveis plasmáticos de taurina (fig. 2). 
 

                    

# Valores obtidos com os animais no estado alimentado 

1 Valores representam média ± EPM. Para proteína total n = 3-5, albumina n = 5-9, glicose n = 7-9, insulina jejum n = 5-9,   

insulina alimentado n = 5-8, ácidos graxos livres n = 5, colesterol n = 5.                                  

                    2 Letras distintas representam diferença estatística, P < 0.05 (ANOVA two-way  pós teste de Newman-Keuls). 

 

Tanto as proteínas totais quanto a albumina plasmática se mostraram reduzidas 

nos animais desnutridos sem haver influência da suplementação com taurina. A glicemia, 

a insulina plasmática e o colesterol total de jejum não diferiram em nenhum dos grupos 

experimentais. Os ácidos graxos livres plasmáticos foram maiores nos animais que 

receberam a dieta hipoprotéica sem a influência da suplementação com taurina. No 

estado alimentado, verificamos redução da insulina plasmática nos animais D em relação 

a C. A suplementação com taurina aumentou a insulinemia somente nos animais DT90, 

havendo interação desse fator com a restrição protéica. 

Tab. 5 Proteínas totais, albumina, glicemia, insulina plasmática, ácidos graxos livres e colesterol
de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), 
desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) 
mantidos em jejum por 12 horas.1,2  

 

 C CT30 CT90 D DT30 DT90 

Proteína total (g/dl) 6,81 ± 0,04
 
 7,15 ± 0,54

 
 6,87 ± 0,19

 
 5,35 ± 0,24

 
* 5,37 ± 0,28

 
* 5,70 ± 0,09

 
* 

Albumina (g/dl) 3,20 ± 0,11
 
 3,41 ± 0,02

 
 3,18 ± 0,05

 
 2,74 ± 0,07

 
* 2,49 ± 0,09

 
* 2,67 ± 0,04

 
* 

Glicose (mg/dl) 79,11 ± 3,42
 

76,50 ± 8,08 76,30 ± 4,03 
 

63,75 ± 3,38
 

72,20 ± 8,73 
 

69,14 ± 5,90 
 

Insulina (ng/ml) 1,30 ± 0,17 1,18 ± 0,23
 
 1,48 ± 0,23 0,83 ± 0,14

 
 0,97 ± 0,32

 
 1,09 ± 0,21

 
 

Insulina # (ng/ml) 4,97 ± 0,34 - 3,56 ± 0,52 1,39 ± 0,10* - 3,31 ± 0,70 

Ácidos Graxos Livres 

(mmol/l) 

0,82 ± 0,08  - 0,69 ± 0,11  1,21 ± 0,14 * -  1,20 ± 0,16 * 

Colesterol (mg/dl) 56,60  ± 2,731 - 51,80 ± 3,69 55,00 ± 1,81 - 46,80 ± 1,49 
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 A análise dos níveis plasmáticos de taurina (fig. 2) não revelou diferença entre os 

grupos C e D. Tanto os animais suplementados por 1 mês (CT30 e DT30), quanto os 

suplementados por 3 meses (CT90 e DT90) mostraram um aumento significativo nos 

níveis circulantes desse aminoácido.  

 

 

 

 

 

 

Esse resultado mostra que a suplementação com taurina a 2,5% na água de beber 

tanto por 30, quanto por 90 dias, foi suficiente para elevar a quantidade circulante desse 

aminoácido, sugerindo que as diferenças encontradas entre os grupos suplementados por 

30 e 90 dias não se devem à eficiência da suplementação, mas sim, ao tempo de 

tratamento e ao momento em que o aminoácido foi implementado.  

 

 

 

 

 
 
 

Fig. 2 Taurina circulante no plasma de ratos controle (C), controle suplementados com taurina 
por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina 
por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90). Média ± EPM. n = 4 para todos os grupos experimentais. 
# indica diferença estatística em relação a C. * indica diferença estatística em relação a D. P < 
0.05 (Teste t de Student).  
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4.1.3 Teste intraperitoneal de tolerância a glicose (ipGTT)  
 
 
 Para investigar diferenças de tolerância a glicose, foi feito um ipGTT no qual 2g 

de glicose/Kg de peso foi administrada na cavidade intraperitoneal dos animais. A fig. 3a 

mostra as curvas glicêmicas de animais controle, controle suplementados por 30 dias, 

desnutridos e desnutridos suplementados por 30 dias. Em ambos os grupos de 

desnutridos, é possível observar uma queda mais rápida da glicemia do que nos grupos 

controle. A maior tolerância dos desnutridos pode ser evidenciada pela área abaixo das 

curvas (fig. 3b) que foi significativamente menor nos grupos D e DT30. A suplementação 

com taurina por 30 dias não influenciou a resposta dos animais frente à carga de glicose 

administrada. 
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Fig. 3 (a) Glicemia média ± EPM de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30), desnutridos (D) e
desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30) após a administração intraperitoneal de 2g de glicose/Kg de peso, n = 5-9. (b)
Média ± EPM da área abaixo da curva (AAC) da glicemia dos grupos experimentais. * indica diferença estatística em relação a C. P <
0.05. (ANOVA Two-Way e  pós teste de Newman-Keuls).  
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As curvas glicêmicas dos animais suplementados por 90 dias são mostradas na 

fig. 4a. Nesse caso a curva do grupo DT90 se aproxima dos controles enquanto o grupo D 

permanece abaixo. Esse perfil é evidenciado pela área abaixo da curva (fig. 4b) do grupo 

DT90 que se mostra em um nível intermediário entre o grupo D e os controles. 
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Fig. 4 (a) Glicemia média ± EPM de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e
desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90) após a administração intraperitoneal de 2g de glicose/Kg de peso, n = 7-9. (b)
Média ± EPM da área abaixo da curva (AAC) da glicemia dos grupos experimentais. * indica diferença estatística em relação a C. P <
0.05. (ANOVA Two-Way e pós teste de Newman-Keuls).  
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4.2 Secreção de insulina 
 
4.2.1 Secreção estática de insulina estimulada por glicose  
 
 Após a caracterização do modelo experimental, conduzimos uma série de 

experimentos com o objetivo de verificar a secreção de insulina estimulada por diferentes 

concentrações de glicose. A fig. 5 mostra a secreção de insulina de ilhotas pancreáticas de 

ratos controle, controle suplementados com taurina por 30 dias, desnutridos e desnutridos 

suplementados com taurina por 30 dias quando estimuladas com 2.8, 8.3, 16.7 e 22.2 mM 

de glicose. Em 2.8 mM não houve diferença entre os grupos experimentais enquanto que, 

a partir de 8.3 mM, os animais desnutridos e desnutridos suplementados apresentaram 

secreção de insulina reduzida em relação aos animais controle e controle suplementados 

com taurina. Nesses grupos, houve somente o efeito da dieta, uma vez que a 

suplementação com taurina por 30 dias não foi suficiente para modificar a secreção de 

insulina em nenhuma das concentrações de glicose avaliadas.  

  

 

 

Fig. 5 Secreção estática de insulina de ratos (a) controle (C), controle suplementados com taurina por
30 dias (CT30), (b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30). As
ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6mM de glicose durante 1 h. Após a
retirada do líquido de pré-incubação, as ilhotas foram expostas à solução de Krebs contendo 2.8, 8.3,
16.7 e 22.2 mM de glicose por 1 h, n = 10. (c) valores representam a média ± EPM. * indica diferença
estatística em relação a C para cada concentração de glicose. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pós teste
de Newman-Keuls).  
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A secreção de insulina de ilhotas pancreáticas de ratos controle, controle 

suplementados com taurina por 90 dias, desnutridos e desnutridos suplementados com 

taurina por 90 dias, quando estimuladas por 2.8, 8.3, 11.1, 16.7 e 22.2 mM de glicose, 

está ilustrada na figura 6. Novamente as ilhotas dos animais não apresentaram diferença 

de secreção quando expostas à baixa glicose (2.8 mM). À medida que a concentração de 

glicose foi aumentando, os animais desnutridos apresentaram secreção de insulina 

reduzida em relação aos controles.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Secreção estática de insulina de ratos (a) controle (C), controle suplementados com
taurina por 90 dias (CT90), (b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90
dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6mM de glicose
durante 1 h. Após a retirada do líquido de pré-incubação, as ilhotas foram expostas à solução de
Krebs contendo 2.8, 8.3, 11.1, 16.7 e 22.2 mM de glicose por 1 h, n = 6-10. (c) valores
representam a média ± EPM. * indica diferença estatística em relação a C para cada
concentração de glicose  P < 0.05 (ANOVA Two-Way e  pós teste de Newman-Keuls).  
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Nesse caso, foi observado o efeito da suplementação com taurina. No grupo CT90 

houve um aumento da secreção de insulina, em relação ao C, nas concentrações de 8.3, 

11.1 e 16.7 mM. Os animais desnutridos suplementados com taurina por 3 meses 

apresentaram um aumento significativo na secreção de insulina, em relação ao grupo D, 

nas concentrações 8.3, 11.1 e 16.7 mM, retornando ao nível do C. Na concentração mais 

alta de glicose (22.2 mM), verifica-se somente o efeito do fator dieta, sendo que os 

animais CT90 não tiveram maior secreção que C e o grupo DT90 se encontrou em nível 

intermediário entre C e D.  

Como o efeito da suplementação com taurina sobre a secreção de insulina foi mais 

marcante em animais suplementados por 90 dias (CT90 e DT90), resolvemos seguir com 

as demais investigações da influência da taurina somente nesses animais. 

 

 

4.2.2 Secreção estática de insulina potencializada por carbacol 

 

Em seguida, resolvemos investigar o papel da via colinérgica em potencializar a 

secreção induzida pela glicose e sua modulação pela restrição protéica e a suplementação 

com taurina. Verificamos, então, a secreção de insulina na presença de 11.1mM de 

glicose e 100µM de carbacol (Cch), um agonista colinérgico que se liga a receptores de 

acetilcolina mimetizando seu efeito. A fig. 7 mostra que os animais do grupo D tiveram 

menor secreção de insulina em relação ao C. Tanto os animais CT90 quanto DT90, 

responderam ao carbacol de maneira significativa sendo que a secreção de insulina do 

grupo DT90 foi a mesma apresentada pelos animais C. 
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4.3 Vias de sinalização: expressão protéica em ilhotas de ratos 

 

 Com o objetivo de identificar os eventos responsáveis pelas alterações na secreção 

de insulina produzidas pela dieta hipoprotéica e os passos envolvidos na modulação 

exercida pela suplementação com taurina, conduzimos experimentos para verificar a 

expressão de proteínas importantes para a funcionalidade da célula beta.  

 Frente aos resultados obtidos de secreção de insulina potencializada por carbacol, 

resolvemos também verificar se havia diferença na expressão de alguma proteína 

envolvida na regulação colinérgica da secreção de insulina. Dessa forma, investigamos a 

expressão do receptor muscarínico M3, alvo da acetilcolina e primeiro elemento da via de 

estimulação colinérgica. Como ilustrado na fig. 8, os animais do grupo D tiveram 

expressão reduzida desse receptor em relação ao C. O grupo CT90 teve um aumento 

significativo em sua expressão, assim como DT90 que retornou aos níveis de expressão 

do C. Verificamos então que tanto a dieta hipoprotéica quanto a suplementação com 

taurina podem modular a expressão do receptor M3. A correlação entre a expressão do 

M3 com o perfil obtido nos estudos de secreção de insulina sugere a importância dessa 

etapa inicial sobre a modulação colinérgica da secreção de insulina.  

Fig.7 Secreção estática de insulina de ratos controle (C), controle suplementados com taurina
por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90 dias
(DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6mM de glicose
durante 1 h. Após a retirada do líquido de pré-incubação, as ilhotas foram expostas à solução de
Krebs contendo 11.1 mM de glicose e 100µM de carbacol por 1 h, n = 12. Os valores
representam a média ± EPM. * indica diferença estatística em relação a C. P < 0.05 (ANOVA
Two-Way e  pós teste de Newman-Keuls).  
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Ainda considerando a via colinérgica, investigamos a expressão da PLCβ2 (fig. 

9), enzima que hidrolisa lipídios de membrana, levando ao acúmulo citossólico de IP3 e 

DAG. Nesse ponto não encontramos diferença de expressão entre os grupos 

experimentais, ressaltando a importância da regulação da expressão do receptor M3 sobre 

a sensibilidade das ilhotas a agonistas colinérgicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Expressão protéica do receptor muscarínico M3 em ilhotas de ratos controle (C), controle
suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com
taurina por 90 dias (DT90). Os dados de M3 foram normalizados pela α−tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média ± EPM da análise densitométrica das bandas
(n = 5). * indica diferença estatística em relação a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pós teste de
Newman-Keuls).
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 Além do influxo de cálcio extracelular para a célula β mediado pelos canais de 

cálcio voltagem-dependentes, fase crucial para a exocitose dos grânulos de insulina, o 

retículo endoplasmático também possui um papel na regulação dos níveis citossólicos de 

cálcio (Gilon et al., 1999). Sabe-se que as Ca2+-ATPases do retículo sarcoendoplasmático 

(SERCAs) possuem um papel regulador sobre o movimento intracelular de íons Ca2+ 

(Arredouani et al., 2002). Decidimos, portanto, verificar a expressão da SERCA 3 nos 

grupos experimentais para ver se sua expressão era modulada pelos fatores dieta e 

suplementação com taurina e se havia alguma correlação com os resultados de secreção 

de insulina obtidos. A fig. 10 mostra que houve somente um efeito da suplementação com 

taurina sobre a abundância de SERCA 3. Os animais C e D não mostraram diferença 

entre si quanto à expressão dessa proteína, enquanto que CT90 e DT90 tiveram um 

aumento significativo.  
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Fig. 9 Expressão protéica da PLCβ2 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por
90 dias (DT90). Os dados de PLCβ2 foram normalizados pela α−tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média ± EPM da análise densitométrica das
bandas (n = 4). P > 0.05 (ANOVA Two-Way). 
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Finalmente, investigamos a influência da restrição protéica e suplementação com 

taurina sobre a Sintaxina 1, proteína envolvida na extrusão dos grânulos de insulina, fase 

final do processo secretório. A fig. 11 mostra que a expressão de Sintaxina 1 foi reduzida 

nos animais D e normalizada nos animais DT90. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Expressão protéica da Serca 3 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por
90 dias (DT90). Os dados de Serca 3 foram normalizados pela α−tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média ± EPM da análise densitométrica das
bandas (n = 6). * indica diferença estatística em relação a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pós
teste de Newman-Keuls).
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4.4 Registro de movimentos citoplasmáticos de íons Ca2+ em ilhotas de Langerhans 

  

 Tendo em vista a importância dos movimentos de cálcio para a secreção de 

insulina, decidimos registrar as oscilações citoplasmáticas de cálcio em ilhotas dos 

grupos C, CT90, D e DT90 frente à estimulação com 16.7mM de glicose .  

Assim como ilustrado na fig. 12a, tanto a dieta hipoprotéica, quanto a 

suplementação com taurina produziram alterações no padrão oscilatório exibido pelas 

ilhotas. Verificam-se em animais do grupo D oscilações mais rápidas em relação ao C e 

no grupo DT90 houve uma redução da velocidade dessas oscilações, se aproximando ao 

padrão apresentado pelos animais C. A alteração do padrão oscilatório ficou mais 

evidente entre os grupos C e CT90. Nesse caso, ficou claro que a suplementação com 

taurina promoveu ondas lentas com oscilações rápidas em seu topo, condizente com o 

padrão de ondas mistas. Uma análise subjetiva também nos permite observar uma 

redução no tempo entre as oscilações nos grupos que receberam suplementação com 

Fig. 11 Expressão protéica da Sintaxina 1 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados 
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90 
dias (DT90). Os dados de Sintaxina 1 foram normalizados pela α−tubulina e expressos em 
porcentagem do controle. Valores representam média ± EPM da análise densitométrica das bandas 
(n = 5). * indica diferença estatística em relação a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pós teste de 
Newman-Keuls).
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taurina. A fig. 12b mostra a análise da amplitude das oscilações obtidas em cada grupo 

experimental. Nesse caso, verificamos somente o efeito da dieta com os animais D e 

DT90 mostrando oscilações com menor amplitude que os animais C e CT90.  

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 (a) Mudanças na razão de fluorescência para cálcio intracelular em ilhotas de ratos controle
(C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em meio
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS) por 4 h. Em seguida foram
incubadas por 2h em presença de solução de Krebs com 2µM de fura-2 AM. Após esse período, as
ilhotas foram colocadas na câmara de perfusão e expostas a 3 mM de glicose (G3) e 16.7 mM
(G16.7) quando indicado pelas barras superiores. (b) Análise da amplitude das oscilações. Valores
representam média ± EPM da ∆F (n = 4-8). * indica diferença estatística em relação a C. P < 0.05
(ANOVA Two-Way e pós teste de Newman-Keuls). 
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 Além do cálcio extracelular, os depósitos de cálcio do retículo endoplasmático 

também possuem um papel importante na secreção de insulina estimulada por glicose e 

outros secretagogos que podem sinalizar para a liberação desses estoques (Zawalich et 

al., 1995). Resolvemos, então, investigar a capacidade de liberação de cálcio do retículo 

endoplasmático nas ilhotas dos grupos experimentais. Para tanto, as ilhotas receberam 

estímulo de 11.1mM de glicose e 100µM de carbacol em solução de Krebs sem cálcio 

contendo EGTA (10mM) e diazoxida (250µM). A fig. 13a mostra curvas representativas 

do pico de cálcio emitido com a estimulação com carbacol. Nas figs. 13 b e c podemos 

observar a análise da amplitude dos picos e da área sob a curva, respectivamente. Nesse 

experimento houve somente o efeito da dieta hipoprotéica com os animais D e DT90 

apresentando menor amplitude e área sob a curva em relação aos grupos C e CT90.  

 
Fig. 13 (a) Mudanças na razão de fluorescência para cálcio intracelular em ilhotas de ratos controle
(C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em meio
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS) por 4 h. Em seguida foram
incubadas por 2h em presença de solução de Krebs com 2µM de fura-2 AM. Após esse período, as
ilhotas foram colocadas na câmara de perfusão e expostas a solução de Krebs contendo 11.1  mM de
glicose, 10 mM de EGTA, 250 µM de diazoxida e livre de cálcio. Quando indicado, as ilhotas foram
expostas à mesma solução acrescida de 100 µM de carbacol. (b) Análise da amplitude dos picos e
(c) área abaixo da curva (AAC). Valores representam média ± EPM  (n = 6-7). * indica diferença
estatística em relação a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pós teste de Newman-Keuls). 
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5. Discussão 
 

5.1 Caracterização do modelo experimental 

 
Iniciamos nosso estudo avaliando a influência da restrição protéica sobre 

parâmetros biométricos e bioquímicos, e se a suplementação com taurina modificaria 

algum desses parâmetros. Também avaliamos o efeito desses dois fatores sobre a 

tolerância a glicose. 

Verificamos que somente a restrição protéica influenciou a evolução do peso 

corpóreo dos animais (fig. 1), produzindo uma redução significativa que se intensificou 

ao longo do período experimental juntamente com redução no peso de todos os órgãos e 

compartimentos corpóreos avaliados (tab. 4). A redução do crescimento corpóreo é uma 

das características visuais mais marcantes em animais desnutridos e já foi bem 

documentada em trabalhos que utilizaram restrição protéica pós-desmame (Okitolonda et 

al., 1987; Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Filiputti et al., 2008). Outros 

modelos de desnutrição (intrauterina e durante a lactação) podem produzir efeitos ainda 

mais marcantes sobre o peso corpóreo de animais submetidos à restrição protéica 

(Latorraca et al., 1998; Fagundes et al., 2007).  

As análises bioquímicas plasmáticas (tab. 5) revelaram menor quantidade de 

albumina e proteínas totais circulantes nos animais que receberam dieta hipoprotéica. 

Clinicamente a albumina circulante constitui um item fundamental na avaliação do estado 

nutricional (Pencharz, 2008) e a redução de seus valores já foi verificada em modelos de 

desnutrição (Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 2004; de Arruda Oliveira et al., 

2008; Filiputti et al., 2008). Em jejum, verificamos que todos os animais apresentam a 

mesma glicemia e insulinemia. A literatura traz dados de insulinemia que variam desde 

redução significativa em animais desnutridos até valores semelhantes de insulina 

plasmática entre os desnutridos e seus controles (Okitolonda et al., 1987; Ferreira et al., 

2003; Ferreira et al., 2004; de Arruda Oliveira et al., 2008). Essas variações podem ser 

influenciadas por diferenças entre os protocolos experimentais adotados. 
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No estado alimentado, verificamos que os animais D apresentam redução na 

insulina plasmática e a suplementação com taurina corrigiu essa redução nos animais 

DT90. Esse resultado mostra que quando há uma demanda maior, embora fisiológica, os 

animais desnutridos não conseguem secretar a mesma quantidade de insulina que o grupo 

C. A hipoinsulinemia durante o estado alimentado encontrada nos animais D já foi 

documentada por Reis et al., (2008) e essa situação também foi reproduzida em 

experimentos conduzidos com ilhotas isoladas expostas a crescentes concentrações de 

glicose. 

Sabe-se que a insulina age no tecido adiposo, por meio da ligação em seu 

receptor, promovendo maior translocação de GLUT 4 e, consequentemente, maior 

captação de glicose. A sinalização da insulina também inibe as vias relacionadas com 

lipólise e estimula a lipogênese pela modulação de enzimas chaves para esse processo 

como: ácido graxo sintase e glicerolfosfato desidrogenase (Spiegelman & Flier, 1996). 

Considerando esses efeitos anti-lipolíticos da insulina, a hipoinsulinemia encontrada no 

grupo D pode, em parte, explicar a maior concentração de ácidos graxos livres 

encontrados no plasma desses animais. Alterações na resposta periférica a insulina 

também podem contribuir pra esse achado. Holness et al., (1998) mostram que ratos 

fêmea grávidas desnutridas apresentam menor supressão das concentrações plasmáticas 

de ácidos graxos livres após infusão de insulina. Em outra série de experimentos 

conduzidos em adipócitos isolados dos mesmos animais confirma-se o menor efeito anti-

lipolítico da insulina, além de maior lipólise estimulada por noradrenalina. Outro estudo 

realizado com adipócitos da prole de ratos fêmeas submetidas a restrição protéica 

também mostra menor efeito da insulina sobre a supressão da lipólise. Após estimulação 

com insulina verificou-se também menor atividade tanto da fosfatidil inositol 3-quinase 

(PI3K), quanto da PKB/AKT, duas enzimas-chaves que compõem a via de sinalização da 

insulina (Ozanne et al., 2000). Maior atividade do sistema nervoso simpático bem como 

maior nível circulante de catecolaminas também já foram descritos em animais 

submetidos a restrição protéica (Leon-Quinto et al., 1997; Leon-Quinto et al., 1998).  

Verificamos, portanto, que a desnutrição produz importante alteração em 

parâmetros de estado nutricional e a suplementação com taurina, independente do período 
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de duração, não influencia o curso dessas modificações, com exceção da preservação da 

concentração plasmática de insulina no estado alimentado.  

Após realização de um ipGTT (figs. 3 e 4), verificamos maior tolerância a glicose 

nos animais D, efeito já documentado em outros estudos com animais submetidos a 

restrição protéica (Escriva et al., 1991). Para que os desnutridos, que possuem secreção 

de insulina reduzida, apresentem a mesma glicemia de jejum que os animais controle, 

sugere-se uma maior sensibilidade a insulina nesses animais, assim como proposto em 

outros estudos que demonstraram maior fosforilação em tirosina do receptor de insulina 

(IR), do substrato do receptor de insulina – 1 (IRS-1) (Filiputti et al., 2006) e maior 

associação desta última com a subunidade de 85kDa (p85) da PI3K em músculo e fígado 

de ratos submetidos ao mesmo protocolo de desnutrição (Reis et al., 1997). No grupo de 

desnutridos suplementados com taurina por 90 dias, observamos uma tendência desses 

animais a se comportarem da mesma maneira que os controles, mostrando que a taurina 

possivelmente não atue somente nos mecanismos de secreção de insulina mas tenha um 

papel regulador sobre a homeostase glicêmica nesse modelo animal.    

A restrição protéica produz, portanto, alterações expressivas no estado nutricional 

dos animais, refletidas pela redução do crescimento corpóreo e de órgãos, pela redução de 

proteínas totais e albumina plasmáticas e pelo aumento dos ácidos graxos circulantes, 

sem efeito da suplementação com taurina. Os animais desnutridos apresentaram ainda 

hipoinsulinemia no estado alimentado e aumento compensatório da tolerância a glicose, 

efeitos corrigidos pela suplementação com taurina. 

 
 
 5.2 Secreção de insulina 
 

Nos experimentos de secreção de insulina utilizando ilhotas isoladas verificamos 

menor resposta das ilhotas dos animais D em todas as concentrações estimulatórias de 

glicose testadas (figs. 5 e 6). Estudos realizados por nosso grupo e por outros laboratórios 

vem mostrando o impacto da restrição protéica sobre a funcionalidade das ilhotas de 

Langerhans. Hoje sabemos que etapas fundamentais para a secreção de insulina, 

envolvendo o metabolismo e a função da célula β, se encontram modificadas em animais 

que sofreram restrição protéica em algum momento da vida. Entre os mecanismos 
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propostos para a menor responsividade dessas células estão: menor expressão de 

glicoquinase (Desai et al., 1995), PDX-1 (Arantes et al., 2002; Martin et al., 2004), 

glicerolfosfato desidrogenase (Rasschaert et al., 1995), PKAα (Milanski et al., 2005), 

PKCα (Ferreira et al., 2003) e S6K-1 (Filiputti et al., 2008), menor mobilização de íons 

cálcio (Latorraca et al., 1999) e alterações no processo de extrusão dos grânulos de 

insulina (Cherif et al., 2001).  

A suplementação com taurina foi capaz de aumentar a secreção de insulina tanto 

nos animais controle quanto nos desnutridos (fig. 6). Esse efeito foi verificado somente 

nos animais que receberam suplementação juntamente com o início da dieta (CT90 e 

DT90). Com base nesses resultados e nos achados de Cherif et al (1998), em que é 

verificada a recuperação da secreção de insulina em ilhotas de fetos de ratos fêmeas 

prenhes suplementadas com taurina a 2,5% durante o período de gestação, sugerimos que 

a taurina exerça uma ação protetora sobre os possíveis danos no mecanismo de secreção 

de insulina estabelecidos no quadro de desnutrição protéica em ratos. Tanto a fase de 

crescimento intrauterina quanto os estágios iniciais de vida são fundamentais para o 

desenvolvimento e maturação do pâncreas endócrino (Remacle et al., 2007). Estudos 

conduzidos em fetos que passaram por restrição protéica durante a fase de gestação, 

verificaram menor tamanho e vascularização das ilhotas (Snoeck et al., 1990), menor 

taxa de replicação devido a alterações em proteínas envolvidas no ciclo celular (Petrik et 

al., 1999) e maior taxa de apoptose (Boujendar et al., 2002). E quando as ilhotas desses 

animais foram removidas do meio metabolicamente desfavorável e cultivadas por 7 dias 

em meio com disponibilidade adequada de nutrientes, essas características ainda estavam 

presentes (Dahri et al., 1995). Todas essas evidências sugerem que distúrbios no meio 

intrauterino, como no caso da restrição protéica, podem comprometer permanentemente o 

desenvolvimento e função das ilhotas pancreáticas.  

Nesse trabalho podemos observar que com o início da suplementação com taurina 

no animal ainda na fase de desmame, obteve-se maior preservação da funcionalidade das 

ilhotas de Langerhans de ratos desnutridos. Reusens et al (2008), utilizando técnicas de 

microarray, verificaram que ilhotas de fetos de ratos fêmeas submetidas à restrição 

protéica durante a gestação apresentaram alteração na expressão de 10% dos 10.346 

genes estudados. Entre os genes modulados, se encontram marcadores de processos 
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fundamentais para as células beta como: proliferação celular, produção de energia, defesa 

antioxidante e metabolismo mitocondrial. A redução da expressão de genes envolvidos na 

proliferação celular e defesa antioxidante podem explicar observações anteriores de 

maior suscetibilidade a citocinas e menor taxa de proliferação celular (Petrik et al., 1999; 

Merezak et al., 2004). No mesmo estudo foi verificado, ainda, que a suplementação com 

taurina normalizou todos os genes estudados em relação aos animais que receberam dieta 

normoprotéica. Dessa forma, podemos concluir que além da série de funções fisiológicas 

já atribuídas a taurina (Huxtable, 1992), a regulação da expressão gênica parece ser um 

importante mecanismo pelo qual esse aminoácido consegue modular a função das células 

beta. 

Além da secreção de insulina estimulada por glicose, observamos menor resposta 

das ilhotas de animais desnutridos quando estimuladas com carbacol e a suplementação 

com taurina aumentou a resposta à estimulação colinérgica tanto das ilhotas controle 

quando das provenientes de animais desnutridos (fig. 7). Estudos conduzidos em ratos 

submetidos a restrição protéica mostram uma alteração do funcionamento do sistema 

nervoso autonômico. Foi registrada menor atividade de fibras nervosas parassimpáticas e 

maior atividade de fibras simpáticas, juntamente com maiores níveis circulantes de 

catecolaminas em animais desnutridos (Leon-Quinto et al., 1997; Leon-Quinto et al., 

1998). Testes clínicos conduzidos em crianças desnutridas também revelaram distúrbios 

do sistema nervoso autonômico (Bedi et al., 1999). Além da menor responsividade a 

glicose, nosso estudo mostra menor resposta dos animais desnutridos a estimulação 

colinérgica, sugerindo o comprometimento de elementos dessa via nesses animais. 

Verificamos, ainda, que a suplementação com taurina foi capaz de normalizar a secreção 

nos animais que receberam dieta hipoprotéica (DT90). A menor resposta secretória de 

ilhotas isoladas de ratos desnutridos frente ao carbacol, encontrada nesse trabalho, 

também foi descrita em ratos desnutridos pós-desmame (Ferreira et al., 2003) e durante 

a fase de lactação (Gravena et al., 2007).  

Verificamos então menor resposta secretória em ilhotas de animais que sofreram 

restrição protéica e a suplementação com taurina mostrou-se uma estratégia eficaz para 

restabelecer a funcionalidade desse tecido.  
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 5.3 Vias de sinalização 
 

Iniciamos nossos estudos moleculares investigando a expressão protéica de elementos 

que compõem a via colinérgica de potencialização da secreção de insulina. Nossos 

resultados mostram modulação tanto da restrição protéica quanto da suplementação com 

taurina sobre a expressão do receptor muscarínico M3 (fig. 8) e a expressão da PLCβ2 

(fig. 9), passo seguinte da via, não foi modulada por nenhum dos 2 fatores.  

Entre os tipos de receptores muscarínicos, o receptor M3 certamente é o mais 

relevante para o controle da secreção de insulina. Estudos de deleção desse receptor 

mostram redução expressiva da secreção de insulina estimulada por agonistas 

colinérgicos acompanhada da menor produção de fosfatidilinositol, um subproduto da 

sinalização do M3 (Boschero et al., 1995; Duttaroy et al., 2004; Gautam et al., 2006; 

Gautam et al., 2007). 

Além de controlar a secreção de insulina, o receptor M3 tem um papel importante 

na regulação da homeostase glicêmica. Camundongos deficientes desse receptor 

apresentam reduzido peso corpóreo, maior tolerância a glicose, maior sensibilidade a 

insulina e níveis circulantes reduzidos desse hormônio (Yamada et al., 2001; Duttaroy 

et al., 2004). Esses efeitos se assemelham às características apresentadas por animais 

submetidos a restrição protéica (Picarel-Blanchot et al., 1995; Filiputti et al., 2008) 

sendo possível que nesse modelo experimental, a sinalização do M3 também esteja 

prejudicada de maneira sistêmica. Dados de nosso grupo também mostram a redução de 

expressão do receptor M3 em camundongos submetidos a restrição protéica e que a 

suplementação com leucina normalizou a expressão dessa proteína, assim como a 

resposta secretória frente ao carbacol (Amaral, 2008).  

Até o momento já foram documentados três grupos de PLC (β, γ e δ) que ainda se 

dividem em subgrupos. Todas os tipo de PLC catalisam a hidrólise de lipídios de 

membrana. Porém cada grupo possui uma maneira distinta de ativação. Acredita-se que, 

em células beta, a produção de IP3 e DAG induzida por agonistas colinérgicos seja 

mediada pela PLCβ. No entanto, não se sabe qual subtipo (β1, β2 ou β3) se encontra 

ancorada ao receptor muscarínico (Gilon & Henquin, 2001). Em nosso estudo, não 

encontramos diferença na expressão da PLCβ2 em nenhum dos grupos experimentais. 
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Ferreira et al (2003), mostram menor expressão da PKCα e PLCβ1 juntamente com 

reduzida secreção de insulina estimulada por carbacol e PMA, um ativador da PKC, em 

ratos submetidos a restrição protéica pós-desmame. Esses resultados sugerem que a 

PLCβ1 possivelmente tenha maior importância sobre a estimulação colinérgica da 

secreção de insulina.  

 A literatura carece de dados sobre a interação da taurina com elementos da via 

colinérgica em células beta. Sabe-se que em células neuronais, a ativação de receptores 

colinérgicos potencializa o efluxo celular de taurina (Foster et al., 2009). Esses achados 

têm relevância para o controle do volume celular em condições de estresse osmótico, uma 

das funções fisiológicas já atribuídas a taurina (Huxtable, 1992). Takii et al (2006) 

mostram que as células beta quando expostas a meio hipotônico, aumentam seu volume 

celular. Esse aumento ativa correntes de cátions que levam à despolarização da 

membrana e à abertura de canais de cálcio voltagem-dependentes com conseqüente 

secreção de insulina. O papel fisiológico dessa relação do efluxo de taurina com 

receptores muscarínicos e se existe algum efeito sobre a secreção de insulina ainda deve 

ser melhor esclarecida. Outra forma de a taurina modular a sinalização colinérgica é pela 

modificação da composição da membrana plasmática. Hamaguchi et al. (1991), 

trabalhando com coração de ratos, descobriram que a taurina é capaz de inibir a atividade 

de metiltransferases que catalisam a metilação de fosfolipídios de membrana. Esse efeito 

resulta no aumento da razão entre fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilcolina (PC), 

alterando a fluidez da membrana e a atividade de proteínas ancoradas nessa estrutura. A 

taurina pode, portanto, alterar a proporção de produtos finais das fosfolipases associadas 

à estimulação colinérgica bem como de outros intermediários que compõem a via. 

 Além do aumento da expressão do receptor M3, outros dados de nosso grupo 

também mostram o aumento da expressão da PLCβ em ilhotas de camundongos 

suplementados com taurina a 2% na água de beber (Ribeiro, 2009). O aumento da 

expressão de proteínas que compõem a via colinérgica parece ser, portanto, um dos 

mecanismos pelos quais a suplementação com taurina aumenta a secreção de insulina 

potencializada pelo carbacol. 

O IP3 derivado da hidrólise de lipídios de membrana se liga em seus receptores 

(IP3Rs) na membrana do retículo endoplasmático que por sua vez promovem o efluxo do 
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cálcio reticular (Gilon & Henquin, 2001). Após liberação de Ca2+, esse íon é captado de 

volta às cisternas reticulares por transporte ativo mediado pelas Ca2+-ATPases do retículo 

sarcoendoplasmático (SERCAs). Em ilhotas de Langerhans se identificam a SERCA 2b e 

três isoformas de SERCA 3 (a, b e c) (Varadi et al., 1996; Chen et al., 2003). Em nosso 

estudo observamos que a suplementação com taurina aumentou a expressão da SERCA 3 

nas ilhotas dos animais CT90 e DT90 (fig. 10). 

Sabe-se que em modelos animais de diabetes tipo 2, a resposta das oscilações de 

cálcio induzidas por glicose se encontram reduzidas (Marie et al., 2001). A menor 

atividade da SERCA 3 já foi documentada em ratos tornados diabéticos por injeção de 

streptozotocina durante a fase neonatal (Levy et al., 1998), em ratos diabéticos Goto-

Kakizaki (Varadi et al., 1996), em ratos 90% pancreatectomizados (Jonas et al., 1999) e 

em camundongos db/db, a atividade tanto da SERCA 2 quanto SERCA 3 se mostraram 

reduzidas (Roe et al., 1994).  

Além da função de captação de cálcio para o retículo, as SERCAs também já 

foram relacionadas com a regulação dos movimentos de cálcio induzidos por 

despolarização. Ilhotas de camundongos, quando estimuladas com 6-8mM de glicose, 

apresentam um padrão misto de oscilações de cálcio, caracterizadas por oscilações 

rápidas no topo de oscilações lentas. Beauvois et al (2006) verificaram que em ilhotas de 

camundongos knockout para a SERCA3 (SERCA3 -/-) esse padrão é perdido. As 

variações do potencial de membrana também foram registradas nos dois tipos de ilhotas 

(selvagem e SERCA3 -/-) e observou-se sincronia dessas variações com o padrão 

oscilatório apresentado. Evidencia-se, então, o papel da SERCA3 na modulação tanto da 

atividade elétrica quanto no padrão oscilatório de íons Ca2+ em ilhotas de Langerhans.  

O papel direto da SERCA 3 sobre a secreção de insulina ainda deve ser melhor 

estabelecido e, no entanto, é importante ressaltar a relevância do retículo endoplasmático 

sobre a síntese, modificações e dobramentos de proteínas e que todos esses processos são 

afetados pela [Ca2+] dentro dessa organela (Guest et al., 1997; Corbett & Michalak, 

2000; Eizirik et al., 2008).  

Estudos realizados com linhagens de células β pancreáticas de camundongos não 

responsivas a glicose (MIN6-m14) mostram que a incapacidade dessas células de 

secretarem insulina se deve à concentração constitutivamente alta de cálcio no espaço 
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citossólico e quando esses níveis foram corrigidos pelo tratamento com nifedipina, um 

bloqueador de canais de cálcio voltagem-dependetes, a resposta secretória dessas células 

foi restaurada (Minami et al., 2002). Esses resultados ressaltam a importância de se 

manter uma concentração ótima de cálcio intracelular seja por trocas com o meio 

extracelular, seja pelo armazenamento no retículo endoplasmático.  

Finalmente, testamos a hipótese de a taurina exercer seus efeitos sobre a secreção 

de insulina pela modulação de elementos que compõem a etapa final do processo 

secretório, a extrusão dos grânulos contendo insulina.  

A extrusão dos grânulos de insulina bem como a expressão de proteínas que 

compõem a maquinaria exocitótica se encontram reduzidos em ilhotas de humanos com 

diabetes tipo 2 (Ostenson et al., 2006) e em modelos animais de diabetes (Nagamatsu et 

al., 1999). Entre essas proteínas está a sintaxina 1, uma proteína pertencente à família de 

receptores de proteínas solúveis ligantes a proteínas de fusão sensíveis a N-etilmaleimida 

(SNARE). Essa proteína se encontra ancorada à membrana plasmática e se associa à 

SNAP-25, outra proteína da família SNARE, que quando se associam à VAMP, 

localizada no grânulo contendo insulina, permitem o ancoramento desses grânulos e 

posterior exocitose de seu conteúdo (Ozanne et al., 2000). Um estudo realizado com 

células beta isoladas e permeabilizadas mostrou que o tratamento com anticorpos anti-

SNAP-25 e anti-sintaxina 1, reduziram a exocitose dos grânulos contendo insulina 

(Vikman et al., 2006). Em nosso estudo, verificamos menor expressão da sintaxina 1A 

nas ilhotas dos animais D e recuperação no grupo DT90 (fig. 11). Cheriff et al. (2001), já 

sugeriram que um dos possíveis mecanismos pelos quais a restrição protéica reduz a 

secreção de insulina seria o comprometimento de elementos da maquinaria de extrusão.   

Em nosso trabalho mostramos que tanto a sinalização colinérgica quanto a 

extrusão de grânulos contendo insulina possam estar comprometidos nos animais 

desnutridos e a suplementação com taurina foi capaz de normalizar esses eventos. 

Adicionalmente, a taurina pode influenciar a dinâmica de cálcio dentro da célula β ao 

aumentar a expressão de ATPases mediadoras da captação ativa de Ca2+ para o interior 

do retículo endoplasmático. Estudos de genômica e proteômica em ilhotas de animais 

submetidos à restrição protéica apontam para o comprometimento de uma série de 

elementos estruturais e sinalizadores que culminam na redução da funcionalidade das 
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células β desses animais (Sparre et al., 2003; Reusens et al., 2008). Visto o amplo 

espectro de possibilidades abertas por esses estudos, a identificação dos principais 

eventos moleculares modulados pela restrição protéica torna-se uma importante, porém 

desafiadora, tarefa para a melhor compreensão da regulação nutricional da expressão 

gênica e protéica.  

 

5.4 Movimento citoplasmático de íons Ca2+ 

 

 A etapa final de nossa análise sobre o efeito da restrição protéica sobre a 

funcionalidade das ilhotas de Langerhans e a influência da suplementação com taurina 

consistiu no registro dos movimentos citoplasmáticos de íons Ca2+ após estímulo com 

glicose (fig. 12) e carbacol (fig. 13). De uma maneira geral, a glicose (16.7 mM) induziu 

oscilações de cálcio que foram mais freqüentes nas ilhotas dos animais D. A 

suplementação com taurina promoveu redução na frequência dessas oscilações nos 

animais DT90 enquanto que as ilhotas dos animais CT90 apresentaram um padrão de 

oscilações mistas. A amplitude das oscilações foi menor em ambos os grupos de animais 

desnutridos.  

Os movimentos de cálcio na célula beta, oriundos da despolarização da membrana 

plasmática que ocorre em função do fechamento dos canais de K+ dependentes de ATP, 

constituem um ponto de convergência para o acoplamento entre os sinais metabólicos 

gerados pela glicólise com a exocitose dos grânulos de insulina (Ashcroft & Rorsman, 

1989). O influxo de cálcio para a célula beta ocorre principalmente via canais de cálcio 

voltagem-dependentes e obedece a um padrão oscilatório que pode se apresentar de duas 

formas: lento e rápido. Um terceiro padrão misto caraterizado por oscilações rápidas 

superpostas em ondas lentas também pode ser observado (Valdeolmillos et al., 1989). 

Em humanos já foi visto que a secreção de insulina ocorre de forma pulsátil e quando 

esse hormônio é administrado dessa forma em indivíduos diabéticos, seu efeito 

hipoglicemiante é mais eficiente (Paolisso et al., 1988). A secreção pulsátil de insulina é 

acompanhada por oscilações sincrônicas de cálcio intracelular (Gilon & Henquin, 1995). 

O padrão de oscilações lentas de cálcio se correlacionam melhor com a dinâmica de 

secreção de insulina observada em humanos (Lang et al., 1979; Nadal et al., 1994) e a 
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perda desse padrão já foi associada com o desenvolvimento de diabetes mellitus 

(O'Rahilly et al., 1988). Dessa forma podemos associar as oscilações apresentadas pelos 

animais suplementados com taurina com um padrão mais fisiológico em comparação com 

o apresentado pelos animais que receberam somente a dieta hipoprotéica. O efeito da 

taurina de reduzir a freqüência das oscilações de cálcio bem como de aumentar sua 

amplitude já foi descrito em ilhotas de camundongos que receberam suplementação desse 

aminoácido (Carneiro et al., 2008). Esse último efeito, no entanto, não ficou evidente em 

nossos registros.  

Após a avaliação do perfil oscilatório promovido pela glicose, avaliamos a 

capacidade das ilhotas de liberarem cálcio do retículo endoplasmático após estimulação 

com carbacol. Podemos observar o efeito da restrição protéica produzindo um pico de 

liberação com menor área e amplitude sem efeito da suplementação com taurina. Esses 

resultados sugerem que os estoques de cálcio em animais que receberam dieta 

hipoprotéica podem estar reduzidos. Esse achado deve, no entanto, ser analisado com 

cautela, visto que em nosso estudo e em outros relatos da literatura (Ferreira et al., 2003) 

fica evidenciado o comprometimento de elementos da via colinérgica em animais 

desnutridos. Dessa forma, a menor liberação encontrada nos desnutridos poderia ser 

devida à menor expressão do receptor M3, porém se esse fosse o caso, os animais 

tratados com taurina deveriam apresentar maior liberação de cálcio visto que houve 

melhoria na expressão desse receptor nesses animais bem como na secreção de insulina 

potencializada por carbacol.  

Uma possibilidade seria a suplementação com taurina influenciar também eventos 

posteriores a liberação de cálcio, como a expressão de PKC, PKA ou em proteínas 

envolvidas diretamente no processo de extrusão dos grânulos de insulina. Nesse trabalho 

mostramos que animais desnutridos têm menor expressão de sintaxina 1, sugerindo 

comprometimento do mecanismo de extrusão de grânulos e esse efeito foi corrigido pela 

suplementação com taurina. Dados de nosso laboratório mostram, ainda, o aumento da 

expressão da PKA em ilhotas de camundongos suplementados com taurina a 2% na água 

de beber (Ribeiro, 2009).  

Nossos resultados mostram que a suplementação com taurina foi capaz de 

normalizar os movimentos de cálcio observados em animais desnutridos além de produzir 
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uma mudança adicional no padrão oscilatório nas ilhotas dos animais CT90, ressaltando a 

capacidade desse aminoácido de interagir com a dinâmica do fluxo celular de íons Ca2+ 

que talvez seja funcionalmente mais relevante do que o tamanho dos estoques 

intracelulares de Ca2+. 
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6. Conclusões 

 

Com os resultados obtidos, podemos concluir que a restrição protéica pós-

desmame influencia no desenvolvimento da massa corpórea bem como de órgãos e 

tecidos e a hipoinsulinemia encontrada no estado alimentado foi corrigida pela 

suplementação com taurina. A taurina também corrigiu parcialmente a maior tolerância 

compensatória a glicose exibida pelos animais desnutridos. 

A suplementação com taurina por 90 dias normalizou, ainda, a sensibilidade das 

ilhotas dos animais desnutridos a glicose e agentes potencializadores da secreção e seu 

efeito sobre a secreção de insulina também se manifestou em animais que receberam 

dieta normoprotéica.  

O efeito da suplementação com taurina sobre a funcionalidade da célula β pode 

ser explicada pelo aumento da expressão das proteínas SERCA3, receptor muscarínico 

M3 e Sintaxina 1 bem como pela mudança no padrão oscilatório de íons Ca2+ que 

sugerem maior influxo e consequentemente maior resposta secretória.  
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