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Resumo

Neste trabalho estudamos o efeito da desnutricao, obesidade e da suplementagdao com
taurina na sensibilidade a insulina nos tecidos muscular e hepético, e sobre a secrecdo de
insulina. Foram utilizados camundongos C57BL6 machos controle (C), controle + dieta
hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT). Os animais receberam dieta
entre os 21 e 105 dias de vida. Apds esse periodo os animais receberam uma aplicacio
intraperitoneal de salina ou glicose (2g/Kg) e foram sacrificados. Medimos o conteudo
proteico da SOD1, GPx1, CAT, p-IR, p-AKT, p-PTP1B e p-PTEN no figado e musculo.
Verificamos a secrecdo de insulina em ilhotas expostas a alta concentracdo de glicose
(16,7mM) + DPI (inibidor da NADPH oxidase)

Nossos resultados mostraram que a taurina foi eficiente em melhorar a sinalizacio da
insulina no figado, na presenca ou ndo de uma carga de glicose € mostraram, também, uma
possivel associacdo entre o efeito observado no contetido da p-PTEN sobre a atividade da
AKT nos grupos CHT e RHT, porém sem alteracdo no teste de sensibilidade a insulina.
Nossos resultados sugerem que a taurina atua na modulacao redox da PTEN, favorecendo a
sinalizacdo da insulina no tecido hepético tanto no grupo CHT quanto no grupo RHT. Em
adicdo, notamos que a suplementacdo com taurina aumenta o conteido proteico das
enzimas antioxidantes no tecido muscular, no grupo RHT. A suplementacdo com taurina,
apesar de ndo ter apresentado diferenca estatistica, parece atenuar o efeito causado pela
dieta hiperlipidica no grupo CHT sobre a sinalizacdo da insulina no musculo, porém sem
efeito sobre o grupo RHT.

Dessa maneira, concluimos que a taurina no grupo CH melhora a sinalizacdo da
insulina, no figado e miusculo, e a tolerancia a glicose, sem alteracdo da secrecdo de
insulina. No grupo RH, a taurina melhora a sinalizacdo da insulina no figado, mas nao
altera a sinalizacdo da insulina no musculo e melhora parcialmente, sem diferenca
estatistica, a tolerancia a glicose, sem alteracio da secre¢do de insulina. Assim, a
suplementagao com taurina poderia ser utilizada como terapia complementar no tratamento
da resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, no entanto, essa terapia seria mais eficiente em
individuos que receberam dieta normoproteica e hiperlipidica do que em individuos que

receberam dieta hipoproteica e hiperlipidica.
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Abstract

We studied the effect of malnutrition, obesity and taurine supplementation on
insulin sensitivity in liver and muscle, and on insulin secretion. Male mice C57BL6 control
(C), control + fat diet (CH) and control + fat diet + taurine (CHT), restricted (R), +
restricted diet (HR) and restricted + fat diet + taurine (RHT) were treated between 21 and
105 days old. After this period the animals received intraperitoneal saline or glucose
(2g/Kg) and were sacrificed. We measured the protein content of SOD1, GPx1, CAT, p-IR,
p-AKT, p-PTEN and p-PTPI1B in liver and muscle. We also measured insulin secretion in
islets exposed to high glucose concentration (16,7mM) + DPI (inhibitor of NADPH
oxidase).

Our results showed that taurine was effective in improving insulin signaling in the
liver, when stimulated or not with a glucose load, and also showed a possible association
between the content of p-PTEN on the activity of AKT in CHT and RHT groups, but no
change in insulin sensitivity test. Our results suggest that taurine has a role on the redox
PTEN modulation, favoring the signaling of insulin in the hepatic tissue in both CHT and
RHT groups. In addition, we noted that taurine supplementation increases antioxidant
enzyme protein content in muscle in the RHT group. The taurine supplementation, although
not statistically different, seems to attenuate the effect caused by high fat diet in the CHT
groups on the insulin signaling in muscle, but no effects on RHT group were reported.

Thus, we concluded that taurine in CH group improves insulin signaling in liver and
muscle, as well as glucose tolerance, without alteration in insulin secretion. In RH group,
taurine improves insulin signaling in the liver, but does not alter insulin signaling in muscle
and improves partly glucose tolerance, without alteration in insulin secretion. Thus,
supplementation with taurine could be used as adjunctive therapy in the treatment of insulin
resistance and type 2 diabetes, however, this therapy would be more efficient in subjects
who received normal and hyperlipidic diets than in subjects who received high-fat and low-

protein diets.
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Lista de abreviaturas

ADP — Adenosina difosfato

AKT - Protein kinase B

AMPc - Adenosina monofosfato ciclico
ANOVA — Andlise de variancia

Arg — Arginina

ATP — Trifosfato de adenosina

Ca®* - fon célcio

[Ca2+]i — Concentragdo intracelular de célcio
CAT - Catalase

CO,— Dio6xido de carbono

Cys — Cisteina

DAG - Diacilglicerol

DPI — Difenileneiod6nio (inibidor da NADPH oxidase)
FADH, — Flavina adenina dinucleotideo
GDP - Guanosina difosfato

GLUT?2 — Transportador de glicose 2
GLUT4 — Transportador de glicose 4

GPx — Glutationa peroxidase

GR — Glutationa redutase

GSH — Glutationa

GSIS — Secrecdo de insulina estimulada por glicose
GSSG — Glutationa dissulfeto

H,0 — Agua

H,0; - Peréxido de hidrogénio

HFD- Dieta hiperlipidica

HO™ - Anion hidroxila

HO'’ - Radical hidroxila

IP5 - Inositol 1, 4, 5 trifosfato

IR — Receptor de insulina
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Katp — Canal de potassio dependente de ATP

LPL - Lipoproteina lipase

MAPK - “Mitogen-Activated Protein Kinases”
mTOR — “Mammalian target of rapamycin”
NADH - Dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NADPH - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
NO’ - Oxido nitrico

NOX - NADPH oxidase

NRF2a - Fator respiratorio nuclear 2o

O, - Anion superdxido

O, — Oxigénio molecular

O," - Radical anion super6xido

PDK - Quinase dependente de fosfoinositol
PDX-1 - Fator de transcricao pancredtico e duodenal
PIP2 - Fosfatidilinositol (4-5) bifosfato

PKA — Proteina quinase A

PKC - Proteina quinase C

PLC- Fosfolipase C

PP2A — Proteina fosfatase 2

PTEN — Fosfatase e homdlogo a tensina

PTP - Proteina tirosina fosfatase

PTPI1B - Proteina tirosina fosfatase 1B

ROS- Espécies reativas de oxigénio

RQ- Coeficiente respiratdrio

-SH - Grupos sulfidrilas

SOD — Superéxido dismutase

SODI - Superdxido dismutase 1

SOD2 - Superdxido dismutase 2

TauCl - Taurina cloramina

ERNs - Espécies reativas de nitrogénio
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1.1. Desnutricao, estresse oxidativo, secrecio de insulina e resisténcia a insulina

Em fun¢do de um grande nimero de pessoas na Europa terem sido afetadas pela
fome no pés-guerra, a desnutri¢do tornou-se alvo de estudos epidemioldgicos. Apds estudos
realizados por Willians et al. (1933) a desnutri¢ao passou a ser caracterizada e denominada
como marasmo (desnutricdo caldrico-proteica causada principalmente por privacdo de
carboidratos) e Kwashiokor (desnutricdo proteica causada por alimentacdo deficiente em
proteinas). As duas defini¢des podem ainda se somar no Kwashiorkor marasmaético, o qual
€ encontrado com maior frequéncia nos casos clinicos, causado por alimentacdo deficiente
em calorias e pobre em proteinas (Golden, 2002).

Ao longo de décadas, vérios estudos mostram uma correlagdo positiva entre baixo
peso ao nascer e o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 na vida adulta
(Rao, 1988; Hales & Barker, 1992). Em 1992, Hales e Barker postularam a hipdtese do
fenotipo econdmico que ativa uma reprogramagdo “in utero”, mediante restricao
nutricional durante a gestacdo, levando ao retardo no desenvolvimento de 6rgaos como rins,
musculo, pancreas enddcrino, entre outros, em favorecimento de Orgdos vitais como o
cérebro. Essas adaptacOes poderiam repercutir, na vida adulta, no desenvolvimento de
enfermidades renais, hipertensdo arterial, redu¢do na massa de células-beta e resisténcia a
insulina.

Estudos realizados em nosso laboratério mostram que animais submetidos a
restricdo proteica (R) possuem menor resposta das ilhotas de Langerhans a maioria dos
agentes insulinotrépicos (Carneiro ef al., 1995; Filiputti et al., 2008). Theys et al. (2009a,
b) mostraram alteracdes no estado redox, aumento na expressio da UCP2 e menor
capacidade de fosforilacdo oxidativa em ilhotas de ratos submetidos a restri¢do proteica.

Em adicdo, a desnutricdo induz efeitos diversos ao longo da vida em relacdo a
sensibilidade a insulina. Em curto prazo, Reis et al. (1997) observaram, que ratos
desnutridos apresentam aumento da sensibilidade a insulina e aumento da tolerancia a
glicose nos tecidos periféricos. Por outro lado, em longo prazo, a desnutricdo, na fase
inicial da vida, tem efeitos opostos, principalmente quando grande quantidade de nutrientes
sdo disponibilizados na fase adulta (Ozanne er al., 2000 ; Bol er al., 2009). Ratos adultos

submetidos a restri¢do proteica precoce, ou descendente de maes desnutridas desenvolvem
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hiperinsulinemia e resisténcia periférica (Huang ez a/., 2004; Fernandez-Twinn er al., 2005;
Martin-Gronert ef al., 2008; Kappeler er al., 2009). Uma das possiveis explicacdes para as
alteracdes observadas na homeostasia da glicose € a de que animais desnutridos teriam
maior produgdo de ROS e/ou menor capacidade antioxidante. Neste sentido, dados de nosso
laboratério demonstraram que ilhotas pancredticas de ratos desnutridos apresentam maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo, e o desbalango redox alterou a funcionalidade das
células-beta, reduzindo a secre¢do de insulina (Cappelli APG, enviado para publicacdo). O
estresse oxidativo tem sido mostrado no musculo esquelético de modelos de desnutricao
proteica (Zoppi et al., 2010). Apesar de resultados conflitantes, estudos mostram que a
atividade das enzimas antioxidantes varia de acordo com o conteido proteico da dieta, e o
aumento da peroxidacdo lipidica foi diretamente relacionada com a diminuicdo da
capacidade de remocdo dessas ROS (Huang & Fwu |, 1993; Park er al., 2003; Zoppi et al.,
2010). Foi observada também nesses estudos, uma redugcdo da expressdo génica e do
conteddo protéico da glutationa-S-transferase em musculo de ratos desnutridos (Zhu ef al.,
2006). Estes efeitos estdo de acordo com a redugdo da capacidade da GPx em varrer o H,O,
(Oumi et al., 2001). Huang e colaboradores (1993) investigaram os efeitos de diferentes
niveis de proteina na dieta sobre a atividade de enzimas antioxidante. Para isso eles
utilizaram quatro grupos de ratos Long-Evans machos, que foram alimentados com dietas
6, 8, 12 ou 20% de proteina, durante 6 semanas, apds desmame. As atividades das enzimas
antioxidantes no figado foram reduzidas significativamente quando o nivel de proteina na
dieta diminuiu de 20-12% e depois a 8%. Assim, o grau de deficiéncia de proteina afeta a

atividade das enzimas antioxidantes.

1.2. Obesidade, estresse oxidativo e resisténcia a insulina

A obesidade é um problema de saide publica, principalmente em paises
desenvolvidos. No entanto, atualmente, a obesidade passou a ser um problema também em
paises em desenvolvimento, onde a desnutri¢do prevalecia em décadas passadas (Youfa er
al., 2002). Estudos realizados por Hales e Barker (1992) indicam que individuos que
passaram por md nutricdo durante a gestacdo s@o mais susceptiveis a obesidade na fase

adulta. Essa hipdtese poderia explicar o aumento de prevaléncia de obesidade, doencas
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cardiovasculares, resisténcia a insulina e diabetes em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Fagot-Campagna ef al., 2000 ; Fleischman er al., 2009).

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) caracteriza-se pela instalacdo de resisténcia
periférica a insulina que em estdgios iniciais € compensada pelo aumento da secre¢cdo de
insulina por parte das células-beta pancredticas. A progressao da resisténcia a insulina leva
a disfuncdo e morte das células-beta com consequente redu¢cdo na massa desse tipo de
células (Kahn er al., 20006).

Diversos mecanismos ja foram propostos para explicar o desenvolvimento da
resisténcia a insulina e consequente declinio funcional das células-beta. Dentre eles, a
ativacdo cronica de processos inflamatdrios parece ter um papel-chave em correlacionar a
expansao da massa adiposa, principalmente visceral, com o desenvolvimento da resisténcia
a insulina em seus tecidos-alvo (Schenk er al., 2008). O aumento na concentragdo de
citocinas inflamatdrias em resposta a obesidade estd diretamente relacionado com o
aumento na producdo de ROS, instalacdo de estresse oxidativo e desenvolvimento da
resisténcia a insulina. Em adicdo, o aumento da disponibilidade de nutrientes (glicose e
acidos graxos) disponibiliza maiores quantidades de acetil CoA e consequentemente
coenzimas reduzidas NADH e FADH, aumentando o fluxo de elétrons na cadeia
respiratdria favorecendo a produgdo de ROS (Rodriguez-Rodriguez et al., 2009). Por outro
lado, a producdo de ROS estimula a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias nos tecidos
(Kelly et al., 2006), completando um circulo e aumentando o dano oxidativo.

Tanti & Jager (2009) descrevem os mecanismos celulares alterados por citocinas
inflamatérias que resultam no aumento da fosforilagdo do substrato do receptor de insulina
1 (IRS-1) em residuos de serina induzindo resisténcia a insulina. Em adicdo, diversos
trabalhos relacionam o actimulo de gordura corporal como desencadeador da resisténcia a
insulina. O aumento na concentragdo de intermediarios da oxidacdo de 4cidos graxos em
musculo e figado estd relacionado ao aumento na producao de ROS e reducdo na cascata de
sinaliza¢do da insulina (Wei er al., 2008; Gual er al., 2005, Amati ef al., 2011). Neste
sentido, foi demonstrado que o aumento na producdo de ROS e a instalacdo do estresse
oxidativo precedem o desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina no figado e
tecido adiposo de ratos alimentados com dieta hiperlipidica (Matsuzawa-Nagata er al.,

2008). Portanto, evidéncias que mostram alteracoes do estado redox, induzidas pelo
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acimulo de gordura, apontam para um papel iniciador do estresse oxidativo no

desenvolvimento da resisténcia a insulina.

1.3. Vias de producao das ROS e defesa antioxidante

1.3.1. Produgdo de ROS no citosol

Newsholme e colaboradores (2007) revisaram as vias de producdo de espécies
reativas de oxigénio nas células-beta. No citosol essa produ¢@o ocorre principalmente pela
enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase.

O sistema NADPH oxidase (NOX), é um complexo enzimdtico que catalisa a
reducdo do oxigénio ao radical anion superéxido (O, ") (figura 1). A familia das NOX, uma
familia de oxidases dependentes de NADPH, € conhecida por ser amplamente distribuida
em vdrias células e tecidos. Seus membros compartilham alta homologia entre a subunidade
catalitica da NOX de célula fagociticas, o bem definido gp91™™*, também chamado de
NOX2. Atualmente, dois destes homodlogos, NOX1 e NOX2, foram identificados e
caracterizados em células-beta pancredticas. Em adicdo, foram identificados ainda
homélogos da p47°™* e da p67™", respectivamente chamados de NOXO1 e NOXAI, os
quais devem interagir com o NOX1, nas células-beta pancredticas (Newsholme er a/. 2009).

Nas células-beta ndo estimuladas, este sistema enzimatico € inativo € Seus
componentes permanecem dispersos no citosol € na membrana. O componente bS58 € um
flavocitocromo formado por duas subunidades, gp91P"™ e p22°"* nesta condigdo,
permanecem na membrana plasmadtica de células-beta pancredticas. Os outros componentes
do complexo NADPH (p47™", p67°™* p40P"™) em condicdes basais se localizam no
citosol. A estimulacdo das células-beta por nutrientes ou outros fatores promovem a
fosforilagdo dos componentes citosélicos da p47P", p67°"* e p40P™™, resultando em sua
translocacdo para a membrana plasmatica, onde interagem com gp91°"* e p22P™*  ativando
o complexo enzimatico da NADPH oxidase (Graciano et al., 2011).

Além desses componentes, duas proteinas G de baixo peso molecular, pequenas
GTPases, integram o sistema NADPH oxidase, chamadas rac2 e rapl. A proteina rapl
mantém-se associada ao componente p22”* na membrana (Quinn e Gauss, 2004; Abo et

al., 1994; Bokoch e Diebold, 2002; Li et al., 2012). No estado de repouso, a rac2 encontra-
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se associada ao inibidor RhoGDI (inibidor da dissocia¢do do GDP) na forma ligada ao GDP
(guanosina difosfato); apds a estimulacdo celular, a rac2 dissocia-se do RhoGDI, troca GDP
por GTP e integra-se ao complexo NADPH oxidase (Bokoch er al., 1994; Kreck et al.,
1996- Li et al., 2012).

Extracelular

NOX1/4

Membrana
Celular

NOXO1

Citosol

Figura 1. Isoformas da NADPHoxidase em células-beta pancredticas em condigdo estimulada por nutrientes.

(figura adaptada - Newsholme et al. 2009)

Embora, de uma forma geral, o excesso de ROS esteja associado a danos oxidativos,
nas células-beta pancredticas niveis fisioldgicos destas espécies podem atuar na modulacio
do metabolismo, influxo de fons e controle transcricional e secre¢do da insulina
(Newsholme et al. 2009; Morgan et al., 2007; Pi et al., 2007; Morgan et al., 2009).

A importancia da NOX na modulacdo da secrecdo de insulina estimulada por
glicose (GSIS) foi demonstrada utilizando um inibidor farmacolégico especifico da NOX
(DPI — difenileneioddnio). Como resultado, houve diminui¢do na producdo de peréxido de
hidrogénio (H,0,), prejuizo no metabolismo da glicose e, consequentemente na secrecao de
insulina tanto estatica quanto dinamica (Imoto er al., 2008; Newsholme er al. 2009; Morgan
et al., 2009). A inibi¢do da NOX também reduz o influxo de Ca** intracelular induzido por
glicose (Imoto et al., 2008, Newsholme et al. 2009,).

O metabolismo da glicose parece estar relacionado a regulacdo da NOX através da

ativacdo da PLC (Zawalich er al., 2008; Newsholme er al. 2009) resultando em: formagao
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de DAG e IP3, e subsequente liberacao de Ca™* a partir de reservas intracelulares, que
juntamente com DAG, pode levar a ativacdo da PKC, fosforilacdo e ativacdo de p47 "™ e

translocacdo da p47 P

para a membrana plasmadtica, seguido pela completa ativacdo do
complexo NOX. A rédpida geracdo de anion superdxido (O, ) e de H,O, deve mediar um
aumento de Ca>" citosélico (Morgan et al., 2009, Newsholme er al. 2009) também elevando
o metabolismo de glicose via ativacdo especifica de enzimas sensiveis ao Ca®*
(especialmente as localizadas na mitocondria), o que resulta na geracdo de fatores de

acoplamento metabolicos de estimulo/secre¢do derivados da mitocondria (como glutamato,

citrato, NADPH e ROS) e amplificacdo da secrecao de insulina (Newsholme er al. 2009).

1.3.2. Produgdo mitocondrial de ROS

A utilizacdo da energia proveniente de nutrientes pelo processo de fosforilacao
oxidativa, acontece exclusivamente na presenca de oxigénio. Embora o oxigénio seja um
elemento vital para a sobrevivéncia dos organismos aerdbicos, uma pequena fracdo do seu
consumo mitocondrial da origem as espécies reativas de oxigénio (Vannucchi er al., 1998).

Na cadeia respiratoria, ocorre a redugdo tetravalente do oxigénio molecular, através
da aquisi¢@o de 4 elétrons com consequente producdo de 2 moléculas de agua. Cerca de 2-
5% do O, disponivel nas mitocondrias pode dar origem a formagdo de ROS (Halliwell &
Gutteridge, 1999). A figura 2 mostra a transferéncia de elétrons pela cadeia respiratéria

evidenciando a produgdo de ROS nos complexos I e I1I.

nlH* n2ZH* n3H* nH*
\ ADP
complexo IV ATP
complexo | @

Translocador
de nucleotideo
de adenina

nlH* n2H* ) n3H* nH*

Figura2: Visdo esquematica da transferéncia de elétrons e producdo de ROS, nos complexos I e III, da cadeia

respiratéria. (figura adaptada- Bartandier C et al., 2006)
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Na cadeia respiratoria, pode ocorrer escape de elétrons os quais sdo capturados por
moléculas de oxigénio circulantes. Quando o oxigénio € reduzido univalentemente,
transforma-se em O, (4nion super6xido). Quando o O, € reduzido por mais um elétron
ocorre formacao de H>O». A adicdo de mais um elétron ao H>O; catalisado por um metal de
transi¢do, produz anion hidroxila (HO") que € pouco reativo, e radical hidroxila (HO*) que
constitui uma das espécies mais reativas que se conhece, segundo as reacdes de Fenton e

Haber Weiss (demonstradas abaixo).

Reagaode Fenton

0; +Fe# ———3 0; +Fe**
H,0, +Fe&* _5 Fe*+OH ™ + OH"

Reagdo de Haber- Weiss
H,0, + 0, =——3 0,+OH +OH"

Outra fonte de O, e, subsequentemente, H,O, é a familia NOX da NADPH oxidase
(Peter ar al.,2011). O aumento de glicose na célula-beta ativa o fluxo de elétrons na cadeia
respiratdria, possibilitando um maior escape de elétrons e consequentemente, aumento da
formacdo de O, e H>O, na mitocOndria. O aumento da formacdo dessas ROS foi
demonstrado ser essencial na modulacdo da GSIS (Pi er al., 2007, Leloup et al., 2009,

Morgan et al., 2009).

1.3.3. Sistemas de defesa antioxidantes
Apesar do organismo produzir normalmente espécies reativas, estas sdo inativadas por
mecanismos de defesas eficientes, a fim de combater a acdo deletéria das ROS.

Para serem consideradas antioxidantes, as substancias devem apresentar pelo menos
uma das trés propriedades: supressdo da formacdo de radicais livres (por quelagdo de
metais ou por inibicdo de enzimas geradoras de radicais livres), eliminacdo ou desativacao
de radicais livres com formagdo de um produto estavel ou participacdo em processos de
reparo de danos oxidativos (Bourne & Rice-Evans, 1999; Ribeiro er al., 2005; De Souza,
2008). Os sistemas de defesa antioxidantes podem ser divididos em dois tipos: enzimaticos

e nao enzimaticos (Nordberg & Arner, 2001).
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O sistema de defesa antioxidante enzimético é constituido principalmente por 4
enzimas: Superéxido dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx)/Glutationa Redutase
(GR) e a Catalase. Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico é
composto por moléculas de baixo peso molecular com capacidade de proteger
determinados alvos bioldgicos contra a oxidagdo. Tais moléculas podem ter origem
enddgena ou podem ser obtidas através da dieta (Sies, 1993). Dentre estas moléculas estdo
as vitaminas A, E e C, a glutationa (GSH), alguns aminoécidos, em destaque a taurina (alvo
do nosso estudo), que podem atuar como antioxidantes (Aerts & Van Assche, 2002; Zoppi,
2004; Ragheb et al., 2009).

O sistema antioxidante enzimdtico converte radical anion superdxido (O;*) em
peréxido de hidrogénio (H,O,) e este em H,O e O, removendo as espécies reativas de

oxigénio do meio intracelular (Gurgul er al., 2004).

1.3.4. Estresse oxidativo, células-beta pancredtica e diabetes

O estresse oxidativo estd associado ao estado diabético (Yu, 1994). No diabetes tipo
1, a participacdo das ROS na disfuncdo das células-beta inicia-se por reagcdes autoimunes e
por acdo de citocinas inflamatdrias (Rabinovitch, 1998). Animais diabéticos tipo 1,
induzido por aloxana, sdo exemplos de como as ROS estdo envolvidas com o diabetes
experimental. Neste modelo, depois da captacao pelas células-beta, através do transportador
de glicose GLUT2, a aloxana induz a geracdo de ROS por reacdo redox ciclica com
formacdo de acido dialurico. Isto leva a uma necrose seletiva nas células-beta (L.enzen,
2008). A suplementacdo com varredores de radicais livres, como SOD e vitamina E,
removem eficientemente os oxidantes protegendo contra a a¢do diabetogénica da aloxana
(Fischer & Hamburger, 1980; Slonim et al. 1983; Lenzen, 2008).

No DM2, a hiperglicemia induz a geracdo do O, pela mitocondria em células
endoteliais e inicia um ciclo vicioso de reacdes oxidativas decorrentes do diabetes
(Nishikawa er al., 2000). Medindo diretamente a concentracao de superdxido em ilhotas
pancredticas isoladas de ratos Zucker obesos e diabéticos (ZDF), modelo experimental de
diabetes tipo 2, Bindokas et al. (2003) revelaram que a geracdo de ROS estd acoplada ao

metabolismo e perturba¢@o na fun¢do mitocondrial.
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Além disso, o excesso de ROS prejudica a sintese e secre¢do de insulina (Droge,
2002; Evans et al., 2003; Robertson, 2003; Graciano ef al., 2011) e ativa vias apoptoticas
(Evans et al., 2002; Mandrup-Poulsen, 2001; Mehmeti et al., 2011), levando ao
desenvolvimento do diabetes.

Tendo em vista dados da literatura acerca da a¢do das ROS nas células-beta, estas
parecem estar sempre em um ténue limiar entre a sinalizagdo da secrecdo da insulina e o
dano intracelular que induz o desenvolvimento do diabetes (L.eloup er al., 2009). Nesse
sentido, o papel dos antioxidantes intracelulares é de fundamental importincia para o
controle da acdo de tais espécies.

Em condi¢des fisioldgicas, a geracdo de ROS € proporcional a capacidade
antioxidante da célula. O desbalanco redox gerado pelo acimulo dessas espécies reativas

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

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

1.4. Taurina

A taurina € um aminodcido que estd presente em altas concentragdes tanto no
interior das células como no plasma de mamiferos. Este aminodcido é obtido pela ingestdao
de carne, peixe e leite, mas também pode ser biossintetizado a partir de metionina e
cisteina. Tem importincia em processos biologicos tais como desenvolvimento do sistema
nervoso e retina, modulacdo do metabolismo do Ca2+, estabilizacdo de membranas,
reproducdo, imunidade, pode funcionar como um osmdlito para regular o volume celular e
pode também agir como antioxidante (Aerts & Van Assche, 2002; Ragheb er al., 2009).
Cheong e colaboradores (2013) sugerem que a taurina pode proteger contra danos no DNA
e contra o estresse oxidativo agindo como um eficiente “varredor” de varios radicais livres
como: hidroxila, superéxido e os radicais alquila em sistemas in vitro.

Além das varias fungdes ja atribuidas a taurina, estudos de nosso laboratdrio t€ém
mostrado que esse aminodcido possui um papel regulador sobre a secrecdo de insulina e
homeostase glicémica. O tratamento in vivo e ex vivo de ilhotas de Langerhans com a
taurina aumenta a sensibilidade das células-beta a glicose, € promove uma maior expressao

do fator de transcri¢do pancredtico e duodenal (PDX-1) em ilhotas de Langerhans
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(Carneiro et al., 2008). O tratamento in vivo com taurina também aumenta a tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina além de aumentar a captacdo de cdlcio e expressdo da
subunidade B2 do canal de célcio voltagem-dependente em ilhotas de Langerhans (Ribeiro
et al., 2009). Evidéncias recentes da literatura mostram, ainda, que o tratamento preventivo
com taurina reestabelece a secre¢ao de insulina em homens obesos e submetidos a infusao
continua com dcidos graxos por 48h (Xiao er al., 2008), e também reduz a concentracio
circulante do peptideo C em animais que receberam infusdo continua de oleato (Oprescu ef
al., 2007).

Embora evidéncias mostrem que a taurina protege uma grande variedade de células
contra o estresse oxidativo (Aruoma er al., 1988; Hanna er al., 2004), investigagdes sio
necessdrias para esclarecer o efeito da taurina na modulag¢do redox em tecidos envolvidos

na homeostase glicémica de animais submetidos a restri¢do proteica e obesidade.

1.5. Secrecao de insulina

Em resposta a concentragdes de glicose elevada no sangue, as células-beta
pancredticas secretam insulina para manter a homeostase glicémica, sendo a disfuncdo
nessa resposta secretéria considerada um dos indutores do DM2 (Weyer er al., 1999;
Eizirik er al., 2008). No interior das células-beta, a insulina é armazenada em granulos.
Quando os niveis de glicose extracelular se elevam, a glicose entra na célula-beta através da
proteina transportadora de glicose (GLUT2). A glicose € rapidamente metabolizada
aumentando a razao ATP/ADP (Malaisse & Sener, 1987; Fujimoto ef al., 2011) causando o
fechamento dos canais de potdssio sensiveis ao ATP (Karp) €, consequentemente,
despolarizacdo da membrana plasmatica (Cook & Hales, 1984; Newsholme er al., 2007). A
despolarizacdo induz abertura de canais de célcio (Ca®") sensiveis 2 voltagem, aumentando
a concentracdo de cdlcio intracelular ([Ca2+]i) (Satin & Cook, 1985 ; Rorsman er al., 2000 ;
Fujimoto e al., 2011). O aumento da [Ca®*]; ativa a maquinaria de exocitose dos granulos
de insulina, promovendo fusdo desses granulos a membrana plasmatica e resultando na
secrecdo de insulina (Newsholme er a/., 2007). Um efeito secundario da elevagao da [Ca™];
€ a ativacdo da adenil ciclase e fosfolipase C (PLC) que, agindo sobre substratos

especificos, produz AMP ciclico (AMPc), diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato
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(IP3), respectivamente. O IP; promove a liberacio do célcio armazenado no reticulo
endoplasmatico. O AMPc e o DAG ativam a proteina quinase A (PKA) e proteina quinase
C (PKC), respectivamente, promovendo a fosforilacdo de outras proteinas que amplificam
o sinal para o processo secretorio de insulina (Henquin er al., 2006; Diederichs, 2008;
Newsholme et al., 2009).

A importancia do ATP na secrecdo de insulina estimulada por glicose (GSIS) ja est4
bem estabelecida, porém outros fatores de acoplamento metabdlico, tais como o NADPH,
malonil-CoA e glutamato parecem ser importantes para esse mecanismo (MacDonald et al.,
2005; Maechler er al., 2006). Em adi¢do aos fatores metabodlicos citados anteriormente,
Leloup e colaboradores (2009), mostraram que as espécies reativas de oxigénio (ROS)
também sdo fundamentais para a GSIS, embora ndo se saiba ao certo o mecanismo de acao

de tais espécies.

1.6. Modulacao redox da sinalizacao e secrecao da insulina

Virias proteinas incluindo proteinas quinases, fatores de transcricdo e demais enzimas
do metabolismo celular podem sofrer modulacao redox através de seus residuos de cisteina
ricos em grupos tidis (Sen er al., 2000). Essas modulacdes parecem exercer funcdo
sinalizadora importante, mediada por mecanismos sensiveis a modulag¢do redox (Sen ef al.,
2000; Ungvari et al., 2006; Sen ef al., 1996). Assim, o estado redox dos grupos SH de um
amplo espectro de proteinas intracelulares € regulado por um fino mecanismo mediado por

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

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Newsholme%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19809798

Xantna OXidase ep W NOS
/ERNs
. B
NADPH -oxidase ﬂ peroxissomos
Proteina Inativa —S-S-
| GSH/ Tioredoxina reduzida
v
Glutstiona Rsdutase Glutstiona Peroxidase
=% Tiorredoxina Redutase Tiorredaxina Peroxidase
]
- Proteina Ativa —S-H-
v
NADPH+ wrnm
1]
- —— -

Figura 3. Efeito do sistema glutationa/tiorredoxina peroxidase na manuten¢do do estado redox (-SH-) de
proteinas intracelulares suscetiveis a oxida¢do por ROS e ERNSs (espécies reativas de nitrogé€nio). NOs, 6xido
nitrico sintase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; NADPH+, nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato reduzida; NADP+, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato oxidada (Silveira et al.,

2008).

O estado redox intracelular pode modular tanto a sinalizacdo quanto a secrecdo de
insulina. Estudos realizados na década de 1970, mostraram que o H,O,, em niveis
relativamente elevados, teve efeitos miméticos aos da insulina, que foram mediados por
reacoes redox de cisteina ( Czech er al., 1974, Peter et al., 2011). Mais tarde, verificou-se
que o H,O,, por si s6 pode induzir a atividade de auto-fosforilagdo de tirosina do receptor
de insulina, mesmo na auséncia de insulina. Além disso, foi mostrado que a oxidacdo de
cisteina dentro do dominio da quinase do receptor de insulina previne a liga¢do inibitéria de
ADP (Schmid er al., 1998, Peter et al., 2011). Embora estes estudos sugiram um papel
direto da oxidagdo de cisteina na ativagao do receptor da insulina, o maior efeito da cascata
de sinalizacdo de insulina pode ser alcancado através do aumento da atividade quinase ou
inibicdo da atividade das fosfatases. Isto torna extremamente dificil distinguir qual processo

€ o mais importante para a alteracdo da sinalizacdo de insulina mediante tratamento de
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células com ROS. A estimula¢do da insulina, por si s, também induz a producdo de
peréxido de hidrogénio através da Nox4 (homodlogo da NADPHoxidase) na membrana
plasmdtica, embora ndo seja inteiramente clara como esta € regulada (Mahadev er al., 2004,
Peter et al., 2011).

Estudos mostram, ainda, que as ROS sdo um sinal metabdlico dependente de glicose
que contribui para a GSIS e que a secrecdo de insulina estimulada pelo H,O,, é um processo
dependente de Ca** extracelular, sugerindo que o H,O, deve estar envolvido com o influxo
de Ca®* (Pi et al., 2007, Leloup et al., 2009).

Em adicdo, diversas proteinas envolvidas na sinalizacdo da insulina, tais como o IR
(receptor de insulina) e AKT (Proteina quinase B ), MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinases), mTOR (Mammalian target of rapamycin), PKC (Protein kinase C), PDK
(Quinase dependente de fosfoinositol), podem ser moduladas pelo estado redox (Goldestein
et al., 2005). A modulagdo redox da sinalizac@o da insulina pode ocorrer também pela acao
de proteinas tirosina fosfatases (PTPs) como a PTEN, PP2A, MKP-1 e PTPIB. O IR e o
substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) s@o substratos da PTP1B, enquanto a PI3 quinase
e a AKT sao substratos da PTEN (Goldestein ef al., 2005).

A PTP1B € uma enzima conhecida por desfosforilar e controlar diversos eventos de
sinalizacdo celular durante o crescimento celular, apoptose, diferenciacio e movimentacao
celular. Trabalhos mostram que a PTP1B € expressa em tecidos responsiveis a insulina e
seus substratos sdo especificamente o IR e o IRS1 (Cheng er al., 2002). A PTP1B através
do seu sitio catalitico liga-se aos fosfatos presentes nos residuos de tirosina do IR e IRS1,
desfosforilando-os. O 6xido nitrico (NO) e as ROS modulam residuos de aminoacidos
especificos das moléculas das PTPs em resposta ao estimulo da insulina. A inibicdo da
atividade fosfatase mediada por ROS contribui para potencializar a cascata de sinalizacdo
da insulina. (Hsu er al., 2010). Outros trabalhos mostram também que a atividade da
PTP1B pode ser modulada pela AKT. Esta fosforila a PTP1B no residuo de serina 50
tornando-a inativa e permitindo que a sinalizacdo intracelular da insulina ocorra
(Ravichandran er al., 2001). Nesta forma ela ndo desfosforila os residuos de tirosina do IR e
IRS1, permitindo que a via de sinalizag¢do da insulina permaneca ativa.

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

modulando a sinalizacdo da insulina e de uma série de outros fatores de crescimento
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(Nakashima er al., 2000; Goldsteiner al., 2005). A PTEN € inativada por exposicdo a
moléculas oxidantes, o que causa uma ligagcdo dissulfureto entre os dois residuos de cisteina
no seu sitio ativo (Lee er al., 2002; Goldsteinetr al., 2005). A reducao subsequente de H,O,
oxidada pela PTEN parece ser mediada principalmente por tioredoxina, o que sugere que
este sistema de regulacdo proporciona um novo meio de controlar o acumulo de 3-

fosfoinositideos fosforilados na célula (Lee er al., 2002; Goldstein et al., 2005)
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2. OBJETIVOS
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O objetivo desse trabalho foi verificar os mecanismos moleculares envolvidos no
balanco redox em tecidos periféricos (figado e musculo) e ilhotas de Langerhans, em
animais submetidos a restricdo proteica e/ou obesidade. Analisamos, ainda, os efeitos da
suplementagdo, desses animais em estudo, com o aminoacido Taurina a fim de verificar
sua capacidade de modular a suscetibilidade desses animais aos efeitos do estresse
oxidativo induzidos pela dieta hipoproteica e hiperlipidica.

A hipétese desse trabalho era que a dieta hiperlipidica traria um desbalanco no
estado redox, gerando prejuizo nas fungdes dos animais controles € um prejuizo maior
ainda nos animais restritos € que a suplementacdo com taurina poderia reverter esse

prejuizo.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Caracterizacio do modelo experimental

3.1.1. Animais:

Foram utilizados camundongos C57BL/6, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP. Logo apds desmame (21 dias de vida), os animais foram distribuidos nos

seguintes grupos experimentais:

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

periodo experimental (105 dias).

b) Controle + Dieta Hiperlipidica (CH): os animais receberam dieta contendo 14% de
proteina pelo periodo de 45 dias e em seguida receberam dieta contendo alto teor de

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

¢) Controle + Dieta Hiperlipidica + Taurina (CHT) : os animais receberam dieta
contendo 14% de proteina pelo periodo de 45 dias e em seguida receberam dieta
contendo alto teor de gordura (34% - dieta hiperlipidica) por 60 dias. A suplementacdo
com taurina foi iniciada juntamente com o desmame e foi fornecida a 5% na dgua de

beber.

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

periodo experimental (105 dias).

e) Restritos + Dieta Hiperlipidica (RH): os animais receberam dieta contendo 6% de
proteina pelo periodo de 45 dias e em seguida receberam dieta contendo alto teor de

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

f) Restritos + Dieta Hiperlipidica + Taurina (RHT): os animais receberam dieta
contendo 6% de proteina pelo periodo de 45 dias e em seguida receberam dieta
contendo alto teor de gordura (34% - dieta hiperlipidica) por 60 dias. A suplementagdo
com taurina foi iniciada juntamente com a dieta hipoproteica (desmame) e foi fornecida

a 5% na 4gua de beber.
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Os camundongos foram mantidos no biotério setorial do departamento de Biologia
Estrutural e Funcional, sob condi¢do padronizada de iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12
horas) e temperatura de 2242 °C.

As dietas descritas na Tabela 1 foram adquiridas da empresa Prag solugdes (Jad,
SP), e seguem as recomendagdes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93) para
roedores na fase de manutencgdo e, tiveram ainda, o teor de proteinas e lipidios manipulados

de forma a gerarem as formulagdes hipoproteica e hiperlipidica, respectivamente.

Tabela 1. Composi¢do das dietas

Normoproteica Hipoproteica Hiperlipidica

(14% proteina) (6% proteina) (14% proteina)

Ingredientes g/kg g/kg g/Kg
Caseina (84% de proteina) 140 71,5 140
Amido 465,7 502,5 208,7
Dextrina 155 166,5 100
Sacarose 100 121 100
L-cistina 1,8 1 1,8
Fibra pH 101 ou pH102
(microcelulose) 50 50 50
Oleo de soja 40 40 40
Mistura de sais AIN93G* 35 35 35
Mistura de vitaminas
AIN93G* 10 10 10
Cloridrato de Colina 2,5 2,5 2.5
Banha Animal - - 312

* Composicao detalhada por Reeves et al., 1993

33



3.1.2. Peso corporeo

O peso corpéreo dos animais estudados foi avaliado semanalmente por um periodo

de 105 dias.

3.1.3. Consumo alimentar

Foi acompanhado o consumo alimentar dos animais que ficaram isolados em gaiolas
metabolicas durante a ultima semana do tratamento. Os valores de ingesta encontrados
foram divididos pelo peso do animal e o conteudo caldérico foi medido dividindo o
correspondente da dieta consumida em kcal dividido pelos dias. As dietas normoproteica e

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

3.1.4. Respirometria

Ap6s 2 horas de aclimatagdo ao sistema, € com os animais em completo repouso, foi
medido o consumo de oxigénio e producdo de CO,, em gaiolas metabolicas totalmente
seladas utilizando o sistema Oxylet system (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona,
Espanha), totalizando 4 gaiolas de forma que cada gaiola continha apenas um animal. A
concentracdo dos gases de cada gaiola foi media por 10 minutos no ciclo de claro, sendo
realizados dois ciclos de 40 minutos ao total. A partir desses dados foi feito o calculo do
coeficiente respiratorio e gasto energético dos animais utilizando-se o software

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

3.2. Procedimentos experimentais

3.2.1. Avaliacdo biométrica
Foi verificado a massa corpdrea, o peso relativo e absoluto do figado, misculo,

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

3.2.2. Avaliacdo do Estado Nutricional
As andlises de parametros bioquimicos foram feitas em animais alimentados e em

jejum. Os camundongos alimentados foram sacrificados por decapitacdo e o sangue foi
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coletado em tubos eppendorf contendo anticoagulante (heparina 1:1000 v:v). Para as
dosagens em jejum, o sangue foi coletado pela cauda do animal utilizando capilar contendo
heparina. O plasma foi separado por centrifugacdo a 12000 rpm durante 15 minutos e
armazenado a —20 °C para posterior determinacdo de proteinas totais, triglicérides,

colesterol e insulina.

3.2.3. Teste de Tolerancia a glicose (ipGTT) e a insulina (ipITT)

Para o0 ipGTT os animais dos grupos estudados, apds 12h de jejum, foram pesados e
realizada uma coleta de sangue pela cauda para obtencio da glicemia de jejum (tempo 0),
com o uso de um glicosimetro portatil (Accu-Chek Performa). Em seguida os animais
receberam uma injecdo intra-peritoneal de glicose na concentracdo de 2g/Kg peso corporal.
A glicemia foi verificada nos tempos O (jejum), 15, 30, 60 e 120 minutos.

Para o ipITT os animais dos grupos em estudo, apos jejum de 2 horas, foram
pesados e, em seguida, foi realizada uma coleta de sangue pela cauda, e com o uso de
glicosimetro portatil (Accu-Chek Performa) foi obtida a glicemia no tempo 0. Em seguida,
foi realizada a aplicagdo via intra-peritoneal de 1,5U/Kg de insulina (Eli Lilly), e a glicemia
foi verificada nos tempos 0, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a administracdo de insulina. A
taxa constante de decaimento da glicose (KITT) foi calculado utilizando a férmula
0.693/10. A glicose (t1/2) foi calculada a partir andlise das concentracoes de glicose

plasmaéticas durante a fase de decadencia linear. (Calegari er al., 2011)

3.2.4. Glicemia
Para os demais experimentos, os animais receberam aplicacao de salina ou glicose
(2g/Kg de peso) e ap6s 30 min da aplicagdo, os animais foram sacrificados e foi coletado,

figado e musculo.

3.2.5. Insulinemia
Para andlise da insulinemia foi realizada uma coleta de sangue pela cauda dos
animais dos grupos em estudo, apds jejum de 2 horas (tempo 0) e apds 30 minutos da

aplicacdo via intra-peritoneal de 2g/Kg de peso de glicose.
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3.2.6. Preparacdo das amostras de tecido para determinagdo da producdo de H,0; e da

concentracdo GSH

Figado e musculo (gastrocnémio e séleo) foram removidos e colocados em meio
gelado contendo EDTA 10mM, Trisma base 100mM, Pirofosfato de Na 100mM, Fluoreto
de Na 100mM, Ortovanadato de Na 10mM, PMSF 2mM, Aprotinina 0,1 mg/mL e entdo,

foram homogeneizados utilizando homogeneizador Polytron (Kinematica, Suica).

3.2.7. Determinacdo da producdo de H,0;

As amostras de tecidos isolados (figado e muisculo) foram mantidas em 0,3 mL de
solucdo Krebs-Hepes (KRBH) (em mM: 115 NaCl, 10 NaHCO;, 5 KCIl, 1 MgCl,, 2.5
CaCl,, 10 Hepes) em pH 7,4 a 37° C na presenga de 50 uM de Amplex Ultra-red
(Invitrogen) e horseradish peroxidase (0,1U/mL) por 15 min. Apés este periodo, 100 uL. do
meio foram coletados e a intensidade de fluorescéncia determinada em 530 nm de excitagdao

e 590 nm de emissio.

3.2.8. Determinagdo da concentracdo GSH

As amostras de tecidos (figado e musculo) foram centrifugadas a 4°C a 12000 rpm
por 15 minuto. Apds esse procedimento foi feita uma curva de utilizando GSH
[0,5uM/mL]. O procedimento seguiu da seguinte forma: foi pipetado 100 pL. de tampao
Tris (ImM)/ EDTA (2mM) pH = 8,2, em seguido foi pipetado 100 pL da amostra e da
curva, depois foi feita uma leitura em ELISA, absorbancia = 412 nm. E para finalizar o
experimento foi pipetado 20 uL do acido-5,5- ditiobis-2-nitrobenzdico (10mM - DTNB) em
todos pocinhos e apds 15 minutos foi feita a leitura em ELISA, absorbancia = 412 nm. Esse

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

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

Inicialmente os tecidos (figado e musculo) foram lisados usando Trizol (0.7-1 ml).
Trés pg de RNA foram submetidos a reacdo de transcri¢do reversa (RT) para obtencao de
cDNA. A reacdo foi composta por primers randomicos, enzima transcriptase reversa,

dNTPs e tampao especifico, mantidos por 10 min a 25°C, 120 min a 37°C, 5 seg a 85°C e
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para finalizar um resfriamento a 4°C. A reacdo de PCR quantitativo foi de um volume final
de 15ul, composta por 0.5ul de cDNA, 10 pmol/l de cada primer e 7,5ul de SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condi¢des de ciclagem foram de 95°C por 10
min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 10 seg e 60°C por 45 seg. As curvas de amplificagdo
foram analisadas utilizando-se o Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystems). Os
resultados estdo apresentados como % do controle a partir do valor de RQ (Relative
Quantity), que obedece a férmula matemadtica 2-(AACT). O valor de AACT compreende a
diferenca entre o valor do ciclo da amostra em que se inicia a fase exponencial da curva de
amplificacdo do gene em andlise normalizado pelo valor do ciclo do gene utilizado como
controle endégeno e o valor do ciclo da amostra referéncia em que se inicia a fase
exponencial da curva de amplificacdo do gene em andlise (Roma et al., 2009). Os primers

utilizados estdao descritos na tabela abaixo.

Nome do gene Foward 5’ Reverse 5°

IR 5~ ATTCCAGCAACTTGATGTGCACCC 5~ ATGGAAGAAGAGCTTGCCCTGAGT
AKT 5’- GATGACAGCATGGAGTGTGTGG 5°- TCTCTGAACAGCATGGGACACA
SODI 5"~ CGTCGGCTTCTCGTCTTGCTCTC 5"~ CACGCACACCGCTTTCATCGC
SOD2 5- TGAGGAGAGCAGCGGTCGTGT 5"~ ACGCCGCCCGACACAACATT
GPx1 5~ GCCGCACCCTCTTCCCTG 5°- GTGGCATCGCTTTCTTTCCG

CAT 5~ GATGAAGCAGTGGAAGGAGC 5"~ TGCCATCTCGTCGGTGAAA
GAPDH 5 - CCTGCACCACCAACTGCTTA 5"~ GCCCCACGGCCATCACGCCA

3.2.10. Western Blotting

A expressdo das proteinas foi avaliada pela técnica de “Western blotting”. As
amostras de figado e musculo foram homogeinizadas em tampao de imunoprecipitado (IP)
(EDTA 10mM pH=7; Trisma base 100mM pH=7,5; pirofosfato de Na 100mM; fluoreto de
Na 100mM; Ortovanadato de Na; PMSF 2 mM; aprotinina 0,1mg/ml; dgua deionizada;
triton 10%). Os tecidos (figado e musculo) foram rompidos utilizando homogenizador tipo
polytron (Kinematica, Lucerna, Sui¢a). Os extratos foram centrifugados a 15.000 g, 4 °C
por 15 min para remog¢do do material insoluvel. As amostras foram tratadas com tampao
Laemmli contendo DTT 10 mM, e fervidas em banho seco por 5 min. Aliquotas contendo

60ug (figado) ou 25ug (musculo) de proteina foram aplicadas em SDS-PAGE (10% Tris
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acrilamida) em aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos
moleculares conhecidos. Apds corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose de 0,2 um (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solucdo bloqueadora de
albumina (5%) para diminuir a ligacdo inespecifica das proteinas. A seguir as membranas
foram incubadas com os seguintes anticorpos primdrios policlonais: anti-catalase (Sigma),
anti-superdxido dismutase 1 (Abcam), anti-glutationa peroxidase 1 (Abcam), anti- receptor
de Insulina (Santa Cruz) , anti- AKT (Santa Cruz), anti-p-PTP1B (Abcam), anti-p-PTEN
(Cell Signaling) e GAPDH(Santa Cruz). Apds 12 horas de incubacio, foi feita a lavagem
das membranas. Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
conjugado com HRP (Invitrogen), diluido 1:10000 em albumina 5%, por 2h. Apds a
incubag@o com o anticorpo secundério as membranas foram expostas por um curto periodo
(2 minutos) ao luminol (Tris 1M, pH=8,5, Luminol 250mM, &4cido p-cumaérico 90mM,
peroxido de hidrogénio 30% e dgua) e revelada por quimioluminescéncia no equipamento

(ImageQuant LAS 4000).

3.2.11. Isolamento de ilhotas

Os animais foram sacrificados por decapitacdo. Apds uma incisdo abdominal e
oclusao da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma cénula através de uma
incisdo na parte proximal (hepdtica) neste ducto. Foi injetado através do duto pancredtico
cerca de 3 mL/animal de solu¢do 0,8 mg/mL de colagenase tipo V. Retirado o pancreas, o
6rgdo foi mantido por cerca de 17 min a 37 °C para digestdo. O material foi lavado
repetidamente com solucdo de Hanks (em mM: 137 NaCl, 5,4 KCIl, 4,2 NaHCO3;, 0,4
KH;POy4, 0,4 Na,HPOy4, 0,8 MgSOQy, 1,3 CaCl,) contendo 5,6 mM de glicose e 0,5 g/L. de
albumina. Por decantacao, as ilhotas foram separadas e coletadas manualmente sob lupa por

uma pipeta siliconizada.

3.2.12. Secrecao Estatica de Insulina

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 reservatorios
contendo 1 mL de solu¢do de Krebs-Hepes (KRBH) (em mM: 115 NaCl, 10 NaHCOs, 5
KCl, 1 MgCl,, 2,5 CaCl,, 10 Hepes) pH 7,4 suplementada com 0,3% de albumina bovina
(m/v) e 5,6 mM de glicose com ou sem DPI (inibidor da NADPHoxidase). Em todos os
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experimentos 4 ilhotas foram colocadas em cada reservatério. A seguir, as placas foram
mantidas por 30 min a 37 °C em ambiente controlado (gaseificado com 95% O, + 5% CO,).
A solugdo foi rapidamente removida e substituida por nova solu¢do de incubagdo contendo
16,7 mM de glicose com ou sem DPL Apdés 60 min de incubacdo, as placas foram
resfriadas em banho de gelo e o sobrenadante removido, transferido para tubos de ensaio e
armazenado a —20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio (Scott ef

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

3.2.13. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo e foram analizados pela
andlise de varidancia ANOVA de uma via seguida do post test Tukey e teste “t” student. O

nivel de significincia adotado foi p<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracterizaciao do modelo experimental

4.1.1. Parametros de Crescimento

A figura 4 mostra a evolugdo do peso corpdreo em resposta aos tratamentos com
dieta hipoproteica e hiperlipidica ao longo do periodo experimental de camundongos
C57BL/6 machos, controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH), controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito + dieta hiperlipidica (RH) e restrito +
dieta hiperlipidica + taurina. Os animais do grupo R apresentaram um ganho de peso menor
do que o grupo C, enquanto os animais do grupo RH e RHT tiveram um ganho de peso

maior do que o grupo R.

>
w

50 501

- C -+ R
S 40 = CH T 40 = RH
g -+ CHT 9 -+ RHT
s 30 5 30
o o
| = -
o [=]
o 20 o 204
o o
173 7]
e 10 2 104
°| T T T T L) 1 0 T T T L T L)
20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
dias de dietas dias de dietas
C
500+
400 #ooa
*

o 300+
=
<

200+

1004

Gdbdg\Q'Q;b

%,

Fig.4 - (A) Peso corpéreo de camundongos C57BL6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH)
e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT). (B) Peso corpéreo de camundongos C57BL/6 machos restrito
(R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT). (C) drea abaixo das curvas de
evolugdo de peso (n = 9-13). Os valores sdo a média + EPM. * diferenga significativa em relacio ao grupo
controle, # diferenga significativa em relacio ao grupo restrito. P< 0,05. ANOV A de uma via e pds teste de
Tukey.

Para verificarmos os parametros alimentares, analisamos a ingesta alimentar, o
conteddo caldrico ingerido e o gasto energético dos camundongos nos diferentes grupos

experimentais. Na figura 5SA podemos observar uma redugcdo de 22,86% na ingesta
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alimentar dos animais CHT em relacio ao grupo C, enquanto nenhuma diferenca
significativa é observada nos demais grupos. J4 no contetddo caldrico ingerido, ocorre um
aumento significativo nos grupos CH (37,85%), RH (27,23%) e RHT (22,73%), em relagcao
aos seus respectivos controles, enquanto o grupo CHT apresentou conteudo caldrico

ingerido semelhante ao grupo C.

Fig.5 - Ingesta Alimentar g/g de peso corpéreo (A) e conteido caldrico ingerido (B) de camundongos
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C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina
(CHT). (B) Peso corpéreo de camundongos C57BL/6 machos restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e
restrito +hiperlipidica +taurina (RHT). n = 4 -6. Os valores sdo a média + EPM. * diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle, # diferenga significativa em relagdo ao grupo restrito, & diferenca em relacdo ao
grupo CH. P< 0,05. ANOVA de uma via e pds teste de Tukey.

4.1.2. Coeficiente respiratorio e Gasto energético

A figura 6A, mostra o coeficiente respiratério (RQ) dos grupos estudados. Nessa
figura, podemos observar que o coeficiente respiratorio de animais C, CH e CHT nao
apresentam diferenca significativa entre eles. O grupo R, apesar de ndo apresentar diferenca
significativa, apresentou coeficiente respiratério 17,95% menor do que o grupo C e o grupo
RH apresentou um aumento significativo de 34,47% em relacdo ao grupo R, no coeficiente
respiratério. O grupo RHT ndo apresenta diferenca significativa em relagdo ao grupo R.
Quanto ao gasto energético (figura 6B), ocorreu uma diminui¢do no grupo CH (29,82%) e
no grupo R (26,36%) em relagdo ao grupo C, enquanto o grupo CHT apresentou um
aumento de 23,80% em relacdo ao grupo C. A administracdo de taurina aumentou em
76,42% o gasto energético do grupo CHT em relacdo ao grupo CH, mostrando que a

redugdo parcial da adiposidade nesse grupo (tabela 3) pode ser, em parte, devido a
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associacdo da ingesta alimentar reduzida (figura 5A) e do maior gasto energético (figura
6B). No entanto, ao contrdrio do observado no grupo CHT, o grupo RHT apresentou
ingesta alimentar semelhante ao grupo R, porém contetdo caldrico maior, refletindo, assim,

em aumento da adiposidade.
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Fig. 6 — Coeficiente respiratdrio (A) e Gasto energético (B) de camundongos C57BL/6 machos controle (C),
controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT). n = 3 -4. Valores representam média + EPM. *
representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo C. # diferenca significativa em relagdo ao grupo R. &
representa diferenca estatistica em rela¢do ao grupo CH. P < 0.05 (ANOVA de uma via e p6s teste de Tukey).

Ao final do tratamento, os animais foram sacrificados e os 6rgdos removidos e
pesados. A tabela 2 mostra o valor absoluto da massa corpdrea, figado, musculo, pancreas,

gordura retroperitoneal e gordura epididimal dos diferentes grupos em estudo.
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Tab.2 - Valor Absoluto da massa corpérea, figado, musculo, pancreas, gordura retroperitoneal e gordura
epididimal de camundongos C57BL/6 controle (C), controle + hiperlipidica (CH), controle + hiperlipidica +
taurina (CHT), restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT) tratados
durante 105 dias.

] CH CHT R RH RHT

* * # #

Massa corpérea (g) 27,68+0,8 33,21%*132 3114%1,11 21,0059 3248+1,56 33,33 £0,82
" * # &#

Figado (g) 1,17 40,03 1,26+0,04 1,28+0,03 0,78%0,18 1,01£0,03" 1,27 +0,07

Musculo (g) 0,14 £ 0,007 0,16 £0,007 0,150,008 0,11 £0,008 0,15 * 0,008# 0,15 0,002#
* # #

Pancreas (g) 0,19 £0,007 0,22%0,017 0,20+0,013 0,11 £0,004 0,19 0,02 0,21 £0,015

Gordura * * # #
Retroperitoneal(g) 0,14 +0,01 0,40 0,04 0,31 0,03 0,15+0,01 0,37 £0,02° 0,44 0,04

Gordura Epididimal * * # #
(9) 0,42+0,04 1,07£0,12 0,83 0,08 0,37 £0,02 1,00%0,09 1,34+0,13

1 Valores representam média £ EPM, n = 4-12.

2 * representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo C, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pds teste de
Tukey).
3 * representa diferenca estatistica em relagio ao grupo R, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).
4 “ representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo RH, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

Em relacdo a massa corpdérea, observamos que os grupos que receberam dieta
hiperlipidica (HFD) tiveram um aumento em relacdo aos respectivos controles, e que a
suplementagdo com a taurina atenuou o peso corpdreo somente do grupo CHT, ndo tendo
efeito no RHT. A HFD aumentou a massa corpérea em 19,97% e 53,93% em relagdo ao C e
R respectivamente. O grupo CHT, apesar de ndo ter apresentado diferenca estatistica, teve a
massa corpérea 6,23% menor do que o CH enquanto o RHT teve um aumento de 2,61% em
relagdo ao RH.

O figado dos grupos C, CH e CHT nio apresentou diferenca significativa entre eles.
No entanto, animais do grupo R apresentaram o figado diminuido em rela¢do ao grupo C.
Nos grupos RH e RHT esta varidvel aumenta em relacdo a R. Especificamente no grupo
RHT, o peso do figado, aumenta ainda mais em relacdo a RH. O tecido muscular também
niao apresentou diferenca significativa entre C, CH e CHT. Ja os grupos RH e RHT
apresentaram um aumento em relacdo ao grupo R.

Os depdsitos de gordura retroperitoneal e epididimal apresentaram aumento nos

grupos tratados com HFD em relagdo aos respectivos controles. A gordura retroperitoneal
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dos grupos CH e RH aumentaram 185,71% e 146,66% em relacgio a C e R,
respectivamente. Pudemos observar também uma diminui¢do (22,5%) e um aumento
(18,91%) desta varidvel nos grupos CHT e RHT em relagdo aos grupos CH e RH,
respectivamente. Na gordura epididimal, pudemos observar nos grupos tratados com HFD,
aumento de 154,76% e 170,27% em relagdo aos seus respectivos controles. Constatamos
também uma diminui¢do de 22,42% do CHT e um aumento de 34% do RHT em relacdo
aos grupos CH e RH.

Quando analisamos o peso relativo (tabela 3), verificou-se que o figado dos animais
do grupo CH e o grupo R apresentaram diminuicdo de 13,64% e 12,23%, respectivamente,
em relacdo ao C e o grupo CHT aumentou 13,07% em relagdo ao CH. Em relacdo ao
pancreas, os animais do grupo R também apresentaram reducdo de 23,18% em relacdo ao
grupo C.

Os valores relativos das gorduras retroperitoneal e epididimal dos grupos tratados
com HFD apresentam-se aumentadas em relacdo ao grupo controle correspondente. Os
grupos CH e RH apresentaram aumento na gordura retroperitoneal de 120,75% e 69,86%
em relacdo a C e a R, respectivamente, enquanto os grupos CHT e RHT apresentaram
diminui¢do de 35,89% e de 6,45% em relacdo ao CH e RH, respectivamente. A gordura
epididimal aumentou 119,48% no grupo CH e 106,89% no grupo RH em relacdo a C e R,
respectivamente. Os grupos CHT e RHT tiveram reducdo de 15,97% e aumento de 11,11%
em relacdo a CH e RH, respectivamente. Dessa forma, a taurina se mostrou eficiente em
restabelecer, total ou parcialmente, os niveis de gordura no grupo CHT, no entanto, ndo

houve melhora significativa na adiposidade do grupo RHT em relag¢do ao grupo RH.
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Tab.3 - Valor Relativo (g/ % de g de peso corpdreo) do figado, musculo, pancreas, gordura retroperitoneal e
gordura epididimal de camundongos C57BL/6 controle (C), controle + hiperlipidica (CH), controle +
hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina
(RHT) tratados durante 105 dias.

C CH CHT R RH RHT
Figado 4252006 367+007% 41520155 3732 008 339%011 3,70£0.17
Miisculo 0,52%0,02 049%001  049%0,01 054%0,03 050%0,02 0,46 *0,009
Pancreas 0.69£003 0.61£002 0662002 3y00, 057002 0.62£004
g:t‘l‘::;:; toneal M EO0S 1172 0,07* 0,75£0,06% 073£0,06 124+006% 1.16%0.10"
g[())ll(;ll::rnal LS420.04 5304006 agex021 1D7AE008 36050307 4002026

1 Valores representam média £+ EPM, n = 4-12.

2 * representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo C, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pds teste de
Tukey).

3 * representa diferenca estatistica em relagio ao grupo R, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

4 “ representa diferenca estatistica em relagio ao grupo CH, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

A tabela 4 mostra que animais do grupo R apresentam proteinas plasmadticas totais
em jejum diminuida em relacdo ao C e que os grupos RH e RHT apresentam aumento em
relacdo a R. O colesterol dos grupos CH, CHT, RH e RHT apresentam-se aumentados em
relacdo aos respectivos grupos controle. Em relagdo a glicemia e insulina em jejum o grupo
CH apresenta aumento significativo em relacdo a C, enquanto o grupo RH apresenta um
aumento, porém nao significativo, em relacdo a R. O grupo CHT apresentou redug¢do na
insulina em jejum, em relacdo ao grupo CH. Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica,
na glicemia em jejum, o grupo CHT apresenta valores intermedidrios entre C e CH. Por
outro lado, o grupo RHT apresentou glicemia mais alta em relacdo a R e RH e valores de
insulina intermedidrios entre R e RH, porém nao foi observada diferenca estatistica. Assim,
observamos que o suplemento com a taurina no grupo RHT ndo € capaz de restabelecer os

niveis de colesterol, glicose e insulina como visto no grupo CHT.
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Tab.4 - Proteina total, triglicérides, colesterol, glicose e insulina plasmética de camundongos C56BL6
camundongos C57BL/6 controle (C), controle + hiperlipidica (CH), controle + hiperlipidica + taurina (CHT),
restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT) tratados durante 105 dias.

C CH CHT R RH RHT

Proteina total em
Jejum (g/dl)
Triglicérides jejum
(g/dl)

Colesterol jejum
(g/dl)

Glicose em jejum *
P I 73435331 2504573
Insulina em jejum
(ng/ml)

*
5,6 £0,09 5,42 £ 0,09 584+023 473+034 580% 0,17# 591 % 0,17#
72,37+£6,13 6596%*5,17 79,105,799 60,97%*9,12 72,23+531 81,40 5,05
% % 4 4
88,99*6,93 1432+720 1204%530 9431*455 132,7*11,12"7 129.8%7,22
76,00 4,11 65,22+438 69,88%15,16 8420%142

026+0,02 0,91+0,26" 0,26+ 0,06& 0,16+0,01 0,56=+0,19 043+0,10

1 Valores representam média £ EPM. Para Proteina total jejum n = 7-12, triglicérides n = 7-8, colesterol jejum
n = 5-10, glicose jejum n = 4-6, insulina jejum n = 7-8.

2 * representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo C, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

3 * representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo R, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

4 “ representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo CH, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

4.1.3. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Para investigar a tolerancia a glicose em nossos grupos experimentais, foi realizado o
ipGTT. A figura 7 mostra as curvas glicémicas de animais C, CH e CHT (figura 7A) e R,
RH e RHT (figura 7B). Em acordo com dados da literatura, nossos resultados mostram que
os grupos CH e RH apresentam-se menos tolerantes a glicose como evidenciado pela maior
drea abaixo da curva (AUC) comparada aos grupos C e R, respectivamente. O grupo R
apresentou reducdo significativa na AUC em relagdo ao grupo C. A suplementa¢do com
taurina melhorou a tolerancia a glicose em CHT, no entanto, o mesmo efeito ndao foi
observado nos camundongos do grupo RHT, mostrando que a taurina nio foi capaz de
recuperar a intolerancia a glicose causada pelos efeitos da dieta hiperlipidica no grupo RHT

(figura 7C).
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Fig. 7 - Glicemia durante o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT) (A) animais controle (B)
animais restritos (C) drea abaixo da curva glicémica, n = 5-11. Valores representam média = EPM. *
representa diferenca estatistica em relagio ao grupo controle. * representa diferenca estatistica, em relagio ao
grupo restrito. © representa diferenca estatisticaem relacio ao grupo controle + hiperlipidica, P < 0.05
(ANOVA de uma via e pos teste de Tukey).

4.1.4. Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT) e KITT

A figura 8A mostra as curvas glicémicas de animais C, CH e CHT. E possivel
observar que a HFD resultou em menor sensibilidade a insulina nos grupos CH e CHT em
relac@o ao grupo C. A figura 8B mostra curvas glicémicas dos animais R, RH e RHT. Algo
semelhante foi observado no gréifico da drea abaixo da curva (AUC) do ITT dos grupos RH
e RHT, indicando que esses grupos também apresentam maior resisténcia a insulina (figura
8C). A figura 8D mostra o decaimento da glicemia em 15 minutos, dos grupos C, CH,
CHT, R, RH e RHT, apés aplicacdo de insulina intraperitoneal. Observa-se que apesar dos
animais do grupo CH e CHT apresentarem diferenca significativa no decaimento da
glicemia (figura D) e os animais dos grupos RH e RHT ndo apresentarem valores

significativos comparados ao grupo R, todos os grupos que receberam dieta hiperlipidica
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apresentaram aumento da resisténcia a insulina. Além disso, a administracao de taurina nao

minimizou os efeitos da HFD sobre a sensibilidade a insulina nos grupos CHT e RHT.
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Fig.8 - Glicemia durante o teste de tolerincia a insulina intraperitoneal (ipITT) (A) Curva glicemica de
camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT). (B) Curva glicemica de camundongos C57BL/6 machos restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito +hiperlipidica +taurina (RHT). (C) Area a baixo da curva referente ao ITT (60
minutos). (D) Porcentagem do decaimento da glicemia em 15 min. (n = 6-12). Os valores sdo a média + EPM.
* diferenca significativa em relagdo ao grupo C. # diferenca significativa em relagdo ao grupo R. P< 0,05.
ANOVA de uma via e pos teste de Tukey e Teste “t” student.

4.1.5. Efeitos de uma carga de glicose intraperitoneal na modulacdo redox da
sensibilidade a insulina

No teste de tolerancia a glicose intraperitornal (ipGTT), o pico de glicemia destes
animais ocorre em 30 minutos apds a injecdo de glicose.

Conforme o principal objetivo do nosso projeto, para avaliarmos a influéncia do estado
redox sobre a resisténcia periférica a insulina nos tecidos (figado e musculo), os animais
receberam uma aplicacdo intraperitoneal de glicose ou salina e, apés 30 minutos (pico da
glicemia) quantificamos as varidveis de interesse. Nosso objetivo com este estimulo € o de

obtermos uma resposta mais fisioldgica, fornecendo também substrato (glicose) para a
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formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), tendo em vista a falta de dados
conclusivos acerca das principais fontes de ROS que atuam na modulagdo da secre¢do e da
cascata de sinalizacdo da insulina. Assim, quantificamos uma série de varidveis que
participam do balanco redox e da cascata de sinalizagdo da insulina em condi¢des basais
(salina) e apds estimulo com uma carga de glicose.

A figura 9 mostra a glicemia dos diferentes grupos, C, CH e CHT (figura 9A) e R, RHe
RHT (figura 9B) em jejum e apds 30 minutos de aplicagdo de salina. Notamos que, apesar
de um aumento significativo na glicemia, provavelmente devido ao estresse da aplicagdo,
nos grupos C, CH, CHT, R, RH e RHT, a varia¢do da glicemia foi pequena entre os animais
em jejum e os que receberam salina, sendo de 23,53%, 37,61%, 30,14%, 22,29%, 26,82%,
34,69%, respectivamente (figura 9A e 9B). No entanto, quando os grupos receberam
solucdo contendo glicose (2g/Kg), a variacao da glicemia entre os grupos em jejum € que
receberam uma carga de glicose foi de 236% para o grupo C, 286,70% para o grupo CH,
211,43% para o grupo CHT, 233,04% para o grupo R, 305,72% para o grupo RH e
224,80% para o grupo RHT, fato observado na figura 9C e 9D que mostra a glicemia dos

animais em jejum e ap6os 30 minutos da aplicacdo de glicose.
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Fig.9 - Glicemia em jejum e apds 30 minutos de aplicacdo de salina (A e B) ou 2g/Kg de glicose (C e D) em
camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT), (A e C) e restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito +hiperlipidica +
taurina (RHT) (B e D). n = 5-11. Os valores sdo a média + EPM. * diferenca significativa em relacdo ao
mesmo grupo em jejum. P< 0,05. Teste “t” student.

Na figura 10 mostramos a insulinemia dos animais que receberam salina ou glicose no
tempo 0 (jejum) e 30 minutos apds a aplicagdo. Observamos que nos animais que
receberam salina, ndo houve diferenca na concentragdo de insulina plasmética em nenhum
dos grupos apds 30 minutos da aplicagdo quando comparados ao jejum (figura 10A e 10B),
corroborando nossa andlise anterior. Por outro lado, nos animais que receberam aplicacao
da carga de glicose (2g/Kg de peso), todos os grupos apresentaram aumento da insulinemia
ap6s 30 minutos quando comparados aos valores em jejum (figura 10C e 10D). Apds 30
minutos do estimulo com glicose, os animais apresentaram aumentos na insulinemia de
244.82% para o C, 139,52% para o CH, 389% para o CHT, 96,59% para o grupo R,
120,21% para o grupo RH e 135,12% para o grupo RHT, quando comparados aos

respectivos grupos em jejum.
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Fig.10 — Insulinemia plasmadtica. (A e B) Insulinemia em jejum e apds 30min apds aplicagdo de salina em
camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina
(RHT). (C e D) Insulinemia em jejum e apdés 30min apds aplicacdo de glicose (2g/Kg de peso) em
camundongos C57BL/6 machos C, CH, CHT, R, RH e RHT. n = 4-11. Os valores sdo a média + EPM. $
diferenca significativa em relagdo ao mesmo grupo em jejum. P< 0,05. Teste “t” student

4.2. Figado

4.2.1. Verificagdo do estado redox - Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,0;) e
Dosagem da glutationa reduzida (GSH) em figado — Apos injecdo intraperitoneal de

salina ou glicose 2g /Kg de peso do animal

Para verificar o balanc¢o redox, foi medida a concentracio de peréxido de hidrogénio
(figura 11) e da GSH (figura 12) em figado de camundongos C56BL/6 de nossos grupos
experimentais. Observamos que no figado de animais que receberam a carga de glicose
(estimulados), ocorre um aumento de 115,36% (C), 40,76% (CH), 346,66% (CHT),
132,87% (R), 145,89% (RH) e 154,65 (RHT) na producdo de H,O,, em relacdo aos animais
que receberam salina (basal). Os grupos CHT e RHT apresentaram um incremento na
concentracdo de perdoxido de hidrogénio em relagdo aos grupos C e R, respectivamente

(figura 11A e 11B) quando estimulados com glicose.
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Dosamos, entdo, a concentracdo de GSH, para verificar qual o efeito da carga de
glicose no balanco redox desses grupos. Observamos que o figado de animais C, CH, CHT,
R, RH e RHT, quando estimulados, apresentam uma reducao de 48,31% (C), 59,05% (CH),
61,31% (CHT), 53,79% (R), 50,46% (RH) e 53,25% (RHT) na concentracdo de GSH em
relacdo ao seu respectivo basal (figura 12A e 12B).

A Figado B Figado 3 SALINA
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0.5 0.5

[H,0,] M/ ng de proteina
w
[H,0;] pM/ng de proteina

0.0 0.0
¢ & & ¢ & &

Fig. 11 — Concentracido de H,O, em figado de camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta
hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT), (A) e restrito (R), restrito + hiperlipidica
(RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT) (B). As barras brancas representam animais sem tratamento
(salina) e as barras pretas representam camundongos C57BL/6 machos ap6s 30 minutos de aplicar glicose (2g
G/Kg) (glicose). n = 4-9. Valores representam média + EPM. s representa diferencga estatistica em relacio ao
grupo salina dos animais que receberam a mesma dieta, (Teste “t” student).
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Fig. 12 — Dosagem de Glutationa total em figado de camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle +
dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + tautina (RHT) (B). As barras brancas representam animais sem
tratamento (salina) e as barras pretas representam camundongos C57BL/6 machos apés 30 minutos de aplicar
glicose (2g G/Kg) (glicose). n = 4-10. Valores representam média + EPM. s representa diferenca estatistica
em relag@o ao grupo salina dos animais que receberam a mesma dieta, (Teste “t” student).

A tabela 5 mostra a expressdo génica das enzimas antioxidantes e de proteinas da
via de sinalizagdo da insulina no figado: superéxido dismutase 1 (SODI1), superéxido
dismutase 2 (SOD?2), glutationa peroxidase 1 (GPX1) e catalase (CAT), receptor de insulina

(IR) e proteina quinase B (AKT). Ndo observamos mudancas estatisticamente significativas
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no perfil da expressdo génica de nenhuma das varidveis analisadas, com exce¢do do grupo

RHT que apresentou um aumento significativo do IR em relac@o ao grupo R e RH.

Tab.5 — Expressdo Génica da SOD1, SOD2, CAT, GPxl, IR e AKT de figado de camundongos C56BL/6
controle (C), controle + hiperlipidica (CH), controle + hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT) tratados durante 105 dias. Ap6s 30 minutos da
aplicacdo intraperitoneal de salina.

C CH CHT R RH RHT

SOD1/GAPDH 1,00 1,50+ 0,46 1,09t0,09 1,01+0,17 1,08t£0,26 1,16%0,15

SOD2/GAPDH 1,00 1,56+ 0,34 1,16x0,07 0,97+0,10 1,18+0,12 1,29+0,14

CAT/GAPDH 1,00 1,49+ 0,27 1,03x0,27 1,06x0,16 1,50£0,02 1,65+0,23

GPx1/GAPDH 1,00 1,42+0,18 1,11+0,14 0,88t0,05 0,99t0,20 0,89+ 0,07

IR/GAPDH 1,00 1,59+ 0,22 2,53+£0,66 0,94+0,08 1,20+0,21 3,03+ 0,41%

AKT/GAPDH 1,00 1,31* 0,17 1,10+ 0,07 0,97t0,16 1,13 0,09 1,49+ 0,21

1 Valores representam média + EPM. Para a SOD1 n= 3-4, SOD2 n= 3-4, CAT n=4, GPx1 n=3-4,IR n=3-4
e AKT n=4.

2" representa diferenca estatistica em relagio ao grupo R, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

3 ® representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo RH, P < 0.05 (ANOVA de uma via e pés teste de
Tukey).

De forma similar ao observado na expressdo génica, quando analisamos o contetido
protéico das enzimas antioxidantes (figura 13 A, B, C, D, E e F), ndo observamos

diferencas significativas entre os grupos.
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Fig. 13- Andlise do conteido proteico de figado (A e B) SODI, (C e D) GPxl e (E e F) CAT em
camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica +
taurina (RHT) ap6s 30min da aplicacd@o de salina (barras brancas) ou glicose (barras pretas). n= 3-4. Valores

representam média + EPM. P < 0.05 (ANOVA de uma via e p6s teste de Tukey).

Ap6s obtermos os dados moleculares de expressdao génica e conteido proteico das
enzimas antioxidantes, verificamos o contetido proteico das proteinas envolvidas na via de
sinaliza¢do da insulina.

Podemos observar nas figuras 14 A, B, C, D, E, F, G e H os niveis de ativaciao do
IR, PTP1B, AKT e da PTEN através de suas respectivas fosforilacoes.

As figuras 14 A e B mostram que nao houve diferenca no contetdo proteico do p-IR
em nenhum dos grupos. Enquanto as figuras 14 C e D, apesar de ndo apresentarem
diferencas significativas, os grupos que receberam o estimulo com glicose apresentam um
aumento, do conteido proteico da PTPIB fosforilada, de 133,2% (C), 57,74% (CH) e
22,02% (CHT) em relagdo ao mesmo grupo que recebeu uma carga de salina.

Em relagdo a AKT uma importante proteina “downstream’ da via de sinalizagdo da

insulina, observamos aumento, nos grupos que foram suplementados com taurina. O grupo
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CHT salina apresentou um aumento significativo em relacio ao C salina de 196%,
enquanto o CHT glicose, apresentou um aumento nao significativo de 60,15% em relacdo
ao C estimulado com glicose. Ja o grupo RH (glicose) e RHT (glicose) apresentaram um
aumento ndo significativo de 64,40% e 164,97% em relacdo ao R (glicose).

As figuras 14 G e H mostraram que animais suplementados com taurina apresentaram

um aumento significativo do conteudo proteico da PTEN fosforilada.
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Fig. 14- Andlise do conteddo proteico de figado (A e B) p-IR, (C e D) p-PTPI1B, (E e F) p-AKT, e (G e H) p-
PTEN em camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica +
tautina (RHT) apés 30min da aplicacdo de salina (barras brancas) ou glicose (barras pretas). n= 3-4. Valores
representam média + EPM. * representa diferenca estatistica em relacio ao C. # diferenca significativa em
relagdo ao grupo R. “ representa diferenga estatistica, dentro do mesmo grupo, em relagdo ao grupo que
recebeu dieta hiperlipidica sem suplementa¢do com taurina, P < 0,05 (ANOVA de uma via e pds teste de
Tukey).



4.3. Musculo

4.3.1. Verificacdo do estado redox - Concentragdo de peroxido de hidrogénio (H;0:) e
Dosagem da glutationa reduzida (GSH) em miisculo - Apds injecdo intraperitoneal de

salina ou glicose 2g /Kg de peso do animal

Para verificar o balango redox, foi medida a concentrag@o de perdxido de hidrogénio
(figura 15) e da GSH (figura 16) em musculo de camundongos C56BL/6 de nossos grupos
experimentais. Observamos que no musculo de animais que receberam a carga de glicose
(estimulados), ocorre uma reducao de 83,78% (C), 74,16% (CH), 73,74% (CHT), 74,66%
(R), 65,52% (RH) e 81,31% (RHT) nos niveis de H>O,, em relacdo aos animais que nao

receberam estimulo (basal).
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Fig. 15 — Concentragdo de H,O, em musculo de camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta
hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT), (A) e restrito (R), restrito + hiperlipidica
(RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT) (B). Os animais receberam dieta entre os 21 e 105 dias de
vida. As barras brancas representam animais sem tratamento (salina) e as barras pretas representam
camundongos C57BL/6 machos ap6s 30 minutos de aplicar glicose (2g G/Kg) (glicose). n= 3- 9. Valores
representam média + EPM. * representa diferenca estatistica em relacio ao grupo salina dos animais que
receberam a mesma dieta, (Teste “t” student).

Analisamos, entdo, a concentragdo de GSH, para verificar qual o efeito da carga de
glicose no balanco redox desses grupos. Observamos que o musculo de animais C, CHT, R
e RHT, quando estimulados, apresentam uma reducdo de 32,25% (C), 60,27% (CHT),
45,41% (R) e 59,66% (RHT) na concentracdo de GSH em relacdo ao seu respectivo basal
(figura 16 e 16B). No entanto, o grupo CH apresentou redugdo de 0,91% e o grupo RH
apresentou aumento de 17,64% em relagdo ao seu respectivo basal, diferencas estas nao

significativas.

58



A Masculo 03 sauna B Musculo
@8 GLICOSE
8000+ 8000- [ SALINA
@8 GLICOSE
E 000 S 6000-
- 2
I g. $ T g
8 ] 4000 8 o 40001
E E
_g $ ° $ $
£ 2000+ E 2000+
< X :
& & < & &

Fig. 16 — Dosagem de Glutationa total em musculo de camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle
+ dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + tautina (RHT) (B). As barras brancas representam animais sem
tratamento (salina) e as barras pretas representam camundongos C57BL/6 machos ap6s 30 minutos de aplicar
glicose (2g G/Kg) (glicose). n = 6-11. Valores representam média + EPM. s representa diferenca estatistica
em relagdo ao grupo salina dos animais que receberam a mesma dieta, (Teste “t” student).

A tabela 6 mostra a expressdo génica das enzimas antioxidantes e de proteinas da
via de sinalizacdo da insulina no musculo: superéxido dismutase 1 (SOD1), superéxido
dismutase 2 (SOD2), glutationa peroxidase 1 (GPX1), catalase (CAT), receptor de insulina

(IR) e proteina quinase B (AKT). Observamos que ndo ha alteragdes significativas na

expressao génica dessas proteinas.

Tab.6 — Expressdao Génica da SOD1, SOD2, CAT, GPxl1, IR e AKT de miisculo de camundongos C56BL/6
controle (C), controle + hiperlipidica (CH), controle + hiperlipidica + taurina (CHT), restrito (R), restrito +
hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT) tratados durante 105 dias. Apés 30 minutos da
aplicacdo intraperitoneal de salina.

C CH CHT R RH RHT

SOD1/GAPDH 1,00 1,18+0,13 1,00+0,06 1,15+0,29 0,86*0,17 1,95+0,75

SOD2/GAPDH 1,00 1,05+0,13 0,78t0,17 0,92+0,15 0,87£0,18 1,27x0,23

CAT/GAPDH 1,00 1,29+ 0,20 1,40x0,15 0,99+0,23 1,00£0,10 1,31+0,13

GPx1/GAPDH 1,00 0,99+ 0,21 0,98+0,28 1,83+£0,33 0,75x0,14 1,07£0,42

IR/GAPDH 1,00 0,60+ 0,09 0,95+0,18 0,71£0,30 1,24£0,52 0,50% 0,08

AKT/GAPDH 1,00 1,07 0,11 0,85+ 0,0/ 1,18+0,09 0,92* 0,07/ 1,07 0,04

1 Valores representam média + EPM. Para a SOD1 n= 3-4, SOD2 n= 4, CAT n= 3-4, GPxl n=4, IR n=3-4
e AKT n=4.
2 P <0,05 (ANOVA de uma via e p6s teste de Tukey).

59



Quando analisamos o contetdo proteico das enzimas antioxidantes apds um estimulo
com glicose, (figuras 17 A, B, C, D, E e F), apesar de ndo apresentarem diferencas
significativas, essas proteinas apresentaram aumento em grande parte dos grupos, quando
comparados ao controle respectivo. Podemos destacar aumentos de 110,55% (C), 77,60%
(CH), 148,71% (CHT), 67,73% (R), 63,30% (RH) e 129,46% (RHT) no conteido proteico
da SODI (figura 14 A e B). Quando observamos o contetido proteico da GPX1 (figura 14 C
e D), observamos que apenas o grupo RHT (glicose) apresentou um aumento significativo
de 169,72% em relacdo ao respectivo grupo injetado com salina.

As figuras 17 E e F mostram aumento, ndo significativo, quando estimulados com
glicose, no conteido proteico da CAT de 104,4% (C), 99.91% (R), 68,24% (RHT) e
apresentam, ainda, aumentos significativos de 218,80% (CH), 233,72% (CHT) e 112,04%

(RH) em real¢do ao grupo salina correspondente.
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Fig. 17- Andlise do conteido proteico de musculo (A e B) SODI, (C e D) GPxl e (E e F) CAT em
camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta
hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica +
taurina (RHT) ap6s 30min da aplicac@o de salina (barras brancas) ou glicose (barras pretas). n= 3-4. Valores
representam média + EPM. # diferenca significativa em relacio ao grupo R.  representa diferenca estatistica
em relacdo ao grupo RH. $ diferenca estatistica em relacdo ao mesmo grupo que recebeu salina. P < 0.05
(ANOVA de uma via e pos teste de Tukey).
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Ap6s obtermos os dados moleculares de expressdo génica e contetido proteico das
enzimas antioxidantes, verificamos o conteido proteico das enzimas da via de sinalizacao
da insulina.

Podemos observar nas figuras 18A, B, C, D, E, F, G e H os niveis de ativacdo do IR,
PTP1B, AKT e da PTEN através de suas respectivas fosforilacoes.

As figuras 18A e B mostram aumentos, ndo significativos, na fosforilacdo do IR,
quando estimulado com glicose, de 23,2% (C), 25,63% (CH), 27,39% (CHT) e 45,24% (R),
em relacdo ao mesmo grupo que recebeu salina. Os grupos RH (glicose) e RHT (glicose)
ndo apresentaram alteracdes na fosforilagdo do IR em relacdo ao grupo salina
correspondente. Quando observamos as figuras 18E e F, verificamos que a fosforilacdo da
AKT apresenta o mesmo perfil de aumento, em relacdo ao grupo salina, ndo significativo,
mostrando um aumento de 34,92% (C), 73,36% (CHT) e 37,06% (R), no entanto os grupos
CH, RH e RHT ndo apresentaram alteracdes na fosforilacdo da AKT quando estimulados
com glicose, em relacdo a fosforilagdo basal (salina). Como esperado, ocorreu diminui¢do
da fosforilacdo de IR e AKT nos grupos alimentados com HFD, enquanto aumento da
fosforilacdo das mesmas proteinas foi observado no grupo CHT, e ndo no grupo RHT.
Analisando o conteudo proteico da fosforilacdo do IR e da fosforilacdo da AKT podemos
observar que os animais que receberam dieta HFD apresentam maior resisténcia a insulina
e que a taurina consegue reverter esse efeito apenas no animal controle.

As figuras 18C e D mostram a fosforilacdo em serina 50 (S50) da PTP1B em nossos
grupos experimentais. Nossos resultados mostram que quando estimulados com glicose
esses grupos apresentam reducao, nao significativa, na fosforilagdo da PTP1B de 25,67%
(©), 36,12% (CH), 32,23% (R), 41,42% (RH), 60,58% (RHT), o grupo CHT nao apresenta
diferenca entre o grupo salina e glicose. Observamos ainda nas figuras 18G e H que
ocorrem o mesmo perfil de redugdo, ndo significativo, na fosforilagio da PTEN apds a
administracdo da carga de glicose, mostrando, reducdo de 42,97% (C), 28,09% (CH),
25,26% (R), 41,46% (RH), 46,20% (RHT), da mesma maneira que na fosforilacdo da
PTP1B nos respectivos grupos. O grupo CHT ndo apresentou alteragdes na fosforilacdo da
PTEN, entre os grupos salina e glicose. Analisando o contetdo proteico da fosforilagdo da

PTPI1B e da fosforilagio da PTEN podemos observar que esses resultados ndo estdo de
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acordo com o que encontramos na fosforilagio do IR e da AKT, indicando que, no

musculo, essa modulacdo pelas fosfatases parece estar ocorrendo por outra via.
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Fig. 18- Analise do contetdo proteico de musculo (A e B) p-IR, (C e D) p-PTP1B, (E e F) p-AKT, ¢ (G e H)
p-PTEN em camundongos C57BL/6 machos controle (C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle +
dieta hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R), restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica +
tautina (RHT) apés 30min da aplicag@o de salina (barras brancas) ou glicose (barras pretas). (n= 3-4). Valores
representam média + EPM. * representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo C. # diferenca significativa
em relacdo ao grupo R. “ representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo CH. P < 0.05 (ANOVA de uma
via e pos teste de Tukey).

4.4. Ilhota pancreatica

4.4.1. Verificacdo da modulagdo redox - Secrecdo de insulina

Apo6s tratamento com as dietas, os animais tiveram as ilhotas isoladas e submetidas
a secrecdo estatica de insulina. Durante o periodo de pré-incubagdo (30 minutos) as ilhotas
foram expostas a 5,6 mM de glicose com ou sem 10 uM de DPI. Apos esse periodo de pré-
incubacdo, as ilhotas ficaram expostas por 1 hora em tampao contendo 16,7 mM de glicose

com ou sem 10 uM de DPI (figura 19). Observa-se na figura 19A que as ilhotas dos
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animais controles que receberam HFD apresentam secre¢do de insulina aumentada em
relacdo as ilhotas de animais controles e que a suplementacdo com taurina restabeleceu essa
secrecdo a niveis do controle. Essa figura mostra também, que quando expostas ao DPI, as
ilhotas de animais controle tratados com HFD diminuem significativamente a secrecao de
insulina comparada ao mesmo grupo sem DPL.

Quando observamos a figura 19B, vimos que, quando exposta a altas concentragcdes
de glicose (16,7 mM) as ilhotas de animais restritos apresentam secrecdo de insulina
semelhante, independentemente da dieta. J4 quando observamos o efeito da inibicdo da
NAPDHoxidase pelo DPI, observamos que apenas as ilhotas de restrito apresentaram um
aumento na secre¢ao de insulina, indicando que as ilhotas desses animais sofrem agdo da

NADPHoxidase (maior geracdo de ROS) prejudicando a secrecdo de insulina destes.
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Fig. 19 - Secrecdo de insulina por ilhotas pancredticas isoladas de camundongos C57BL/6 machos controle
(C), controle + dieta hiperlipidica (CH) e controle + dieta hiperlipidica + taurina (CHT) (A) e restrito (R),
restrito + hiperlipidica (RH) e restrito + hiperlipidica + taurina (RHT). As ilhotas foram pré-incubadas em
solucdo de Krebs contendo 5,6 mM de glicose com ou sem 10 pM DPI durante 30 minutos. Apds a retirada
do meio de pré-incubacdo, as ilhotas foram expostas durante 1 hora a solucao de Krebs contendo 16,7 mM de
glicose na presenga (barras brancas) ou auséncia (barras pretas) de DPI (n = 12- 45). Valores representam
média + EPM. * representa diferenca estatistica em relacido ao grupo C. # representa diferenca significativa
em relagdo ao grupo R.  representa diferenca estatistica em relacio ao grupo CH. $ representa diferenca
estatistica entre 0 mesmo grupo salina. P < 0.05 (ANOVA de uma via e p6s teste de Tukey).
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5. DISCUSSAO
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5.1. Parametros gerais

Com relacdo ao modelo experimental de desnutri¢do, nosso grupo vem mostrando
que estes animais apresentam aumento da tolerancia a glicose e diminui¢do da secrecdo de
insulina estimulada por glicose (Latorraca ef al., 1998; Filiputti er al., 2008). Outros dados da
literatura mostram, ainda, menor capacidade das enzimas antioxidantes e maior
susceptibilidade das ilhotas de animais desnutridos aos efeitos das ROS (Mann e al., 1975 ;
Parra et al., 1975; Cappelli APG — enviado para publicacdo). Por outro lado, no modelo de
obesidade induzida por dieta hiperlipidica verifica-se menor sensibilidade periférica a
insulina, hiperinsulinemia e aumento na expressao tecidual e niveis circulantes de citocinas
inflamatorias acompanhados pelo aumento do estresse oxidativo (Cintra er al., 2008; Lalli
et al., 2008).

Tendo em vista essas evidéncias, postulamos que animais submetidos a um periodo
de restri¢do proteica possam estar mais susceptiveis aos efeitos deletérios promovidos pela
obesidade induzida por dieta hiperlipidica. A investigacdo do balanco redox nesses animais
pode ajudar a compreender como ocorre a modulacdo e funcionamento dos tecidos de
camundongos submetidos a restricdo proteica por 45 dias, seguida por dieta hiperlipidica
(Hales & Barker 1992; Fagot-Campagna et al., 2000 ; Fleischman et al., 2009). Ainda
neste contexto, acreditamos que a suplementagdo com taurina possa ser uma estratégia
eficiente para prevenir os efeitos da dieta hipoproteica e hiperlipidica visto seus efeitos
sobre o controle da homeostase glicémica (Ribeiro er al., 2009), fungcdo pancredtica
(Carneiro et al., 2008), modulac@o da resposta inflamatéria (Park er al., 1993; Park et al.,
1995; Park er al., 1998) e efeito antioxidante (Schaffer er al., 2009).

Em acordo com resultados prévios de nosso laboratério, os dados deste estudo
mostram que os protocolos de desnutricio e obesidade foram eficientes em induzir as
alteracdes esperadas.

Os animais R tiveram um ganho de peso menor, maior tolerancia a glicose,
diminui¢do do figado, pancreas e das proteinas totais em relacdo ao grupo C, caracteristica
observada em modelos experimentais de desnutricdo (Ferreira e al., 2003; Ferreira et al.,
2004; Filiputti, 2006; Filiputti et al., 2008 ). A reducdo do ganho de peso na desnutricao

tem sido relacionada a alteragdes funcionais e morfoldgicas, principalmente no pancreas
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exdcrino e no epitélio entérico, que comprometem a digestdo e absorcdo de nutrientes
(Torun et al., 1994). Dessa forma, a ingestdo inadequada de proteinas retarda o crescimento
devido a sua inerente menor oferta de aminoacidos para sintese proteica aliada a reducao no
aproveitamento alimentar (Manzano, 2001; Marcondes, 1976). O aumento da ingestdo de
caloria leva a um aumento de peso, o que é um indicativo basico de obesidade (Buettner et
al., 2007). A obesidade pode levar a diversas alteragdes metabdlicas como: altos niveis de
proteinas totais, colesterol, aumento da glicose e insulina em jejum, resisténcia a insulina
dentre outras alteragdes (Buettner et al., 2007).

Dados da literatura mostram que a prole de camundongos desnutridos, alimentados
a partir de 8 semanas de idade por um periodo de 12 semanas com dieta rica em gordura
apresentam um aumento no peso e na adiposidade em relacdo a prole de desnutridos que
receberam dieta controle (Sutton et al., 2010).

A desnutricdo materna (desnutri¢do caldrica, restri¢do proteica, ou ligadura uterina)
durante as vdrias etapas da gravidez resulta em hiperleptinemia e obesidade na prole. Estes
fatores sdo exacerbados pela alimentacdo hipercaldrica na vida adulta (Langley-Evans.,
2006). A restricdo proteica materna quando administrada a roedores, reduz o peso dos
filhotes ao nascimento, sugerindo um retardo de crescimento intrauterino (RCIU). Isso
€ compensado pela rdpida recuperacdo do crescimento na idade adulta em ratos que tiveram
RCIU relacionadas a desnutricdo proteica. Estes animais apresentam, no entanto, uma
tendéncia exacerbada para o desenvolvimento da obesidade induzida por alimentos e
hiperinsulinemia (Barker et al., 1993; Hales & Barker, 2001).

Outros fatores que levam ao ganho de peso sdo: ingesta alimentar, contetido caldérico
e gasto energético. Nossos resultados mostraram que a ingesta alimentar € igual em todos
os grupos, com excecdo do grupo CHT que ingeriu menos dieta. No entanto, os animais que
receberam dieta HFD ingerem mais caloria e gastam menos ou a mesma quantidade de
energia, ja os grupos suplementados com taurina ingerem a mesma ou maior quantidade de
caloria, porém gastam a mesma quantidade de energia quando comparados com o controle
correspondente, justificando o aumento de peso nos animais submetidos a HFD e uma
pequena reducao do ganho de peso quando suplementados com taurina.

O corpo oxida carboidratos, gordura e proteinas para manter seu peso estavel, e para

isso, devem balancear as quantidades destes nutrientes. Isto €, a manutenc¢do do equilibrio
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energético requer que a mistura desses combustiveis consumidos sejam oxidados. A
capacidade do corpo para armazenar carboidratos como glicogénio € muito limitado, assim
como sua capacidade de armazenar proteina (Bray GA., 2004). Apenas os estoques de
gordura podem facilmente se expandir para acomodar o aumento dos niveis de consumo de
energia acima dos exigidos para as necessidades didrias de energia. H4 evidéncias de que o
aumento da taxa de oxidacdo de carboidratos, que pode ser avaliada pelo aumento do
coeficiente respiratorio, seja um indicativo de um futuro ganho de peso (Zurlo ez al., 1990).
Uma explicacdo para isso € que, quando a oxidagdo de carboidratos excede sua ingestdo, os
estoques dos mesmos tendem a reduzir. Para substitui-lo, seria necessario aumentar a
ingesta de carboidrato ou reduzir sua oxidagdo, ji que o organismo ndo pode converter
acidos graxos em carboidratos (Bray GA., 2004).

Essas alteracdes no peso corporeo se ddao devido ao desequilibrio entre o conteudo
caldrico ingerido e o gasto energético. Quando ingerida uma grande quantidade de caloria e
o gasto energético é baixo (insuficiente para queima-la) ocorre um aumento do peso
corporeo. Ja quando esse conteido caldrico ingerido é baixo e o gasto energético € alto,
ocorre uma diminui¢cdo do peso corporeo (Bray GA., 2004). Assim, de acordo com o0s
resultados do coeficiente respiratério (RQ) dos animais que receberam HFD, com valores
proximos a 1, e significativamente aumentado no grupo restrito submetido a HFD, sugere
que a ingestdo de maior contetido caldrico (porém, sem alteracdo na ingesta) levou ao
aumento da oxidagdo de nutrientes indicado pelo RQ.

Dados da literatura mostram diferentes interacOes da taurina e obesidade.
Tsuboyama-Kasaoka et al. (2006) verificaram que a suplementacdo com 5% de taurina a
camundongos alimentados com HDF protegeu contra o ganho de peso e acimulo de
gordura corpdrea sem interferir na ingesta alimentar. Os autores atribuem esses efeitos a
maior expressdo no tecido adiposo de genes que regulam o metabolismo lipidico e
mitocondrial como PGC-1a, PPARY, fator respiratério nuclear 2o, (NRF2a) e a lipoproteina
lipase (LPL) que contribuiram para a normalizacdo do metabolismo basal, o qual estava
reduzido nos animais obesos.

Outro trabalho conduzido em ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF),
um modelo de diabetes tipo 2 que apresenta hiperfagia, obesidade e resisténcia a insulina,

mostrou que a suplementacdo com taurina nido reduziu o peso corpéreo nem a gordura

68



abdominal, mas teve melhora significativa na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina
(Nakaya er al., 2000). Essas evidéncias apontam para um requerimento diferencial de
taurina entre espécies para que seu efeito antiobesidade se manifeste. No nosso estudo, o
tratamento com taurina reduziu, parcialmente, o aumento do coeficiente respiratério,
provocado pela HFD, nos grupos CHT e RHT, mostrando um papel benéfico desse
aminodcido sobre os efeitos da dieta rica em gordura. Portanto, nossos dados mostraram
que o tratamento com dieta hipoproteica induziu desnutri¢do, observado nos parametros

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

5.1.1. Tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina

Em acordo com dados da literatura (Ribeiro ef al., 2012), nossos resultados mostram
que animais que receberam dieta HFD apresentam-se intolerantes a glicose, enquanto os
animais desnutridos apresentam uma maior tolerancia a glicose. A suplementacdo com
taurina aumentou a tolerancia a glicose em CHT embora ndo tenha sido observado efeito
significativo no grupo RHT.

Observamos diferenca significativa entre C e R, dado de acordo com a literatura, que
indica que a desnutri¢do proteica (grupo R) aumenta a sensibilidade a insulina (Rao, 1988;
Hales & Barker, 1992; De Oliveira et al., 2011), enquanto o tratamento com HFD leva a
instalacdo de um quadro de resisténcia periférica (Schenk ez al., 2008). Em adi¢@o, nossos
dados evidenciam que a taurina ndo reverteu esse quadro de resisténcia a insulina nos
grupos CHT nem no RHT.

No entanto, o kITT/15 min ndo indica essa diferenca entre C e R, o que sugere que
essa maior sensibilidade apresentada pelo desnutrido se da apds 15 minutos, levantando a
hipétese de haver uma participagdo dos hormonios contra-regulatérios de agdo ripida
(glucagon e/ou adrenalina) sobre o controle da homeostase glicémica nesse modelo animal
de desnutri¢do. Estudos recentes mostram que camundongos Swiss, tratados por 8 semanas
com dieta hipoproteica apresentam uma maior producdo de glicogénio hepdtico, o que vem
sendo associado com o aumento da sensibilidade a insulina hepatica, fortalecendo nossos

dados (Marroqui er al.,2011).
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De acordo com os dados de ITT o coeficiente respiratério (RQ) dos animais que
receberam HFD foram préximos a 1, o que indica diminui¢do da sensibilidade a insulina
(Galgani et al., 2008b). De uma forma geral, estes dados corroboram com nossos dados de
ITT, os quais mostraram que animais tratados com HFD apresentaram-se resistentes a
insulina. Esses dados nos permite dizer que os animais dos grupos CH e RH, que receberam
HFD, sd@ao menos sensiveis a insulina e que a taurina parece no ter efeito nesse parametro.
Trabalhos mais recentes vem dando um enfoque diferente, analisando ndo o valor absoluto
mas sim a variacdo do RQ no jejum e no estado alimentado (Galgani er al., 2008a). Apesar
deste trabalho ndo mostrar a flexibilidade metabdlica de nossos grupos experimentais,
dados de nosso laboratério mostram que animais que receberam HFD apresentam uma

maior inflexibilidade metabdlica, de acordo com a literatura.

5.2. Figado

5.2.1. Estado redox e sinalizacdo hepdtica da insulina

A fim de obtermos uma resposta fisiologica, avaliamos a influéncia do estado redox
sobre a resisténcia periférica a insulina nos tecidos (figado e musculo), para isso,
quantificamos uma série de varidveis que participam do balanco redox e da cascata de
sinalizacdo da insulina em condi¢des basais (salina) e apds estimulo com uma carga de
glicose.

Observando os resultados dos animais que foram estimulados com glicose por 30
minutos, vimos em nossos dados que, no figado, ocorre uma maior producdo de H,O, e
uma reducdo na GSH em todos os grupos. A diminui¢do da concentracdo de GSH sugere
um aumento do consumo desta molécula, a fim de remover a grande quantidade de H,O,
produzido. J4 no caso dos animais suplementados com taurina, a concentragdo aumentada
de H,0O,, aliada ao menor consumo da GSH em relacdo ao grupo salina, sugere um
desbalanco redox nos grupos CHT e RHT. De fato, ndo foram observadas diferencas
significativas na expressdo génica e conteudo proteico das enzimas antioxidantes em

relagc@o ao grupo controle correspondente, indicando que no figado a manuten¢do redox nao

estd ocorrendo via o sistema glutationa reduzida/ glutationa oxidada.
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Neste sentido, trabalhos utilizando suplementacdo com substancias antioxidantes
mostraram melhora no balanco redox de animais submetidos a dieta hiperlipidica. Estudo
utilizando camundongos C57BL/6J tratados por 12 semanas com dieta hiperlipidica +
apocinina (antioxidante), diluida na dgua de beber, por 5 semanas, mostrou aumento da
atividade da SOD, glutationa peroxidase e conteddo de GSH. Em adi¢do, o mesmo estudo
mostrou que a atividade da catalase hepatica diminuiu significantemente apds o tratamento
com antioxidante, indicando que a apocinina reduziu o peréxido de hidrogénio e o
desbalanco redox no figado. Os autores sugerem que a apocinina pode melhorar a
sensibilidade a insulina, reduzindo o estresse oxidativo sistémico em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica (Meng et al., 2011).

Em adi¢do, outro trabalho utilizando ratos tratados por 6 semanas com dieta
hiperlipidica e suplementados com raiz de 16tus e taurina (3%), mostrou que a atividade das
enzimas antioxidantes foi maior nos grupos que receberam suplementacio com o0s
antioxidantes em relacdo ao grupo que recebeu apenas dieta hiperlipidica. Estes dados
demonstram o efeito antioxidante protetor contra a obesidade induzida pela dieta
hiperlipidica (Du ef al., 2010).

A literatura mostra que a taurina além de ter um efeito antioxidante, (Aerts & Van
Assche, 2002; Ragheb er al., 2009) melhora a tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina
(Nakaya er al., 2000). Assim, utilizamos neste estudo a suplementacdo com taurina diluida
na dgua de beber, como antioxidante, a fim de investigarmos seu efeito em nossos modelos
experimentais.

Nossos resultados mostraram que a taurina ndo foi totalmente eficiente em reduzir o
desbalanco redox hepatico, causado pela carga de glicose. Entretanto, nossos dados
mostram uma possivel associacdo entre o efeito da taurina na sinalizagcdo intracelular da
insulina. Podemos observar nas figuras 16 A, B, C, D, E, F, G e H os niveis de ativag¢do do
IR, PTP1B, AKT, e PTEN através de suas respectivas fosforilagdes.

Os animais tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com taurina demonstraram
uma tendéncia de aumento na fosforilacio da AKT, e aumento na fosforilacdo da PTEN,
proporcionando assim, aumento na ativagao da cascata de sinalizacdo da insulina no figado.

Estudos anteriores utilizando protocolo de restricdo proteica intra-uterina e pos

desmame mostraram que ndo houve efeito significativo de privacao de proteina sobre os
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niveis de fosforilacdo do IR no figado e no musculo de ratos desnutridos por 8 semanas
(Reis er al.1997). Por outro lado, estudos utilizando os mesmos modelos, mostraram que a
privagdo de proteina até a 12* semana de idade aumentou significativamente os niveis de
fosforilagdo do IR no musculo esquelético. Portanto parece existir uma relagao tempo
dependente entre os niveis de fosforilacao do IR e a desnutri¢do proteica (Latorraca et al.,
1998). Sabe-se ainda que, animais tratados com dieta rica em lipideos sdo mais resistentes a
insulina (Schenk ef al., 2008). Nossos resultados corroboram os dados da literatura,
demonstrando que os animais que receberam HFD apresentaram maior resisténcia a
insulina enquanto os animais que receberam HFD e foram suplementados com taurina
apresentam maior sensibilidade, considerando-se o nivel de fosforilacdo da AKT.

A proteina fosfatase e homologa a tensina (PTEN), sofre modulacdo redox,
transformando fosfatidilinositol (3-4-5) trifosfato (PIP3) em fosfatidilinositol (4-5)
bifosfato (PIP2). Devido essa caracteristica redox, fomos investigar esta proteina a fim de
identificar um possivel mecanismo envolvido na modulacdo redox da sinalizacdo da
insulina em nossos grupos (Lee er al., 2002; Maehama er al., 1998; Maehama et al., 2001).

Os estudos envolvidos nos mecanismos de regulagdo redox da sinalizacdo da PI3-
quinase, concentraram-se principalmente sobre a familia das fosfatases dependentes de
cisteina, o que inclui a PTEN, e proteinas tirosina fosfatase (PTPs). Fortes evidéncias
suportam um papel fisiolégico para essas proteinas como alvos de ROS na regulacdo da
sinalizacdo da PI3-quinase por muitos estimulos (Leslie NR, 2006; Leslie er al., 2004;
Rhee et a.l., 2005; Salmeen et al., 2005; Tonks et al., 2005).

Outros trabalhos mostram, ainda, que a PTP1B pode ser modulada pela AKT. Esta
fosforila a PTP1B no residuo de serina 50 tornando-a inativa e permitindo que a sinaliza¢ao
intracelular da insulina ocorra (Ravichandran et al., 2001). Nesta forma ela ndo desfosforila
os residuos de tirosina do IR e IRS1, permitindo que a via de sinalizacdo da insulina fique
ativa, porém esse efeito parece ocorrer em uma fase mais tardia, pois ndo conseguimos
observar em nossos resultados essa modulacao na PTP1B.

Se observarmos nossos dados de H>O,, GSH e conteudo proteico da p-PTEN, podemos
ver que nossos resultados mostram que animais suplementados com taurina ndo alteram sua

capacidade antioxidante enquanto a concentra¢do de H,O, estd aumentada e esta, por sua
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vez, modula a PTEN aumentando a foforilagao desta e consequentemente ativando a via de
sinalizacdo da insulina no figado.

Portanto, nossos resultados permitem sugerir que a taurina atua na modulacdao da PTEN
e, consequentemente, sobre a sinalizacdo hepdtica da insulina via ativacdo da AKT,
favorecendo a ag¢do deste hormdnio em animais que receberam dieta hiperlipidica e foram

suplementados com taurina.

5.3. Masculo

5.3.1. Estado redox e sinalizagcdo da insulina no miisculo esquelético

Os experimentos em musculo procederam da mesma maneira que os experimentos
em figado. Observando os resultados dos animais que foram estimulados com glicose por
30 minutos, vimos que em musculo, diferentemente do figado, ocorre uma menor
concentracdo de H,O, e uma redug¢do na concentracdo de GSH nos grupos C, CHT, R,
RHT. Os grupos CH e RH ndo alteraram a concentracdo de GSH em relagdo ao seu
respectivo salina. A redug@o dos niveis de H O, em 30 minutos apds uma carga de glicose
mostra que a modulagdo redox, nesse tempo, apresenta um padrdo distinto do que
observamos na literatura, que mostra aumento na sua producgdo (Goldstein er al., 2005).
Embora, nosso objetivo tenha sido analisar uma regulacdo aguda da modulagdo redox, nds
ndo observamos resultados semelhantes ao encontrado na literatura provavelmente devido
ao tempo utilizado. Podemos observar em nossos dados de GTT que apds 45 minutos a
glicemia ja apresenta reducdo em relagdo ao pico (30 minutos), indicando influxo de
glicose no musculo por acdo da insulina. O aumento da metabolizagdo da glicose eleva os
niveis de H,O, (Goldstein er al., 2005). Embora, em 30 minutos, verificamos aumento dos
niveis de glicemia e insulinemia conforme o esperado, os niveis de H,O, apresentaram-se
baixos em relagdo aos animais que receberam salina. Esses dados sugerem que, nesse
tempo, o influxo de glicose seria menor e consequentemente a produgdo de H,O, também.

Anderson et al., (2009) trataram ratos machos Sprague-Dawley por 6 semanas com
dieta hiperlipidica com ou sem administragdo intraperitoneal didria de um antioxidante

(SS31) e verificaram que animais que receberam HFD apresentaram uma producao
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aumentada de H,O, mitocondrial e que a presenca do antioxidante reverteu esse aumento
no musculo. Verificaram ainda que apds 1 hora da aplicacdo de uma carga oral de glicose, o
musculo dos animais controle e dos animais que receberam HFD apresentaram um aumento
na glutationa oxidada (GSSG) e uma reducio na razdo GSH/GSSG enquanto os animais
que receberam antioxidante nao apresentaram alteracdes nesses parametros. O aumento de
H,0, associado ao aumento da GSSG e diminui¢io da GSH/GSSG leva a um estado
oxidado neste tecido (Anderson et al., 2009). Nossos dados também mostraram um
aumento do estado oxidado, sugerindo que a diminui¢do da GSH pode estar ocorrendo
devido ao aumento do consumo desta molécula a fim de remover o H,O; produzido. J4 no
caso dos animais tratados com HFD, a menor quantidade de H,O,, aliada a ndo alteracdo no
conteddo de GSH, pode ser um indicativo do desbalanco redox mais acentuado nestes
grupos.

O fato do estimulo com glicose ndo ter alterado a quantidade de GSH nos animais
que receberam HFD levantou algumas hipéteses. Uma delas € de que o animal obeso nao
seja capaz de reduzir a GSSG adequadamente, corroborando com resultados de Anderson et
al., (2009), devido a um prejuizo da funcdo da glutationa redutase. A segunda hipétese €
que o animal que recebeu HFD apresenta uma reducdo nos niveis de NADPH e, dessa
maneira, menor quantidade de substrato para reduzir a GSSG em GSH. A terceira hipétese
€ que esses animais simplesmente ndo utilizam o ciclo da glutationa, sendo suficiente
apenas a utilizagdo da CAT para remover o H,O,.

Por outro lado, a taurina parece reverter o efeito gerado pela HFD na quantidade de
GSH ap6s estimulo com glicose, diminuindo a concentracdo de GSH, mostrando que a
taurina € importante para a manutencdo do ciclo da glutationa no musculo.

Analisando nossos resultados, ap6s 30 minutos de uma aplicacdo intraperitoneal de
glicose, ndo observamos alteracdes na expressdo gé€nica das enzimas antioxidantes em
amostras de musculo. No entanto, apesar do contetido proteico da SOD nio ter apresentado
diferenca significativas ap6s uma carga de glicose, todos os grupos apresentaram aumento,
o que foi acompanhado por um aumento ainda mais significativo no contetido proteico da
CAT, o que justifica a reducdo dos niveis de H,O, nos grupos CH, CHT e RH. J4 quando
observamos o conteddo proteico da GPx1 verificamos que o grupo RHT (glicose)

apresentou aumento significativo em rela¢do ao grupo R, RH e ao RHT (salina), indicando
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que, para esse grupo, o ciclo da glutationa reduzida/ glutationa oxidada estd sendo essencial
para a manutenc¢do do estado redox.

O misculo responde de forma diferente do figado a variagdes do estado redox, o
que incorre numa sinalizacdo insulinica diferenciada entre esses tecidos.

Analisando os niveis de fosforilagdo do IR e da AKT observamos que, quando
estimulados com glicose, os grupos apresentaram uma tendéncia de aumento, 0 que ndo
ocorre nos grupos que receberam HFD. Observamos, ainda, que as fosfatases ndo
modularam o IR e nem a AKT, diferentemente do que ocorre no figado, sugerindo que essa
modulagdo redox no musculo deve ocorrer por outra via.

Trabalhos mostram que o H,O; por si s6 pode induzir a autofosforilacdo em tirosina
do receptor de insulina na auséncia de insulina, e que a oxidagdo de cisteinas no dominio
quinase do receptor de insulina, previne a inibicao causada pela ligacdo do ADP (Schmid er
al., 1998 de Keizer er al., 2011). Além disso, a AKT € diretamente regulada pela oxidagdao
de cisteinas, formando uma ligacdo de dissulfeto entre Cys 297 e Cys 311 na AKT quando
na presenca de ROS (Huang er al., 2003; de Keizer er al., 2011). Essa formagdo de
dissulfeto sob a exposi¢do a altas concentracdes de ROS inativa a AKT por criar uma
superficie de ligacdo para a proteina fosfatase 2 (PP2A), aumentando a resisténcia a
insulina (de Keizer er al., 2011).

Dessa maneira, uma explicacdo possivel, é de que no musculo, os baixos niveis de
H,0; estdo modulando diretamente o IR e AKT, de forma que o H,O, estaria induzindo a
autofosforilacio do IR e diminuindo as ligacOes dissulfetos na AKT, consequentemente
diminuindo a acdo das PP2A e melhorando a ativagdo da AKT. Corroborando com os
dados da literatura, os animais que receberam HFD apresentaram maior resisténcia a
insulina, analisados pelo nivel de fosforilagdo do IR (Schenk er al., 2008). A taurina
reverteu esse efeito apenas no grupo CHT. Sugerindo que, para esse grupo, a acdo
antioxidante da taurina € eficaz em manter os niveis de H,O, necessarios para modular o IR
e AKT. Esses dados sugerem que a HFD desregula a modulagdo redox no misculo
enquanto a taurina, de alguma forma, atenua o efeito induzido pela HFD. Esses dados até
agora nos permite verificar que frente a um aporte de glicose os tecidos respondem de

maneiras diferentes a modulagdo redox.
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No entanto, nossos dados de H,O, no musculo esquelético, sdo controversos € nao
apresentaram os resultados por nds esperados (semelhantes aos encontrados no figado).
Acreditamos que esta diferenca possa ser devido ao tempo de exposicao a alta glicose antes
da coleta das amostras. E possivel que o musculo leve um tempo maior para sofrer
alteracdes redox, tendo em vista o diferente tempo da acdo da insulina entre estes tecidos.

(Kraegen et al., 1991).

5.4. Ilhota

5.4.1. Secregdo de insulina na ilhota pancredtica

Nossos resultados mostraram que a modulacao redox leva a alteragdes na resisténcia
a insulina nos tecidos periféricos. Essa modulacdo redox ocorre, também, na ilhota
pancredtica aumentando ou diminuindo a secre¢do de insulina frente a diferentes
concentracdes de H,O, (Newsholme er al., 2007; Leloup et al., 2009; Pi er al., 2007), e
alguns trabalhos mostram possiveis vias envolvidas nessa modulacdo redox na ilhota
(Newsholme et al., 2009; Morgan et al.,2009; Garciano et al.,2011). Dessa maneira,
iniciamos um estudo com ilhotas pancredticas para tentar mostrar como essa modulacao
pode estar ocorrendo nos nossos grupos experimentais.

Levando-se em conta que ilhotas isoladas expostas a baixas concentracoes de H,O,
(1-4uM), na presenca de 3mM de glicose, promovem aumento da secre¢cdo de insulina (Pi
et al., 2007) e que o sistema NADPH oxidase € uma fonte de O, e, subsequentemente, de
H,0, (Peter ar «l.,2011), avaliamos a participacdo da enzima NAD(P)H oxidase na
producdo de ROS em nossos modelos experimentais sobre a fungdo da célula-beta. Para
isso, avaliamos qual o efeito da inibicdo dessa enzima sobre a secrecao de insulina.

Visto que alguns trabalhos mostraram papel fundamental da NADPH oxidase na
secrecdo de insulina de ilhotas de animais controle quando estimulados com 16,7mM de
glicose (Morgan D et al, 2009), realizamos, entdo, ensaios de secre¢do de insulina em que
ilhotas isoladas dos diferentes grupos foram expostas a altas concentracdes de glicose, na

presenca ou auséncia do inibidor da NADPH oxidase, DPI.
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A literatura mostra que a inibi¢do do complexo NADPH oxidase pelo DPI provoca
uma reducdo na secrecdo de insulina na concentracdo de 16,7 mM de glicose (Morgan D et
al., 2009). Nossos dados de secrecao de insulina de ilhotas de animais controle nas mesmas
condicdes, apesar de ndo ter apresentado diferenca estatistica, apresentou redugdo de
48,75%, semelhante a do trabalho citado acima. Essa diferenca significativa é vista quando
aplicamos teste “t” Student entre os grupos C e C+DPL

Esse papel importante da NADPH oxidase sobre a secre¢@o de insulina de ilhotas de
animais controle, incubadas com 16,7mM de glicose, parece estar relacionado ao aumento
do metabolismo de glicose e da atividade da NADPH oxidase, levando a um aumento da
producdo de H,O, e aumentando a secrecdo de insulina. (Morgan D et al., 2009; Rebelato E
etal., 2012)

As ilhotas dos grupos CH expostas a alta glicose (16,7mM) apresentaram um
aumento na secrec¢do de insulina em relacdo ao grupo C, em parte, devido ao aumento da
concentracdo de ROS (Ribeiro er al., 2012). A importancia da NADPH oxidase pode ser
observada através da secrecdo de insulina in vitro na presenca do inibidor da enzima, o
DPI. As ilhotas dos animais restritos quando expostas a 16,7mM de glicose + DPI t€m
aumento na secrecao de insulina. A presenca do DPI inibi a atividade da NADPH oxidase e
consequentemente diminui os niveis de ROS. Essa concentracio de ROS diminuida
favoreceu a secrecdo de insulina no grupo R. Nas ilhotas de animais dos grupos RH e RHT
a NADPH oxidase nao interfere na secrecdo de insulina, o que pode ser observado através
da secre¢do de insulina destes grupos quando as ilhotas foram expostas ao DPI. Assim, as
ilhotas dos grupos RH e RHT ndo alteram o padrao de secrecdo de insulina, na presenca de
DPI, em relacdo ao respectivo grupo na auséncia de DPI, o que indica provavel perda dessa
modula¢do pela NADPH oxidase.

Virios estudos tém demonstrado que a taurina estd presente em células fagociticas e
oferece protecdo contra a citotoxicidade causada por ROS. A reacdo entre a taurina e HOCI,
um produto téxico do sistema mieloperoxidase (MPO), gera um produto mais estavel e
menos toxicos, chamado taurina cloramina (TauCl). A TauCl inibe a superproducdo de Oy’
em neutréfilos murinos e humanos, de maneira dose-dependente e reversivel (Kim et al
1996;. Park et al 1998;. Witko et al 1992.). Estes trabalhos sugerem que a TauCl inibe a

producdo excessiva de O, ~ e protege as células da citotoxidade causada pelo estresse
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oxidativo. Sabe-se ainda, que a TauCl inibe a fosforilacdo da p47""* estimulada por PMA
(ativador da PKC) em neutréfilos, a qual é necessdria para a formagdo do complexo
NADPH oxidase funcional (Choi et al. 2006) sendo a etapa seguinte igualmente inibida
pela TauCl, fazendo com que ndo ocorra a translocagdo da p47phox e p67phox para
interagir com o citocromo b558, que estd localizada na membrana plasmética (Choi et al.
20006).

Nossos dados mostram que a suplementacdo dos animais com taurina em alta
concentracdo de glicose inibe a acdo da NADPH oxidase nas ilhotas, visto que o perfil de
secrecdo das ilhotas expostas ao DPI € semelhante ao do respectivo grupo sem a presenca
do mesmo. Esses dados sugerem que a taurina tenha ac¢do sobre a PKC inibindo a
fosforilacdo e translocacdo da p47°™* para a membrana plasmdtica e, consequentemente,
diminuindo a produgdo de ROS (Choi et al, 2006).

Com esses dados levantamos a hipétese de que a acdo da NADPH oxidase ocorreria
através da mobilizacdo de cdlcio intracelular, uma vez que estudos mostraram um aumento
na secrecdo de insulina de ilhotas pancredticas expostas a baixas concentragdes de H,O, (1-
4uM) na presenga de 3mM de glicose. Esse efeito € parcialmente abolido em meio livre de
calcio, mostrando que o H»O, promove secrecdo de insulina dependente de Ca®
extracelular (Pi ef al., 2007). Por outro lado H,0; induz fosforilagdo em tirosina da PLCy
nas células HL60, produzindo IP3;, o qual se liga ao receptor IP3/Ca2+ no reticulo
endoplasmatico elevando o cdlcio intracelular (Kamata er al., 1999). Além disso, a
atividade do canal de Ca**/ATPase e a do trocador Na*/Ca** é modulada pelo estado redox
da célula, regulando os niveis de Ca®* intracelular.

Dessa forma, o H,O, pode agir aumentando o [Ca2+]i por dois mecanismos nas
células-beta: aumentando a liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares e pelo aumento do
influxo do Ca** através da membrana plasmatica por ativacdo do canal de Ca® tipo L
(Nakazaki et al., 2000).

Com esses dados acima apresentados, podemos concluir que a desnutricao proteica
no pos desmame seguida pela HFD e suplementacdo com taurina elimina a modulacio da
secrecdo da insulina via NADPH oxidase.

Como dito acima, esse trabalho € apenas o inicio de uma investigacdo mais

profunda. Para elucidar os mecanismos que atuam na modulagdo redox da secrecdo de
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insulina € necessario verificar a atividade da PKC, SERCA3, a [Ca2+]i, as possiveis

~ . 2 2
modulagdes nos canais de Ca”*, bem como do trocador Na*/ Ca”.
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6. CONCLUSAO
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Nossos dados sugerem que as concentragdes aumentadas de ROS nos grupos CHT e
RHT, aumentam a ativacdo da PTEN, no entanto, a taurina teria acdo sobre esta proteina
induzindo sua fosforilacdo e inativando-a, permitindo uma maior fosforilagdo da AKT. A
PTEN, quando regulada pela taurina, age, também, diretamente fosforilando a AKT, o que
sugere que a taurina estimularia a sinaliza¢@o da insulina no figado.

No miusculo, observamos que o grupo CHT ndo apresentou alteragdes no conteddo
proteico da SOD e da GPx, porém, apresentou diminui¢do da concentracdo de GSH e
aumento do contetido proteico da CAT, sugerindo uma diminuicdo da concentragdo de
H,0;, nesse grupo, mediante injecdo de glicose. Esta concentracdo de H,O, favorece
diretamente a fosforilagdo do IR e, consequentemente, ativacdo da PI3K e fosforilacdo da
AKT. Além disso, essa concentragdo de H,O, apresentada pelo grupo CHT também estaria
agindo diretamente sobre a AKT, aumentando sua fosforilagio, favorecendo, assim, maior
translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmaética, permitindo maior influxo de glicose.
Ja o grupo RHT ndo apresentou alteracdes na SOD, GPx e CAT, apenas uma diminuicao da
GSH, sugerindo uma reducao menos acentuada dos niveis de H,O, Este age sobre o IR e
AKT, inibindo-os, e dessa maneira ndo ocorre a sinaliza¢do da insulina.

Na ilhota, sugerimos que a taurina teria acdo sobre a secrecao de insulina inibindo a
formagdo do complexo NADPH oxidase. A taurina agiria sobre a PKC inibindo-a, e desta
maneira, diminuindo a fosforilacdo da p47°"* e, portanto, desfavorecendo sua translocacio
até a membrana para formar o complexo NADPH oxidase. A concentracdo de ROS nestes
grupos (CHT e RHT) parece nao ser suficiente para promover o aumento de Ca”* no citosol
para promover, junto as ROS, um aumento da secrec¢do de insulina.

Dessa maneira, concluimos que a taurina no grupo CH favorece a sinalizacdo da
insulina, no figado e tende a melhorar a sinalizacdo da insulina no musculo, e melhora a
tolerancia a glicose, sem alteracdo da secrecdo de insulina. No grupo RH, a taurina melhora
a sinalizac¢do da insulina no figado, mas ndo altera a sinalizacdo da insulina no musculo e
melhora parcialmente a tolerancia a glicose, sem alteracdo da secrecdo de insulina. Assim, a
suplementagdo com taurina poderia ser utilizada como terapia complementar no tratamento
da resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, no entanto, essa terapia seria mais eficiente em
animais que receberam dieta nornoproteica e hiperlipidica do que em animais que

receberam dieta hipoproteica e hiperlipidica.
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ABSTRACT

Background: Obese protein malnourished mice display liver insulin resistance and taurine
(TAU) seems to attenuate this effect. The association between early life malnutrition and
hepatic redox balance in diet-induced insulin resistance is unknown. Aims: We
investigated TAU supplementation effects upon liver redox state and insulin signaling in
obese protein malnourished mice. Methods: Weaned male C57BL-6 mice were fed a
control (14% protein - C) or a protein restricted diet (6% protein - R) for 6 weeks.
Afterwards, mice received a high fat diet (34% fat - HFD) for 8 weeks (CH - RH). Half of
the HFD-mice were supplemented with TAU (5%) throughout the treatment (CHT — RHT).
Body and tissues’ weight, respiratory quotient (RQ), glucose tolerance and insulin
sensitivity, hepatic oxidant and antioxidant markers and insulin cascade proteins were
assessed. Results: Protein restriction leads to typical features whereas HFD was able to
induce a catch-up growth in RH. HFD-groups showed higher energy intake and adiposity,
lower energy expenditure and altered RQ. Glucose tolerance and insulin sensitivity were
impaired in HFD groups and TAU attenuated these effects. H,O, content was increased in
CHT and RHT despite no differences in antioxidant enzymes and GSH concentration. AKT
and PTEN phosphorylation were significantly increased in CHT but not in RHT.
Conclusion: Our data provide evidence for an association between TAU-induced
improved glycaemic control due to PTEN inactivation and higher AKT phosphorylation.
These effects seem to be related with altered hepatic redox balance in obese mice, and

this effect is impaired by protein malnutrition.

Keywords: liver; hydrogen peroxide; antioxidant enzymes; PTP1B; PTEN
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INTRODUCTION

Liver is one of the major organs regarding blood glucose homeostasis control.
Under conditions of increased glucose availability it is stored as glycogen, whereas during
fasting conditions, glycaemia levels could be maintained by releasing liver glucose into the
bloodstream.

During post-prandial condition, elevated blood glucose clearance is regulated by
insulin. The classical pathway by which insulin exerts its effect is through the binding to the
insulin receptor (IR), activating phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K)-protein kinase B (Akt)
pathway. The phosphorylation cascade triggered by insulin binding to its receptor seems
to be modulated by redox state (1, 2). It was reported that insulin binding to IR stimulates
reactive oxygen species (ROS), namely H,O,, production that may act as a second
messenger in the insulin cascade (3). The notion that hydrogen peroxide (H.O.) exerts
insulin-like effects was previously described showing that incubation with H,O, resulted in
increased glucose uptake in skeletal muscle and adipose tissue (4, 5). Although several
insulin cascade proteins have been proposed to be targets of redox modulation (2, 6), the
family of protein phosphatases, mainly the tyrosine phosphatases appears as main
candidate. In this sense, the protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) and the
phosphatase and tensin homolog (PTEN) are highlighted as main targets of insulin
signaling redox control, as they are thiol-dependent enzymes, regulated by the cellular
redox state (1, 2, 6, 7).

Early life malnutrition as well as high fat diet (HFD)—induced obesity, are known to
induce hepatic insulin resistance (8, 9). Despite several other alterations, both conditions
were reported to alter intracellular redox balance by increasing ROS production and/or
reducing antioxidant capacity, leading to glucose control impairment (10, 11).

On the other hand, it has been reported that taurine (TAU), a sulfur-containing

amino acid, that is found in very high concentration in mammalian tissues possesses a
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variety of biological actions, such as ion movement, antioxidant capacity, osmoregulation
and mitochondrial function (12-15). Moreover, TAU was reported to improve insulin
secretion and sensitivity in malnourished and obese rodents (16, 17), although the
mechanisms are still not completely understood. In this sense, we hypothesize that TAU
may exert its action in these models also by modulating the intracellular redox status.
Considering that early life malnutrition followed by HFD is a common outcome in
developing countries, a phenomenon that is in line with epidemiological data of increased
obesity, metabolic syndrome and diabetes incidence in these countries (18, 19), we aimed
to investigate the effects of this nutritional behavior upon liver insulin signaling cascade
redox control. In addition, we tested the effect of TAU supplementation upon insulin action
in the liver of these models. Our hypothesis was that protein malnourished mice followed
by HFD-induced obesity would favor hepatic insulin resistance by altering cellular redox

balance and TAU supplementation might attenuate this effect.

MATERIAL AND METHODS
All the experiments described herein were approved by the State University of
Campinas Committee for Ethics in Animal Experimentation and performed according to the

“Principles of laboratory animal care” (NIH publication no. 85-23, revised 1985).

Animals and diet

Male C57BL/6 mice (21 day-old) from the breeding colony at UNICAMP were
housed at 24°C on a 12 h light/dark cycle at the department animal facilities. Mice were
maintained in collective cages (four per cage), and randomly assigned into six groups and
treated for 105 days as follows: Control group (C) — received diet containing 14% protein
throughout the treatment (105 days); Control + HFD (CH) - received diet containing 14%

protein for 45 days and afterwards received HFD (34% of fat) for 60 days; Control + HFD +
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TAU (CHT) - received diet containing 14% protein for 45 days and afterwards received
HFD (34% of fat) for 60 days and was also supplemented with TAU. TAU supplementation
started immediately after weaning and was supplied in the drinking water (5%); Protein
restrict group (R) - received diet containing 6% of protein throughout the treatment (105
days); Protein restricted + HFD (RH) - received diet containing 6% of protein for 45 days
and afterwards received HFD (34% of fat) for 60 days; Protein restrict + HFD + TAU (RHT)
- received diet containing 6% of protein for 45 days and afterwards received HFD (34% of
fat) for 60 days and was also supplemented with TAU. TAU supplementation started
immediately after weaning and was supplied in the drinking water (5%). Mice were
weighted weekly throughout the treatment (105 days).

Diets were prepared according to AIN-93 guidelines (20) for adult rodents, with the

aforementioned macronutrients alterations.

Food Intake

During the last week of the treatment, animals remained in metabolic cages and
food intake was measured. We obtained the total food intake/animal’s weight ratio and

correspondent energy intake was calculated in Kcal per day.

Indirect calorimetry

Before data collection, mice were allowed a two hours acclimation to the system.
After that, animals remained at rest in sealed metabolic cages; O, and CO, were
measured by Oxylet system (Pan Lab/Harvard Instruments, Barcelona, Spain).
Respiratory quotient (RQ) was calculate from these data using the Metabolism® software

(Pan Lab/Harvard Instruments, Barcelona, Spain) coupled to the system.
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Blood samples collection and plasma measurements

Blood samples were collected from the tail for in vivo experiments or after
decapitation in heparinized tubes. Plasma was obtained by centrifugation at 12,000 rpm at
4° C and the samples stored at -80°C, unless otherwise stated. Plasma total protein was
measured using specific kit PROtal (Laborlab, Sao Paulo, Brazil). Glycaemia was
measured in whole blood using the hand held glycosimeter Accu-Check Advantage I
(Roche Ltd., Basel, Switzerland). Plasma insulin concentration was measured by RIA
using rat insulin as standard, '*°I-labelled bovine insulin was used as the radioactive tracer

and guinea-pig anti-porcine insulin serum used as the antibody (21).

Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) and intraperitoneal insulin tolerance test
(ipITT)

IpGTT and ipITT were conducted in different days separated by one week, as
previously described (22). Briefly, for the ipGTT mice were maintained in a fasted state for
8 h. Previously to 2 g/Kg of a 50% (w/v) glucose solution injection was administrated
intraperitoneally, fasting glycaemia was measured (time 0). Glycaemia and insulinaemia
were measured at 15, 30, 60, 120 and 180 minutes after glucose infusion. The area under
the curve calculation estimated glucose tolerance. For the ipITT mice remained fasted for
2 h. Before intraperitoneal human insulin (1,5 U/kg) (Eli Lilly, IN, USA) infusion, blood
glucose was measured (time 0). Afterwards, glycaemia was measured at 5, 10, 15, 20, 25
and 30 min. The constant rate for glucose disappearance (kITT) was calculated using the
formula 0.693/ty,. Glucose t;, was calculated from the slope of the least-squares analysis

of plasma glucose concentrations during the linear decay phase.
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Experimental design and sample extraction

For a more physiological approach, to stimulate insulin signaling, rather than an
insulin injection, we used an intraperitoneal glucose load (2 g/Kg of a 50% [w/v] glucose
solution) or the same volume of a saline solution (control) were administrated. Thirty
minutes after the injection, which was the glycaemia and insulinaemia peak as observed
during IpGTT, mice were culled and liver samples were quickly frozen in liquid nitrogen
and stored at -80° until further analysis. After thawing, unless otherwise stated, liver
samples were sliced with scissor and placed on ice-cold buffer containing EDTA 10mM,
Trisma base 100mM, Sodium Pyrophosphate 100mM, Sodium Fluoret 100mM, Sodium
Orthovanadate 10mM, PMSF 2mM, Aprotinine 0,1 mg/mL. After that, samples were
homogenized with a Polytron (Kinematica, Switzerland). Protein content was quantified by

the method of Bradford (23).

H-O- content measurement

To measure H,O, content, fresh liver samples were maintained in a Krebs-Hepes
(KRBH) buffer (containing in mM: 115 NaCl, 10 NaHCOg3, 5 KCI, 1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 10
Hepes), pH 7.4 at 37° C in the presence of Amplex Ultra-red (Invitrogen, Sao Paulo,
Brazil) probe and horseradish peroxidase (0,1U/mL) during 15 min. After that, 100 pL of
the supernatant were used to determine the fluorescence intensity at 530 nm excitation
and 590 nm emission. Liver H,O, concentration was calculated against a H,O,

concentration curve.
Reduced glutathione (GSH) content measurement

GSH was measured photometrically in fresh liver samples using 5,5-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid (24). Samples values were interpolated from a standard GSH curve.
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RNA extraction and quantitative polymerase chain reaction (PCR)

Liver samples were thawed at room temperature and homogenized in TRIzol
reagent (InVitrogen, Sdo Paulo, Brazil) for 30 s. Total RNA was extracted according to the
manufacturer’'s guidelines and quantified by a spectrophotometer. The integrity of RNA
was verified by agarose gel electrophoresis. Complementary DNA was prepared using 3
ug of total RNA and a MultScribe ™ reverse transcriptase (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The sequence of the primers is described below and Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as the house-keeping gene. SOD1:
Forward 5'- CGTCGGCTTCTCGTCTTGCTCTC Reverse 5'-
CACGCACACCGCTTTCATCGC; SOD2: Forward 5-TGAGGAGAGCAGCGGTCGTGT
Reverse 5'- ACGCCGCCCGACACAACATT; GPx1: Forward 5-
GCCGCACCCTCTTCCCTG Reverse 5- GTGGCATCGCTTTCTTTCCG; CAT: Forward
5- GATGAAGCAGTGGAAGGAGC Reverse 5 —-TGCCATCTCGTCGGTGAAA; GAPDH:
Forward 5 - CCTGCACCACCAACTGCTTA Reverse 5 -

GCCCCACGGCCATCACGCCA.

Real-time PCR was carried out in the StepOne cycler (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Reactions conditions were 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95°
for 10 s and 60°C for 45 s. Real-time data were analyzed using the Sequence Detector

System 1.7 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Western blotting

After samples homogenization, Triton X-100 was added at 1% (v:v) for 30 min.
Samples were then centrifuged at 15,0009 for 20 min, at 4°C. Equal amounts of proteins of
each sample (50 pg) were separated by using 10% SDS-PAGE. After electrophoresis,
protein samples were transferred from the gel to a nitrocellulose membrane at 120 V for 90

min. After 2h blocking in 5 % non-fat milk solution at room temperature, immunodetection
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was performed following an incubation with anti-catalase (Sigma, MO, USA), anti-SOD1
(Abcam, Cambridge, UK), anti-GPx 1 (Abcam, Cambridge, UK), anti-phospho insulin
receptor (IR) (Santa Cruz, CA, USA), anti-phospho AKT (Santa Cruz, CA, USA), anti-
phospho PTP1B (Abcam, Cambridge, UK) and anti-GAPDH (Santa Cruz, CA, USA).
Membranes were then exposed to 150 ng/ml specific secondary peroxidase-conjugated
antibody (anti IgG-HRP, Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) at room temperature, and
visualized by chemiluminescence signal (SuperSignal, Pierce Biotechnology Inc.,Rockford,
IL, USA) that was detected using a LAS-3000 CCD camera (Fuiji, Japan) and quantified by

the image J software (ScionCorp., Frederick, MD, USA).

Statistical analysis

Results are expressed as means = SEM. Statistical analyses were performed with
Statistic 6.0 for Windows software, using Student-t-test and One-way ANOVA with
student-Newman-Keuls post-hoc test. P values of less than 0.05 were considered

statistically significant.

RESULTS

Growth, nutritional and metabolic parameters

Our protocol of protein malnourishment followed by HFD-induced obesity was
successfully reached. Protein restricted group (R) showed 30% reduced weight gain when
compared with C group. HFD increased RH group weight to the same range of
normoprotein-fed groups (figure 1). Hence, table 1 shows that several absolute tissues
mass; such as skeletal muscle, liver and pancreas, displayed the same pattern among
experimental groups; being lower in R and increased until reach control values, after HFD
feeding. Interestingly, fat content, analyzed here by the epididymal and retroperitoneal fat

pads, was not reduced in R. As expected, it was increased after HFD treatment, although
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remaining at similar levels in all-experimental groups. In a general manner, when absolute
tissues weight was normalized by total body mass, this effect was attenuated. However,
low-protein-fed tissues values were usually lower than normoprotein treated mice. HFD
treatment increased the values observed in protein-restricted group (RH) to the same
range reported in normoprotein-fed groups (CH) (table 2). Considering the relative tissues
weight, it is interesting to note retroperitoneal fat content. R group displayed higher levels
of retroperitoneal fat content than C, which might suggest an increased obesity
development tendency, induced by protein restriction when followed by HFD treatment. In
addition, regarding the aforementioned parameters, our data show that TAU
supplementation had no effect in any group, regarding growth parameters.

In agreement with abovementioned effects, figure 2 shows that, despite no overall
differences were noticed regarding relative food consumption, energy intake was higher in
HFD-treated groups. Also interesting of note was that TAU was able to reduce food and
consequently energy intake only in CHT, maintaining near to C levels (figure 2 A, B). Such
effect was not observed in RHT group.

In addition to food consumption and energy intake, energy expenditure was
significantly lower in R and CH as compared to C values. RH and RHT energy expenditure
levels remained at the same low levels reached by R. Nevertheless, TAU was able to
increase this parameter in CHT, and despite an observed tendency, it did not exert the
same effect in RHT (figure 3A). Despite higher fat availability in HFD treated groups, it was
reported a significant increase in RH respiratory quotient value (figure 3B), evidencing
whole body higher carbohydrate oxidation and probably some level of mitochondrial
dysfunction. These effects have been reported in obese insulin resistant and diabetic
humans and rodents (25, 26).

In agreement with previous data, plasma variables also reflected dietary treatments
(table 3). Whereas total protein, fasting blood insulin and glucose content were reduced in
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R, HFD increased these parameters to control levels in RH and RHT. In addition, HFD

increased cholesterol levels in both, normoprotein and protein-restricted groups.

Glucose metabolism

Glucose metabolism was also altered by our dietary treatments. Whereas protein
restriction increased glucose tolerance and insulin sensitivity, HFD reduced these
parameters in all groups, as shown by ipGTT and ipITT data (figures 4 and 5), providing
evidence of insulin resistance development. Regarding whole body glucose homeostasis
data, TAU was able to restore glucose homeostasis mainly in CHT, whereas its effect in
RHT was not as efficient as observed in normo-protein group, showing only an

improvement tendency.

Liver redox state and insulin signaling

After the characterization of our experimental models and their effect on blood
glucose metabolism, we aimed to investigate liver redox state and insulin signaling. To
activate insulin cascade, we used a glucose load (2g/Kg) instead of insulin injection
directly, for a more physiological approach. Figure 6 shows that although a slight blood
glucose increase was observed in most groups, when saline was administrated (figure 6 A
and B), glucose load induced a huge increase in blood glucose after 30 min (figure 6 C
and D). In addition, the stimulatory effect of glucose load was clearly demonstrated when
we analyzed blood insulin content. Whereas saline solution did not change insulinaemia
(figure 7 A and B), glucose load significantly increased blood insulin in all experimental
groups (figure 7 C and D). TAU did not alter blood glucose neither insulin levels in any
group.

In line with these data, during basal (saline infusion) condition, liver H,O, levels
were similar among our experimental groups. However, after the glucose load-stimulated
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insulin release we reported increased H,O, production in all groups. Interestingly, both
CHT and RHT groups presented higher H,O, content when compared with the other C and
R groups, providing a more oxidized environment in hepatocytes within these groups
(figure 8 A, B). As expected, in response to increased H.,O, content, GSH levels were
lowered to the same extent in all groups (figure 9 A, B), whereas the main antioxidant
(SOD, GPx1 and CAT) enzymes protein levels were, in general, not altered. Exception
made to GPx1 in RHT group, which showed a significant increase as compared to R and
consequently higher antioxidant capacity induced by TAU supplementation (figure 10).
These data provide evidence for a transient alteration in the intracellular redox balance
after glucose load.

Despite no evidence of increase in the content of insulin cascade-involved proteins,
as suggested by unaltered mRNA content from all studied proteins (table 4), some
proteins from insulin signaling pathway displayed altered activities in the liver, specifically
in the groups that received TAU supplementation. Whereas low protein and HFD treatment
did not induce any significant alterations, TAU supplementation was reported to improve
upstream insulin signaling cascade, regardless of glucose load. Although it was not
observed any alteration in pIR (figure 11 A and B) and pPTP 1B content (figure 11 C, D), a
significant increased in AKT phosphorylation in CHT group, and a tendency of increase
(p=0,09) in RHT group (figure 11 E, F) were demonstrated. Accordingly, pPTEN presented
also significantly increased phosphorylation in both CHT and RHT groups (figure 11 G, H),
and consequently decreased activation in these groups, favoring AKT activation, as shown

by our data.

DISCUSSION
Low birth weight, altered growth pattern in infancy or childhood can predispose
obesity, insulin resistance and even type 2 diabetes development later in life, mainly when
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there is an association of weight reduction and catch-up growth (27, 28). In agreement, we
recently demonstrated in an animal model that obese protein malnourished mice display
altered systemic glucose control (16). Here, we investigated the consequences of early life
protein malnutrition followed by HFD-induced obesity on the redox control of insulin
signaling in the liver as well as the effect of TAU supplementation on these markers.

As expected, our data revealed that obese protein malnourished mice displayed a
reduction in body weight, followed by a catch-up growth. In agreement with literature data,
these changes were accompanied by increased adipose tissue deposition and blood lipids
content, lower fat oxidation and energy expenditure, leading to whole body glucose
tolerance and insulin sensitivity impairment (29, 30). Furthermore, in line with several other
reports (31, 32), our protocol of TAU supplementation had no effect upon body weight and
fat content, however, it contributed to reducing food intake and increasing energy
expenditure, enhancing fat oxidation, as well as improving glucose tolerance and insulin
sensitivity mainly in normo-protein-fed, but also in protein-restricted obese mice. Even
though we analyzed here only whole body glucose metabolism by the GTT and ITT, we
focused on the liver insulin signaling as it appears as a main organ in glycaemia
homeostasis. In addition, our group demonstrated that the same models lead to liver
insulin resistance, evidenced by increased glucose output, an effect that was reversed by
TAU (16).

As previously stated, insulin signaling cascade seems to be modulated by
intracellular redox state. In this sense, low birth weight as well as HFD-induced obesity has
been described to alter hepatic redox balance by increased free radical production and/or
reduced antioxidant capacity (33, 34). However, the alterations in the fine-tune redox
control of insulin signaling specifically in obese malnourished mice have not been
addressed.

In opposite to the aforementioned works, our data of H,O, and antioxidant enzymes
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content did not reveal evidence for an oxidative stress situation in most of our
experimental groups. In contrast to the damaging high levels of free radicals, small
amounts of these species are recognized as intracellular signaling molecules. It was
demonstrated that under physiological conditions, H.O, is needed to start intracellular
insulin action; this effect was called the redox priming (35). Similar to the observed in
adipocytes, where high glucose concentration was able to induce increase in H,O, levels,
then enhancing insulin signaling (36), our results show that increased blood glucose was
associated with higher levels of H,O, and reduced GSH content in the liver. Hence, it was
detected higher H.O, and GPX1 levels in TAU supplemented groups. Interestingly, a
positive relationship between these redox markers and insulin signaling, specifically at
PTEN and AKT activation, were found only in TAU supplemented group. As previously
proposed, glucose load induced a transient change to a more oxidized environment in the
adipocytes and skeletal muscle cells, which seems to be essential for insulin action (4, 5).
In this sense, TAU supplementation might favor intracellular redox balance by increasing
H-O, production and antioxidant capacity. TAU antioxidant capacity to protect hepatocytes,
has already been described (37), however, the mechanism involved in the improved H,O,
production, as showed by our results, needed to be further investigated. Thus an
increased TAU content might favor hepatocytes redox balance and insulin signaling in our
HFD-treated mice.

Regarding insulin signaling modulation, several kinases and phosphatases have
been proposed as candidates of the redox control of insulin action (2). PTP1B and PTEN
are pointed as the main phosphatases involved in insulin cascade that are regulated by
the redox state. For instance, PTP1B and PTEN were described to be involved with insulin
resistance in obese mice (38, 39). PTP1B and PTEN counteract insulin effects by
removing the phosphates from IR, insulin receptor 1(IRS1) and PI3K, respectively (1, 2,
40). On the other hand, H.O, oxidizes the catalytic cysteine tiol of these enzymes reducing
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their affinity for their substrates, allowing enhanced insulin signal transduction. Although
several studies described the association between PTP1B and insulin resistance in HFD
treated models, suggesting this enzyme as possible therapeutic target against metabolic
syndrome (41), our results did not show any alterations in PTP1B and IR phosphorylation
in the liver from obese mice. However, AKT and PTEN phosphorylation were significantly
increased when TAU was supplemented, mainly in CHT and to a lesser extent in RHT.
Whereas AKT phosphorylation increases its activity, the same effect impairs PTEN binding
to membrane reaching the active conformation (42) removing its capacity to inactivate
PI3K. Thus, reduced PTEN activity may allow the observed increase in AKT activation and
insulin signal transduction in the liver then, favoring improved glucose tolerance and
insulin sensitivity in TAU supplemented mice.

In conclusion, our data provide evidence for an association between TAU-induced
improved liver insulin signal transduction and enhanced whole body glucose tolerance due
to alterations in hepatic redox balance in obese mice. In addition, early life protein
malnutrition seems to impair these TAU effects. However, the mechanisms by which this

impairment occurs need to be established.
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LEGENDS

Figure 1 - (A) Body weight of male C57BL/6 mice in control (C), control + high fat diet
(CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) Body weight of male C57BL/6 mice in
restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT).
(C) area under the curves referring to graphs A and B (n = 9-13). Values are mean + SEM.

* P<0.05 vs. control, # P<0.05 vs. restricted group. One-way ANOVA followed by Tukey.

Figure 2 - (A) Food Ingestion (g / g body weight) and (B) calorie intake of male C57BL / 6
mice in control (C), control + high fat diet (CH), control + high fat diet + taurine (CHT),
restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT).
(n = 4 -6). Values are mean + SEM. * P<0.05 vs. control, # P<0.05 vs. restricted group. &

P<0.05 vs. control + high fat diet. One-way ANOVA followed by Tukey.

Figure 3 - (A) Respiratory Coefficient and (B) Energy Expenditure of male C57BL/6 mice
in control (C), control + high fat diet (CH), control + high fat diet + taurine (CHT), restricted
(R), restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). Animals
were fed between 21 and 105 days of life. Values are mean = SEM. * P<0.05 vs. control. #
P<0.05 vs. restricted group. & P<0.05 vs. control + high fat diet. One-way ANOVA followed

by Tukey.

Figure 4- Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT). (A) Control (C), control + high fat
diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) restricted (R), restricted + high fat
diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). (C) area under the curves referring
to graphs A and B (n = 5-11). Values are mean = SEM. * P<0.05 vs. control. # P<0.05 vs.

restricted. & P<0.05 vs. control + high fat diet. One-way ANOVA followed by Tukey.

Figure 5 — Intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT). (A) Glycemic curve of male

C57BL/6 mice in control (C), control + high fat diet (CH) and control + high fat diet +
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taurine (CHT). (B) Glycemic curve of male C57BL/6 mice in restricted (R), restricted + high
fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). (C) area under the curves
referring to the graphs A and B. (D) Percentage of decay of glucose (kITT) in 15 min. (n =
6-12). Values are mean + SEM. * P<0.05 vs. control. # P<0.05 vs. restricted. One-way

ANOVA followed by Tukey. "T" student.

Figure 6 - (A) Fasting plasma glucose and after 30 minutes of application of saline or (B)
29/Kg glucose C57BL/6 injection in male C57BL/6 mice. Control (C), control + high fat diet
(CH), control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet (RH)
and restricted + high fat diet + taurine (RHT). (n = 5-11). Values are mean + SEM. $

P<0.05 vs. the same group in fasting condition. Student’s t test.

Figure 7 - (A) Fasting plasma insulin and after 30 min after application of saline or (B)
29/Kg glucose in C57BL/6 male mice. Control (C), control + high fat diet (CH) and control
+ high fat diet + taurine (CHT), mice restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and
restricted + high fat diet + taurine (RHT). (n = 4-11). Values are mean + SEM. $
Represents statistical difference compared to the baseline group of animals that received

the same diet (Student’s ttest.).

Figure 8 - H,O, concentration in the liver of male C57BL / 6. (A) Control (C), control + high
fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) Restricted mice (R), restricted
+ high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). White bars represent
animals that received intraperitoneal injection of saline (control) and black bars represent
C57BL / 6 mice 30 minutes after glucose load (2U/Kg) (stimulated). (n= 4-9). Values
represent mean +* SEM. * Represents statistical difference in the control group. #
Represents a statistical difference in relation to the restricted group. & Represents a

statistical difference within the same group that received a high fat diet without
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supplementation with taurine $ P<0.05 vs. the same group in saline condition. Student’s ¢

test.

Figure 9- GSH concentration in the liver of male C57BL / 6 mice. (A) Control (C), control +
high fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT). (B) Restricted mice (R),
restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT). White bars
represent animals that received intraperitoneal injection of saline (control) and black bars
represent C57BL / 6 mice 30 minutes after glucose load (2U/Kg) (stimulated). (n =4- 10).
Values represent mean + SEM. $ Represents statistical difference compared to the

baseline group of animals that received the same diet (test "t" student).

Figure 10- Protein content of the liver main antioxidant enzymes. (A and B) SOD1, (C and
D) GPx1 and (E and F) CAT in C57BL / 6 mice. Control (C), control + high fat diet (CH)
and control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and
restricted + high fat diet + taurine (RHT) 30min after the application of saline (white bars)
or glucose (black bars). (n = 3-4). Values represent mean + SEM. (one-way ANOVA and

Tukey post test).

Figure 11- Liver regulatory insulin cascade proteins phosphorylation. (A and B) p-IR, (C
and D) p-PTP1B, (E and F) p-AKT, and (G and H) p-PTEN in C57BL / 6 mice. Control (C),
control + high fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R),
restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet + taurine (RHT) 30min after
saline (white bars) or glucose injection (black bars). (n = 3-4). Values represent mean *
SEM. * Represents statistical difference in the control group. # Represents a statistical
difference in relation to the restricted group. & Represents a statistical difference within the
same group in the group that received a high fat diet without supplementation with taurine.

P <0.05 (one-way ANOVA and Tukey post test).
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Table 1 - Abzolute Value of body mass, liver, muscle, pancreas, retroperitonesl fat and epididymal fat of C57BL { & control {C), control +
high fat diet (CH) and control + high fat diet +taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet (RH) and restricted + high fat diet +
taurine (RHT) treated for 105 days

c CH CHT R RH RHT

Body Mass(g) 2768+08 3442+132% 3114+£111% 21,10+ 059" 29,93 + 1,03** 34,43 + 0,93

Liver (g) 1,17 +0,03 1,26 +0,04% 1,28 +0,03% 0,78 £0,18* 1,01 £0,03* 1,27 +0,07#
Muscle (g) 0,14 + 0,007 0,16 +0,007# 0,15 +0,008* 0,11 +0,008* 0,15 +0,008* 0,15 + 0,002#
Pancreas (g) 0,18 +0,013 0,22 +0,017# 0,20 +0,013* 0,12 +0,011* 0,19 +0,02# 0,21 +0,015*%
Retroperitoneal

Fat (g) 0,14 +0,01 0,40 +0,04* 0,31 +0,03* 0,15+0,01 0,37 £0,02** 0,44 +0,04*

Epididymal Fat
(9) 042 +004 1,07+012* 0,83+008* 0,37+002 1,00=x0,09* 134 +0,13**

AWalues represent mean + SEM, n =4-12.
2 " represents a statistical difference compared to the control group, P <0.05 {one-way ANOVA and Tukey post test).
3 #represents a statistical difference compared to the restricted group, P <0.05 {one-way ANOVA and Tukey post test).

Tab.2 - Relative Value (g/ % g body weight) of body mass, heart, liver, muscle, spleen, kidney, pancreas, retroperitoneal fat and epididymal
fat of CHTBL /& control (C), control + high fat diet (CH) and control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet
(B ) and restricted + high fat diet + taurine (REHT) treated for 105 days.

c CH CHT R RH RHT

Liver (2) 4254006 3.67+0.07 415+0.15° 3.73+0.08 339+0.11° 3.70=0.17
Muscle (8 0524002 049+001 049001 054+0.03 050002 0.46+0.009

Pancreas (g)  0.66+ 0.04 0.61+0.02 0,66+0,02 053+ 0.011: 0.57+0.02 0.62+0.04

Retroperitoneal

Fat (g) 053+0,05 L17+007° 075006 073+006 124+006 1.16%0.10"

Epididymal Fat

Y 1.54+0.14 338=026 " 284+0217 1.74+008 3.60+030° 4.00+026 "

1 A Values represent mean + SEM, n = 4-12.
2 " represents a statistical difference compared to the control group, P <0.05 (one-way ANOVA and Tukey post test).
3 #represents a statistical difference compared to the restricted group, P <0.05 {one-way ANOVA and Tukey post test).
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Table 3 - The total protein, triglycerides, cholesterol, blood glucose and insulin for C56BLJ & mice C57BL / & control (C), control + high fat
diet (CH) and control + high fat diet + taunine (CHT), restricted (B), restricted + high fat diet (EH) and restricted + high fat diet + taunne

(BEHT) treated for 105 days.

CH CHT R RH RHT

Total protein fasting - - # u o * - S #

5.6+0.09 542+ 0.09 584+£0237 +483=0.32 580017 391017
(g/dl) = s
Fasting Triglycerides 2, 37,613 65964517 79.10£579 60974912 72234531 8140+ 5.0
(g/dl)
Fasting Cholesterol . *z W - o s
(2/dl) : 9283729 143.2x7.20 119.7£7.65 9431455 13271112 7 129.8+7.22
&

Fasting Glucose (mg/dl)

Fasting Insulin (ng/ml)

81.00£ 396

0.28 0,03

#
89,29+ 5,50

st
091+£026 7

76,00+ 4,11

041 £0.15

*
65,22+ 4,38

¥
0,16+ 0,01

GO 88+ 516

0,56 0,19

8§7.83+381

043010

A Values represent mean = SEM. Total protein to fastn =7-12, n = 7-8 triglycerides, cholesterol fasting n =5-10, n =4-6 fasting glucose,

fasting insulinn = 7-8.

2 * represents a statistical difference compared to the control group, P <0.05 {one-way ANOVA and Tukey post test).
3 #represents a statistical difference compared to the restricted group, P <0.05 (one-way ANOVA and Tukey post test.

Tab.4 — Gene Expression of 30D 1, 30D2, CAT, GPx1, IR and AKT liver of mice CI6BL / & control (), control + high fat diet (CH) and
control + high fat diet + taurine (CHT), restricted (R), restricted + high fat diet (RI) and restricted + high fat diet + taurine (RHT) treated for

105 days
C CH CHT R RH RHT
SOD1/GAPDH 1,00 1,50+ 0,46 | 1,09+ 0,09 | 1,01+ 0,17 | 1,08+ 0,26 | 1,16% 0,15
SOD2/GAPDH 1,00 1,56+ 0,34 | 1,16+ 0,07 | 0,97+ 0,10 | 1,18+ 0,12 | 1,29+ 0,14
CAT/GAPDH 1,00 1,49+ 0,27 | 1,03x 0,27 | 1,06+ 0,16 | 1,50£ 0,02 | 1,65+ 0,23
GPx1/GAPDH 1,00 1,42+ 0,18 | 1,11+ 0,14 | 0,88+ 0,05 | 0,99%+ 0,20 | 0,89+ 0,07
IR/GAPDH 1,00 1,59+ 0,22 | 2,53+ 0,66 | 0,94+ 0,08 | 1,20+ 0,21 | 3,03% 0,418#
AKT/GAPDH 1,00 1,31+ 0,17 | 1,10+ 0,07 | 0,97+ 0,16 | 1,132 0,09 | 1,49%0,21

1 Values represent mean & SEM Forn =34 30D1, 30D2n =34, CATn=4,n =34 GPx],[R and Akt n=34n=4
2# represents a statistical difference compared to the restricted group, P <0.05 {one-way ANOVA and Tukey post test).
3 & represents statistical difference within the same group, compared to the group receiving high-fat diet without taurine supplementation, P
<0.05 (one-way ANOVA and Tukey post test).
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Figure 9
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