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RESUMO

A desnutricdo proteica foi associada ao desenvolvimento de obesidade e diabetes
mellitus do tipo 2 (DM2) na vida adulta. A obesidade e DM2 estdo associadas com disfunc¢ao
na secrecio/acdo da insulina, o que estd correlacionado com resisténcia periférica a a¢do do
horménio, disfuncdo das células beta-pancredticas, tais como alteracdes na produgdo de
fatores de acoplamento metabdlico (MCFs) e biogénese mitocondrial. A suplementacdo com
taurina (TAU) restaura alteracdes morfo-fisioligcas, em células beta-pancredticas e em tecido
muscular esquelético em modelos de obesidade induzida por dieta; entretanto, estes efeitos
sdo perdidos em roedores desnutridos e alimentados com dieta rica em gordura (HFD). Nés
investigamos os mecanismos funcionais e moleculares envolvidos na producdo dos MCFs e
biogénese mitocondrial em células beta-pancredticas de camundongos desnutridos
alimentados com HFD. Secundariamente, investigamos os possiveis mecanismos associados
a auséncia de efeitos da suplementacio com TAU nesse modelo experimental. Para isso,
alimentamos, apés o desmame, camundongos C57BL/6 com dieta controle (14% de teor
proteico - C) ou dieta-restrita (6% de teor proteico — R) por 6 semanas. Apds esse periodo, os
camundongos de ambos os grupos foram alimentados com HFD (CH e RH) por 8 semanas,
acompanhados ou ndo de suplementagdo com 5% de TAU na dgua de beber, apds o desmame
(CHT e RHT). HFD induziu intolerincia a glicose e resisténcia periférica a insulina em
ambos os grupos, alimentados com dieta controle ou restrita. Além disso, HFD aumentou a
secre¢do de insulina induzida por glicose (SIIG) em ilhotas pancredticas isoladas de CH e
RH. Esse aumento foi associado a maior expressdo da enzima piruvato carboxilase (PYC) e
producio de NADPH. A suplementagdo com TAU preveniu esse aumento na SIIG,
modulando expressao de (PYC) e producdo de NADPH, somente em animais CHT. A
incapacidade da TAU em reverter essas alteracdes em RHT foi associada a menor expressdo
do Transportador de TAU e niveis de TAU em ilhotas pancredticas quando comparado a CH
e CHT. Em conclusdo, HFD induziu aumento na secrecdo de insulina induzida por glicose
por aumentar a expressdo da PYC bem como os niveis de NADPH. TAU previniu essas
alteracOes através da modulacdo da expressdo da PYC. A desnutri¢do proteica impediu a acao
da TAU sobre tais parametros. Tais efeitos foram associados a redu¢do no transporte de TAU

em ilhotas pancredticas.



ABSTRACT

Protein malnutrition has been linked to the development of obesity as well as type 2
diabetes (T2DM) in adult life. Both disorders are associated with the dysfunction of secreting
and acting processes of insulin, which is related to malfunction of insulin-producing cells
metabolism, showing impaired metabolic coupling factors (MCFs) production, and the
resistance of peripheral tissues to its action. Taurine (TAU) supplementation restores morpho-
physiological alterations in pancreatic beta-cells and in skeletal muscle in animal obese models;
however, these effects are blunted in protein malnourished rodents fed a high-fat diet (HFD).
We investigated the molecular and functional mechanism associated with the generation of
MCFs and mitochondrial biogenesis in beta-cells of malnourished obese mice. Moreover, we
investigated the mechanism possibly involved with the absence of effects of TAU
supplementation in this experimental model. Thus, C57BL/6 mice were fed a control (14%
protein-C) or a protein-restricted (6% protein-R) diet for 6 weeks. Afterward, mice received a
high-fat diet (HFD) for 8 weeks (CH and RH) with or without 5% TAU supplementation after
weaning on their drinking water (CHT and RHT). HFD led to glucose intolerance and
peripheral insulin resistance in both groups, CH and RH. In addition, HFD increased glucose-
stimulated insulin secretion (GSIS) in isolated pancreatic islets of the same groups.  This
increment was associated with increased in pyruvate carboxylase (PYC) protein expression
and generation of NADPH. TAU supplementation prevented this increment on GSIS, by
modulation PYC expression as well as NADPH production only in CHT pancreatic islets. The
lack of effects of TAU supplementation was most likely due to alteration of TAU transport,
since Taurine Transporter expression has not been increased in RHT mice as observed in CHT.
In conclusion, HFD led to increment on PYC expression and NADPH levels, which was
associated with increased glucose-stimulated insulin secretion in normal- and protein-restricted
obese mice. Moreover, TAU prevented this outcome in CHT mice only. Protein malnutrition
followed by HFD feeding impairs this effect due to reduced Taurine Transporter expression in

pancreatic islets.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS
Artigo 1
Table 1. Taurine prevented weight gain, fat accumulation, hyperglycemia and
hyperinsulinemia in control mice fed a HFD
Figure 1. Taurine prevented increased glucose-stimulated insulin secretion as
well as NADPH fluorescence levels in control mice fed a HFD
Figure 2. Taurine prevented increment in glucokinase and pyruvate carboxylase
protein expression in control mice fed a HFD
Figure 3. Inhibition of pyruvate carboxylase prevented increment on glucose-
stimulated insulin secretion induced by HFD
Figure 4. Taurine prevented increment on PGC-1a and Tfam protein expression
in control mice fed a HFD
Figure 5. HFD increased Taurine transporter protein expression, pancreatic islets’
Taurine content and plasma interleukin-6 levels
Figure 6. Interleukin-6 increases Taurine transporter protein expression in
isolated pancreatic islets
Artigo 2
Figura 1. Taurina preveniu intolerancia a glicose e a insulina induzida por dieta
rica em gordura em CHT
Figura 2. Taurina preveniu reducdo da sensibilidade muscular a insulina apesar
do maior acumulo de triacilgliceréis em CHT
Figura 3. Taurina preveniu reducdo na expressdo de enzimas do metabolismo
glicolitico e mitocondrial em CHT
Figura 4. Dieta rica em gordura reduziu os niveis de intermedidrios do clico dos
acidos tricarboxilicos
Figura 5. Taurina aumenta a fosforilacio de AMPK e ACC em miusculo
gastrocnémio
Figura 6. Taurina ndo reverte o quadro de inflexibilidade metabdlica induzida

por dieta rica em gordura



LISTA DE ABREVIATURAS
AIN — instituto americano de nutri¢ao
AKT - Proteina homdloga ao oncogene do timoma viral
AMPK - Proteina quinase ativada por AMP
ANOVA — Anilise de variancia
ATP — Trifosfato de adenosina
AUC - Area under curve
BW — Body weight
DM?2 — Diabetes mellitus tipo 2
DNA — Acido Desoxirribonucleico
GCK - Glucokinase
GLUT?2 — Transportador de glicose 2
GLUT4 - Transportador de glicose 4
GTT - Teste de tolerancia a glicose
HFD - High-fat Diet
IL-6 — Interleukin 6
iNOS — nitric oxide synthase
IR — Receptor de insulina
IRS-1 — Substrato 1 do receptor de insulina
ITT — Teste de tolerancia a insulina
KATP — Canal de K+ sensivel ao ATP
MCEF - Fatores de acoplamento metabdlico
mTOR — Alvo mecanistico da rampamicina
NEFA — Non-sterified fatty acid
NO - Oxido Nitrico
Ob — Camundongos obesos deficientes em Leptina
PAA — Acido fenilacético
PDX-1 — Homeobox duodenal e pancreatico
PGC-1a - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha
PI3K - Fosfatidil inositol 3-quinase
PKA - Proteina Quinase dependente de AMPc
PKC — Proteina Quinase C
PYC - Piruvato Carboxilase



STAT?3 — signal transducer and activator of transcription 3
TAG — Triacilglicerol

TAU — Taurine/Taurina

Tau-T — Taurine Transporter

TCA - Ciclo dos 4cidos tricarboxilicos

Tfam — Fator transcricional mitocondrial A

TNF-a — Fator de necrose tumoral-alfa



SUMARIO
1) INTRODUGAOQ ....oueeeeeecrenercsessessesessesssessessssessassssessssssssssssesssssssessssesssssssessesssseses 14

1.1 A SECRECAO DE INSULINA ......cceitttttriieeeeeeeiiitrreeeeeeeeeeeiirreeereeeeeesninsrsrseeseeeennessnseees 14
1.2 OS MECANISMOS INDEPENDENTES DOS CANAIS K+aT1p ENVOLVIDOS NA SECRECAO
DE INSULINA: O PAPEL DAS MITOCONDRIAS.........ccooiuieeitireeetreeeereeeeteeeeeseeeeeseeeeiseeesneens 15

1.3 MODULACAO DA PRODUCAO DOS MCFS E DA SECRECAO DA INSULINA NA

DESNUTRICAO PROTEICA E OBESIDADE ......ccccoiiuviieeeiiieeeeeireeeeeeitreeeeeeseeeeeeiaseeeeensseeeens 17
1.4 METABOLISMO MITOCONDRIAL E RESISTENCIA PERIFERICA A INSULINA ................ 19
1.5 A TAURINA ettt e e e e e e et e e e e e e e e et et e aaeeeeeeeaaeanaaeeeeeeeraannnnaaaeas 21
2) OBJETIVOS . eiecireeeeeccrnneeccsssneeccsssssescsssssasesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsassssss 23
20) GERAIS ..o 23
2.1.1. ESTUDO EM ILHOTAS PANCREATICAS ...cceoveeiiiiiiiieeieeeeee e 23
2.1.2. ESTUDO EM MUSCULO ESQUELETICO .....ccooviiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeee 23
3) ARTIGO L.....auuaeeeeeeeeeeeecrnneeccsssnneeccssssseccsssssasesssssssesssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssnnassssss 25

PROTEIN MALNUTRITION IMPAIRS TAURINE REESTABLISHMENT OF
GLUCOSE-STIMULATED INSULIN SECRETION INDUCED BY A HIGH-FAT
DIET DUE TO THE LACK OF INCREMENT IN THE EXPRESSION OF

TAURINE-TRANSPORTER PROTEIN .....ccciiniiriiininsnnssnncsnnnsssecssnssssnsssncssssessanes 25
ABSTRACT ..ttt 27
INTRODUCTION ..ottt et s 28
MATERIALS AND METHODS ......cooitiiiiiiiiiiieiieic ettt sttt s 29

Reagents and Diet COMPOSILION. ...........ccccueeeecuveeirieesreeesieeeieeeeiieessaeeesseeesseesnnnes 29
CS 7/BLO MICE ettt ettt ettt 29
Nutritional StATUS ASSESSIENL .........ccocueieiieeiiiieeiieesite ettt ettt 30
INSULITL SECTOIIOMN ...ttt ettt 31
TOtAl DINA CORIENL....c...eeeeiiiieieeteeeeee ettt ettt et 31
INAD(P)H fIUOTESCONCE........eeeeeeeeeieeeiieeeiieeeiieeeieeesieeesaaeenvaeeaaeesareessaeesnseeennnes 31
Measurement of Taurine Content in Pancreatic ISIets...............ccccueeeecveeeeeccueeeeann. 32
WeStern DOt QRALYSIS ............uueeeeeeeeiiieeiiiiee et et etee e et e e e e e e e ava e e e e eaaeas 32
STATISTICAL ANALYSIS ...ttt e rve e et eeaae e e aae e s baeesaseeeensee s 33

RESULTS ettt et e e et e e et e e e et aae e e e taaeseetaaeseeeaaeseeaaneseenans 33



Taurine prevented weight gain, fat accumulation, hyperglycemia and
hyperinsulinemia in control mice fed a HFD...............ccccooveeeeceeeeeiiancieeeceeeenennn 33
Taurine prevented increased glucose-stimulated insulin secretion as well as
NADPH fluorescence levels in control mice fed a HFD...................cccouveeeeveeeeann. 33
Taurine prevented increment in glucokinase and pyruvate carboxylase protein
expression in control mice fed a HFD .............cc.cccoueeevieiiuieeeiiieecieeeeieeecieesieeenns 34
Inhibition of pyruvate carboxylase prevented increment on glucose-stimulated
insulin secretion iNAUced DY HFD..................ccccouuiieeeuiieeeiiiieeeeiiieeeeeieeeeeeiaee e e 35
Taurine prevented increment on PGC-1a and Tfam protein expression in control
TECE fEA A HEFD ...........oooeieeiiieeieeeieeeee et sve e e sva e etaeesaaeessaaeesnsaeessseesnnsee s 37
HFD increased Taurine transporter protein expression, pancreatic islets’ Taurine
content and plasma interleukin-6 levels.............cccccoevevueiieeiiiieeesiiieeeeecieeeeecieeen 38

Protein expression profile in pancreatic islets from leptin-deficient mice (Ob)

supplemented OF ROt With TAU............coccveeecuieeeiieeiiieeeieeeeiee e eveeeireesaeeseaee s 39
Interleukin-6 increases Taurine transporter protein expression in isolated
PANCTEALIC ISLOLS........vveeeeeieeeeeeiee e eeeitee e e e tee e e et e e e e ta e e e e stbeeeesasaaeeeessseeeesnsseeeeas 40
DISCUSSION .....oiiiiiiiiiiiiiiieiice ettt 40
ACKNOWLEDGEMENTS.......otiiiiiiiiiiiiiiiesie ettt ettt et s ae e s sneesaneeas 43
LEGENDS ...ttt ettt sttt st e 44
4) ARTIGO 2u.uuucueieeinecnnsensnecssnssncssesssnssssssessssssssssssssssssessssssssssssssssasssssssssssssssssssssassans 52

DESNUTRICAO PROTEICA IMPEDE A RESTAURACAO DA
SENSIBILIDADE MUSCULAR A INSULINA INDUZIDA POR TAURINA VIA
MODULACAO DA EXPRESSAO DA PIRUVATO CARBOXILASE E DOS
NIVEIS DE OXALACETATO EM CAMUNDONGOS DESNUTRIDOS E

ALIMENTADOS COM DIETA RICA EM GORDURA .......cievirecseecseesecsaccsasanne 52
| I 230) D16 [7.N 0 RO 53
OBIETIVO ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt st b e et sae ettt s e bt eanesaeeaeennes 55
MATERIAIS E METODOS .....cooouiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiceie et 55

ATLITIATS .ottt ettt e ettt e s ettt e e ettt e e e s bbb e e e s enbbeeeennraeeens 55
Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (IPGTT) .......oeeeeeeeeeceeeeceeeniieenieeens 56
Teste intraperitoneal de tolerancia a insuling (ipITT) .........ccccueeeeveeeeeeencveenreeans 56

Determinacgdo da taxa respiratoria de camundongos/Avaliacdo da taxa metabdlica

DASAL (RESPIFOMEITIQ)........vveeeeeeeieeeeiiieeeecee e e e e ettt e e e e e e e aaaeeesnaaeeeesnsaaaeas 56



Determinacdo da concentragcdo de metabdlitos do ciclo dos dcidos tricarboxilicos

................................................................................................................................. 56
Determinacdo da concentragdo de proteina e triacilgrlicerois totais miisculo
GASITOCHCIIO «..vevveeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeetttteeeeeeee s aateeeaeeesessssssseaeaassssasssnssseaaeasssesnsnnnes 57
WESLETTL BLOE ...ttt ettt et e s e et e e st e e s sseeesnseeennseeennes 57
ANGLISE @STALISTICA. «..vveeeveeeeeieeieeeieeeeeeeeiteeeteeesaeeesaeeesaaeessteesaseessaeessseeensseennns 57
RESULTADOS ..ottt st 57

Taurina preveniu intolerdncia a glicose e a insulina induzida por dieta rica em
OFAUTA €M CHT ...ttt ettt et e e e e e e ebae e snaeeenns 57
Taurina preveniu reducdo da sensibilidade muscular a insulina apesar do maior
actimulo de triacilglicerois em CHT ...............cooeceuveeeeeciiieeeiiiieeeeiieeeeeeieeeeeevaeae s 59
Taurina preveniu reducdo na expressdo de enzimas do metabolismo glicolitico e
MILOCONATIAL @1 CHT ..ottt 60
Dieta rica em gordura reduziu os niveis de intermedidrios do clico dos dcidos
ITICATDOXTIICOS ...veeeeeeee ettt e e et e e e e e aae e enabeesnsaeeenseeensseeenns 61
Taurina aumenta a fosforilacdo de AMPK e ACC em miisculo gastrocnémio....... 62

Taurina ndo reverte o quadro de inflexibilidade metabdlica induzida por dieta rica

€I GOTAUTA .ottt e et e e et e e st e et e e e sbeeasseeessseesnsaaessseeeasseeenns 63
DISCUSSAD ..coeivieiiieeeiieeeeiee et e ettt e e tteeetteessteeessseeenssaeesssaeasseeesseeasssessnsseesseeensseeenns 65
CONCLUSAO. ...ttt ettt ettt e et e e st e e st e e e sab e e e sabeeebbeessbeesabbeesbbeesabeeesabaeenns 68
REFERENCIAS .....eeittiitteitett ettt ettt sttt ettt sttt st sb ettt sae et e bt e bt et e eaeenaeenees 70

5) CONSIDERA COES FINALIS .....cvcevueeueeressessessesssssessssessssessessessessessessessessssessessssens 79

6) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ovevvurenenssenssensssssssssssssesssesssasssssssssssens 82



14

1) INTRODUCAO

Segundo a organiza¢do mundial da saide (OMS), a prevaléncia de obesidade vem
aumentando ao longo das ultimas décadas ao redor do mundo. J4 em 2008, mais de 1,4
bilhdes de pessoas com mais de 20 anos de idade apresentavam sobrepeso e dessas, cerca de
10% eram obesas. Em 2013, um estudo desenvolvido em 188 paises apontou que 2,1 bilhdes
de pessoas, ou seja, 30% da populacdo mundial apresentava sobrepeso ou obesidade (Ng et
al., 2014).Essa tendéncia também € observada entre criangas e os valores sdo alarmantes.
Projecdes apontam que em 2020 cerca de 9% das criancas em idade pré-escolar serdo
sobrepesadas ou obesas (De Onis et al, 2010). Os dados atuais, mostram que
independentemente da nacao, desenvolvida, em desenvolvimento ou sub-desenvolvida, todas
falharam em reduzir a prevaléncia de obesidade nas tltimas 3 décadas (Ng et al., 2014).

Comumente a obesidade estd associada a outras patologias como, hipertensao
arterial, desordens cardiacas, problemas respiratérios, artrite, doenca circulatria venosa,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), ndo dependente de insulina e, alguns tipos de cancer
(Eckersley, 2001; Grundy et al., 2004). O DM2 caracteriza-se pelo quadro de hiperglicemia
que resulta de uma disfun¢ao das ilhotas pancredticas, que se manifesta como a secre¢ao de
insulina prejudicada diante do quadro de resisténcia a este hormoénio (Kahn, 2003).

Outro fator de risco que ainda atinge intimeros paises, especialmente pobres e em
desenvolvimento, é a ma nutricio em criangas. Embora, segundo a OMS, a prevaléncia de
desnutricdo vem reduzindo em paises que enfrentam o problema, cerca de 95 milhdes de
criangas abaixo dos cinco anos de idade estavam desnutridas em 2014. Uma série de estudos
epidemiol6gicos apontam que md nutricio especialmente em fases iniciais do
desenvolvimento estdo associadas com maior risco de desenvolvimento de obesidade e DM2
na vida adulta (Ravelli er al.,, 1998; Ozanne and Hales, 2002). Hales & Barker (2001)
postularam a hipdtese do fenétipo econdmico, na qual afirmam que diante de exposicdes a
restricdo nutricional, alteragdes na homeostase glicémica, possivelmente permanentes,
favoreceria, em um primeiro momento, o fornecimento de nutrientes para tecidos periféricos
sem afetar glicemia e composicao corporal (Hales and Barker, 2001). O pancreas enddcrino é
especialmente afetado por tais adaptacdes, levando ao desenvolvimento inapropriado das
células beta-pancredticas, produtoras de insulina, o que favoreceria o desenvolvimento futuro
do DM2 (Hales and Barker, 1992).

1.1 A secrecao de insulina

A secre¢do de insulina € induzida por diversos nutrientes, neurotransmissores e

hormoénios peptidicos. No entanto, seu principal secretagogo € a glicose (Gao et al., 2003;
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Macdonald et al., 2005). As células beta-pancredticas funcionam como sensores de glicose do
organismo, modulando de maneira fina a secre¢do de insulina em fun¢do das variacdes na
concentracao de glicose plasmatica.

A secrecdo de insulina em resposta a glicose apresenta uma caracteristica
bifdsica. A primeira fase acontece minutos apds o inicio da estimulagdo, cessando logo em
seguida. Atualmente acredita-se que o mecanismo dependente dos canais de potdssio
sensiveis ao ATP (K+atp) seja o principal responsavel pela modulacdo desta fase. A segunda
fase da secrecao do hormoénio, por outro lado, comeca algum tempo depois do final da
primeira e tem como caracteristica um aumento gradual da secrecdo da insulina até seu auge.
Essa etapa da secrecdo da insulina € marcadamente mais longa (Straub and Sharp, 2004) e
mecanismos denominados independentes dos canais de K+atp s@o postulados como os
principais responsaveis pela manutencdo desse processo (Maechler et al., 2006). Neste
sentido a mitocondria, importante organela do metabolismo energético intracelular, tem papel
de destaque.

1.2 Os mecanismos independentes dos canais K+atp envolvidos na secreciao de
insulina: o papel das mitocondrias

Nas células beta pancreaticas, as mitocondrias possuem papel fundamental na
integracdo e na geracdo de diversos fatores de acoplamento metabolico (MCFs). O
acoplamento entre a glicélise, e 0 metabolismo mitocondrial nessas células € favorecido pela
baixa atividade da lactato desidrogenase (LDH), que converte o piruvato (produto final da
glicélise) em lactato no citosol, o que faz desta enzima, um imporatante passo modulatério
para a secre¢do de insulina induzida por glicose (SIIG) (Sener et al., 2001). Assim, a elevada
producdo dos intermedidrios do ciclo dos dcidos tricarboxilicos (TCA) nas células B do
pancreas foi associada com aumento na producao oxidativa de energia e secrecdo de insulina
(Fransson et al., 2006; Macdonald et al., 2008). Apesar do importante papel do ATP, a
regulacdo da secre¢do de insulina por outros MCFs, incluindo malonil-CoA, NADPH,
glutamato e diacilglicerol também foi demonstrada, sugerindo a existéncia de um processo
complexo para o ajuste fino da regulacdo da secrecdo de insulina (Macdonald er al., 2005;
Jitrapakdee et al., 2010; Maechler, 2013). Neste sentido, uma série de lancadeiras que atuam
na amplificacdo da SIIG através da sintese dos MCFs, ja foram propostas (Macdonald et al.,
2005). O aumento na razdo NADH:NAD" citosdlico ocasionando inibicdo da glicélise, aliado
a baixa expressdao da LDH nas células beta pancredticas, faz com que estas células possuam
alta atividade de duas lancadeiras para regenerar NAD" no interior das mitocdndrias. Com

papel importante nesse processo, as lancadeiras de glicerol-3-fosfato e a malato-aspartato
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parecem atuar de forma sinérgica (Eto et al., 1999). Apesar de papel de destaque, essas ndo
sdo as Unicas, mas outras langadeiras também desempenham papel na regulacio da secrecio
de insulina induzida por glicose (SIIG). Uma série de lancadeiras dependentes de piruvato
como a piruvato-malato, piruvato-isocitrato e principalmente a piruvato-citrato sdo propostas
na literatura (Macdonald et al., 2005; Prentki er al., 2013). Estas lancadeiras amplificariam o
sinal da SIIG através do aumento na concentragdo dos MCFs, acoplando o metabolismo da
glicose a secrecdo de insulina. A enzima mitocondrial piruvato carboxilase (PYC) tem papel
fundamental nesse processo e a sua importancia para o processo de secre¢do de insulina
ganhou destaque nos ultimos anos (Farfari et al., 2000; Fransson et al., 2006; Xu et al., 2008).
AlteracOes na atividade ou expressdo da PYC foram associadas a alteracdes na producdo de
citrato, oxalacetato e malato, refletindo em alteragdes na SIIG (Liu et al., 2005; Xu et al.,
2008).

Outro MCEF relevante para a modulagcdo da SIIG pelas células beta pancreédticas é
o NADPH. Nessas células, as lancadeiras mitocondriais, parecem desempenhar papel
importante na producdo de NADPH (Farfari et al., 2000). A exportacdo de citrato a partir da
mitocondria serve como um sinal de abundancia de substratos energéticos, participando do
processo de acoplamento estimulo-secrecdo de insulina. Uma vez no citosol, os ciclos de
metabolitos dos quais o citrato participa produzem NADPH (Farfari et al., 2000). Esse MCF
comegou a ganhar destaque como fator de acoplamento metabdlico a mais de trés décadas
(Watkins, 1972; Watkins and Moore, 1977). Entretanto, experimentos mais recentes deram
suporte a essas propostas mostrando a extrusdo direta de granulos contendo insulina ap6s o
fornecimento de NADPH as células beta pancreaticas (Ivarsson et al., 2005). Além disso, a
razdo NADPH/NADP+ medeia a rdpida inativacdo de canais de potdssio, regulando canais do
tipo Kv2.1, favorecendo a secrecdo de insulina (Macdonald et al, 2003). Ainda, o
silenciamento da expressdo génica da PYC reduz drasticamente a razio NADPH/NADP+ em
linhagem de células beta INS-1 e células beta pancreaticas de ratos. Por outro lado, a
superexpressao dessa enzima aumentou essa razao sugerindo um possivel ponto de modulacio
da SIIG envolvendo a PYC e NADPH (Xu et al., 2008). Esses dados reforcam a papel
fundamental desta enzima na modulagdo da SIIG.

Nao somente o0 metabolismo mitocondrial e sua relagdo com a SIIG tem sido alvo
de pesquisas nos ultimos anos, mas também a relacdo entre massa, nimero e taxa de
biogénese mitocondrial vem ganhado destaque. Biogé€nese mitocondrial em resposta a
estimulos ambientais/nutricionais tal como a desnutricdio € uma adaptacdo intracelular

importante. Entretanto, esse processo e sua relacdo com a modulacdo da SIIG em ilhotas
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pancredticas ndo estdo totalmente esclarecidos e ainda € alvo de muitas controvérsias. Cheng
e colaboradores (Cheng et al., 2010), mostraram que a reducdo na expressio de Fator
Induzivel por Hipoxia-1o (HIF-1a), em ilhotas pancredticas de camundongos e humanos, esta
associada a reduc@o de enzimas importantes para o metabolismo glicolitico, da produgdo de
ATP e consequentemente com a reducdo da SIIG. Semelhantemente, a reducdo da expressao
de ARNT1 (também conhecido como HIF-1p) leva a reducdo da expressao de PGC-1a (do
inglés, Peroxisome activator proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 o), HIF-1a,
glicoquinase, PYC, piruvato desidrogenase, bem como diversos fatores de acoplamento
metabodlico os quais estdo associados a modulagdo da SIIG (Pillai et al., 2011). Esses achados
sdo reforcados por dados mostrando que o silenciamento da expressdo do Tfam (do inglés,
Transcriptor fator A), e a redug¢do na expressdo do PGC-la foi associada a reducdo na
secrecdo de insulina no DM2 (Silva et al., 2000; Patti et al., 2003; Ling et al., 2008; Gauthier
et al., 2009). Esse tema € alvo de controvérsias uma vez que foi proposto que a atividade do
PGC-1a pode reduzir a SIIG. Este efeito parece estar associado ao aumento da expressdao da
UCP2 o que por sua vez reduz a producao de ATP e consequentemente a secrecao de insulina
(Yoon et al., 2003; Oberkofler et al., 2006; Jiang et al., 2010).

1.3 Modulacao da producao dos MCFs e da secrecido da insulina na desnutricio
protéica e obesidade

A restricdo protéica precoce leva a uma reducdo da SIIG (Arantes et al., 2002; Da
Silva et al., 2010; Batista et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa e outros vém contribuindo
significativamente com dados nesta drea, mostrando uma série de alteracdes moleculares
induzidas por dieta hipoprotéica, associadas a reducdo na SIIG (Zoppi et al., 2010; De
Oliveira et al., 2011). No entanto, as alteragdes nos mecanismos metabdlicos de controle da
SIIG, em condi¢des de desnutricao protéica, permanecem pouco conhecidas.

Recentes pesquisas sobre o tema mostraram que a desnutricdo protéica induz
alteracOes ja na fase inicial da regulagdo metabdlica da SIIG, reduzindo o conteiudo de
GLUT?2 e da glicoquinase em ilhotas pancredticas (Soriano et al., 2010). Além do mais, foi
observada redu¢do no fluxo de importantes langadeiras envolvidas na cataplerose/anaplerose,
como a langadeira de glicerol-3-fosfato, em células beta pancredticas (Sener et al., 1996),
possivelmente ocasionado por uma baixa atividade da enzima glicerolfosfato desidrogenase
dependente de FAD (GPDH) (Rasschaert et al., 1995). Em acordo com esses dados, nosso
grupo de pesquisa mostrou que ilhotas isoladas de ratos submetidos a dieta hipoprotéica
apresentaram redu¢do na oxidagao da glicose (Filiputti et al., 2010) o que pode ser outro fator

contribuinte para reducdo da SIIG nesses animais.
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Foi observado ainda, menor expressdo da malato desidrogenase, enzima que
participa da lancadeira piruvato-malato, e também da ATP-sintase (Theys ef al., 2009). A
hipétese de reduzida capacidade anaplerdtica das células beta pancredticas em situacdo de
desnutri¢do proteica € suportada também por evidéncias indiretas que relacionam a regulacdo
da sintese de insulina a cataplerose do succinato e/ou succinil-CoA (Alarcon et al., 2002;
Attali et al., 2000).

Outra alteracdo importante no metabolismo mitocondrial relacionado a secrecio
de insulina observada em animais desnutridos € a reducao do malonil-CoA (De Barros Reis et
al., 2008). Adicionalmente, nosso grupo demonstrou redu¢cdo no conteido e funcdo da
glutamato desidrogenase (GDH) (Da Silva et al., 2010; Da Silva et al., 2012).

Portanto, os dados disponiveis sugerem que a desnutricdo protéica reduz a
producdo dos MCFs, alterando mecanismos que estdo diretamente relacionados ao processo
de secre¢do de insulina. No entanto, os mecanismos moleculares responsdveis por tais
alteracOes ainda € desconhecido.

Assim como o quadro de restricdo protéica, o desbalanco no metabolismo
energético relacionado ao acimulo de gordura apresenta relagdo com altera¢des na modulacdo
da SIIG. Alteracdes no acoplamento entre a glicélise e o metabolismo mitocondrial de células
beta-pancredticas vém sendo apontadas0 como um dos fatores relacionados ao
desenvolvimento do DM2. Neste sentido, diversos modelos experimentais de obesidade e
diabetes mostram altera¢des no metabolismo da glicose nas células beta, tais como reducao do
conteido do GLUT?2, redugdo na expressao da glicoquinase (baixa afinidade pela glicose) e
subsequente aumento na expressdo da hexoquinase (alta afinidade para glicose). Além do
mais, acredita-se que o aumento na expressdo da LDH, aliada a reducdo da gliceraldeido-3
fosfato desidrogenase, sejam dois dos fatores responsaveis pela perda do acoplamento entre as
duas vias metabdlicas, que tem como resultado um aumento na oxidac¢ao do piruvato a lactato
no citosol (Macdonald ef al., 1996; Jonas et al., 1999; Lu et al., 2008), diminuindo assim a
oferta de substrato para as lancadeiras dependentes de piruvato e suas subsequentes reacoes.
Em adicdo, o desacoplamento influenciado pela reducdo das vias anaplerdticas foi
demonstrada pela menor expressdo de varias enzimas que modulam as lancadeiras
dependentes de piruvato, prejudicando a sintese dos MCFs e consequentemente a secrecao de
insulina em diabéticos obesos (Maechler et al., 2006; Macdonald er al., 2009). Diferentes
modelos de obesidade e diabetes mostraram alteragdes nos niveis de diferentes metabdlitos

relacionados a modulagdo da SIIG e associado a isso alteracdes na expressio da PYC
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(Yoshikawa er al., 2001; Liu et al., 2002; Fransson et al., 2006; Xu et al., 2008) e na
producdo de NADPH (Xu et al., 2008).

1.4 Metabolismo mitocondrial e resisténcia periférica a insulina

O aumento na concentra¢io plasmadtica de insulina induz uma série de alteracdes
no metabolismo das células musculares (Whiteman et al., 2002; Youngren, 2007).

O mecanismo da resisténcia a insulina (RI) associa-se a disfuncdo de diversos
componentes da cascata de sinalizagdo deste hormonio. O receptor de insulina (IR) possui
atividade tirosina quinase, a qual possibilita a fosforilacio de substratos do receptor de
insulina (IRS) 1 e 2 apds a ligacdo da insulina a subunidade alfa de seu receptor. Os IRS
desempenham papel fundamental para a sinalizacdo da insulina (Kasuga, Karlsson, et al.,
1982; Kasuga, Zick, et al., 1982; Sun et al., 1991; Araki et al., 1994; White, 2002), pois,
iniciam uma cascata de sinaliza¢do envolvendo diferentes tipos de mediadores. A ativag¢ao dos
componentes da via de sinaliza¢do da insulina induzira a translocacio dos transportadores de
glicose responsivos ao hormonio (GLUT4) para a membrana das células musculares
facilitando a captagcdo do carboidrato (Katagiri et al., 1996; Tanti et al., 1996; Frevert and
Kahn, 1997). A resisténcia muscular a insulina caracteriza-se pela reduzida capacidade em
captar glicose sob a acdo deste hormdnio (Defronzo et al., 1981), a qual estd associada a
disfun¢do do IR e outros componentes de sua cascata de sinalizagdo (Chang et al., 1995;
Goodyear et al., 1995; Bjornholm et al., 1997; Cusi et al., 2000), tal como observado em
sujeitos obesos (Goodyear et al., 1995) e com DM2 (Bjornholm et al., 1997), os quais
apresentam baixos niveis de fosforilagdo do IRS-1.

Anormalidades na via de sinaliza¢@o de insulina foram observadas em estados de
desnutri¢do e obesidade. O déficit na sinalizacdo do hormodnio ocorre em associacdo com 0
excesso de actimulo intracelular de lipidios, indicando uma correlagdo direta entre as duas
condi¢cdes (Savage et al., 2007). Essa relacio é observada em quadros de resisténcia a
insulina, como obesidade, DM2 e lipodistrofias (Savage et al., 2007). Reforcando esses
achados, a infusdo de lipidios por vdrias horas € capaz de induzir agudamente resisténcia a
insulina (Yu et al., 2002; Holland et al., 2007).

Nas ultimas décadas duas grandes teorias apontam mecanismos metabdlicos
diferentes para a instalacdo da resisténcia muscular a insulina. A primeira sugere que a
resisténcia muscular a insulina se instala devido a reducdo na capacidade mitocondrial em
captar e oxidar espécies lipidicas provenientes da dieta (Ruderman et al., 1999; Morino et al.,
2006). Em humanos, a incapacidade da insulina em induzir a captacdo de glicose foi

associada com uma funcido mitocondrial prejudicada (Stump er al., 2003; Petersen et al.,
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2004; Asmann et al., 2006), incluindo redu¢do no tamanho e nimero desta organela (Kelley et
al., 2002). O modelo proposto para a instalacao da resisténcia a insulina baseia-se na proposta
de que o fluxo de dcidos graxos de cadeia longa (AGCL) provenientes da circulagdo ou
mesmo de estoques intramusculares de lipidios (LIM) € desviado da Carnitina
Palmitoiltransferase-1 (CPT1). A CPT1 € a enzima que catalisa o passo indispensdvel e
limitante para a oxidacdo de 4cidos graxos (beta-oxidacdo), uma vez que possibilita o
transporte dessas moléculas para o interior da mitocondria, levando ao actimulo dessas
moléculas no citosol, favorecendo assim a instalagao da resisténcia a insulina (Yu et al., 2002;
Holland et al., 2007).

As andlises da geracdo dessas moléculas associadas a lipotoxicidade
intramuscular embasam a ideia de que a redugdo na capacidade mitocondrial seja responsavel
pela instalacdo da resisténcia muscular a insulina. Associado a isso, estudos buscam encontrar
marcadores moleculares que possam fornecer informagdes sobre o estado metabdlico
muscular e sua associagdo com a resisténcia a insulina. Nesse sentido, componentes do ciclo
dos 4cidos tricarboxilicos (TCA) (Lebon et al., 2001; Befroy et al., 2007) e componentes
associados a biogénese mitocondrial, tais como PGC-1a e Tfam, podem ser analisados a fim
de se caracterizar os mecanismos que delineiam esse processo (Larsson er al., 1998;
Puigserver et al., 1998).

Entretanto, outros achados t€ém dado suporte a uma nova linha de raciocinio. Um
estudo com ratos Zucker diabéticos, magros e obesos, mostrou que apesar do maior acimulo
de LIM em ratos obesos, a funcdo mitocondrial foi compardvel aos niveis observados em
animais magros e, além disso, os animais obesos mostraram um aumento na taxa de oxidagdao
de 4cidos graxos de cadeia longa em detrimento de reducdo deste processo (De Feyter et al.,
2008). Em modelos animais com disfun¢do mitocondrial, tais como, o knockout para LC-CoA
desidrogenase, o knockout musculo especifico para PGC-1a e camundongos com prejuizo na
cadeia de fosforilagdo oxidativa mitocondrial ndo apresentaram resisténcia a insulina
(Handschin et al., 2007; Pospisilik et al., 2007; Zhang et al., 2007). Além desses, outros
trabalhos tem mostrando que manipulagdes genéticas que aumentem o acimulo intracelular
de lipidios nao necessariamente resultam em resisténcia a insulina (An et al., 2004; Monetti et
al., 2007). Choi e colaboradores (2008) mostraram que a superexpressao musculo-especifica
de PGC-1a agravou o quadro de resisténcia muscular a insulina quando camundongos foram
alimentados com dieta rica em gordura (Choi et al., 2008), além de aumentar o acimulo de

lipidios intramuscular (Summermatter et al., 2010).
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Esses achados estdo de acordo com evidéncias de que o excessivo suprimento de
lipidios para a mitocondria, associado a um aumento na taxa de oxidagdo de lipidios resulta
em um déficit na capacidade de oxidar as moléculas de dcidos graxos de forma completa, o
que € motivado por um TCA que funciona de maneira insuficiente. Esse conceito de beta-
oxidagdo incompleta ganhou forca diante da observacdo dos niveis aumentados de
acilcarnitinas de cadeia longa (ACCL) em pacientes diabéticos tipo 2 (Muoio and Koves,
2007; Adams et al., 2009; Mihalik et al., 2010).

1.5 A Taurina

A taurina (TAU), ou 4cido 2-aminoetanossulfonico, € um aminodcido que contém
enxofre e estd presente em altas concentracdes em neonatos, principalmente no cérebro.
Estudos epidemioldgicos mostraram que pacientes diabéticos apresentam reduzidos niveis
circulantes de TAU, sugerindo deficiencia de ingestdo ou de sintese deste aminodcido
(Franconi et al., 1995; De Luca et al., 2001).

O transporte de TAU para o interior dos diferentes tipos celulares se dd por meio
de dois tipos de transportadores o Tau-T e PATI1, sendo o primeiro o responsavel por quase
toda a quantidade deste aminodcido que € enviada ao meio intracelular (Jacobsen and Smith,
1968). Tau-T € um transportador de baixa capacidade e altissima afinidade para TAU cuja
regulacdo aguda se da por: a- inibicdo através de acidificacdo do meio, inchago osmético
celular, aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e via ativacdo da
proteina quinase C (PKC) (Hoffmann and Lambert, 1983; Lambert and Hoffmann, 1993;
Voss et al., 2004; Hansen et al., 2012); b- ou ativacdo, através da atividade da proteina
quinase A dependente de cAMP (PKA) (Mollerup and Lambert, 1996; 1998). A reducao em
longo prazo da expressdo deste transportador pode ser induzida pela ativacdo da proteina
supressora de tumor p53, TAU ou por hipotonicidade (Voss et al., 2004). Por outro lado, foi
sugerido que a hipertonicidade, através da ativacdo da mTOR (Lambert et al., 2014), que por
sua vez levaria aumento na resposta de elementos responsivos a tonicidade ativando vias que
resultam no aumento da expressdo do Tau-T. Além destes, outros fatores foram propostos
como contribuidores para o aumento no transporte de TAU por aumentar a expressdo gé€nica
de Tau-T, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e 6xido nitrico (NO) (Bridges et al.,
2001; Kang et al., 2002; Mochizuki et al., 2002), fatores que apresentam seus niveis alterados
em quadros como desnutri¢ao e sindrome metabdlica.

Estudos mostram que a administracdo desse aminodcido durante o

desenvolvimento de camundongos causa aumento no nimero € no tamanho das ilhotas sem
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afetar a por¢do exdcrina do 6rgao (El Idrissi et al., 2009). Além do mais, TAU parece ter um
efeito protetor contra apoptose induzida por streptozotocina (Lin et al., 2013).

Nosso laboratério tem demonstrado que o tratamento com TAU, in vivo (2,5% na
agua de beber) e in vitro, em ilhotas de Langerhans aumenta a sensibilidade das células beta a
glicose, e promove maior localizacao do fator de transcricdo de ilhotas de Langerhans (PDX-
1) em nitcleos destas células (Carneiro ef al., 2009). O tratamento in vivo com TAU também
aumenta a tolerancia a glicose e insulina além de aumentar a captacdo de cdlcio e expressao
da subunidade B2 do canal de cdlcio voltagem-dependente em ilhotas de Langerhans (Ribeiro
et al., 2009).

Reusens e colaboradores verificaram, através de andlise de microarray,
diferenciacdo na expressiao de alguns genes, envolvidos principalmente no ciclo celular, em
ilhotas pancredticas de ratos submetidos a desnutricdo protéica. Entretanto a suplementagao
com 2.5% de TAU na agua de beber foi eficaz em restabelecer essas alteracdes (Reusens et
al., 2008) mostrando efeitos da TAU sobre a homeostase glicémica desses animais.

A TAU regula a homeostase glicemia/energética, atuando nos tecidos periféricos e
regulando expressoes de peptidios hipotalamicos. Recentemente um estudo com miotubos L6
mostrou que TAU aumenta a captacdo de glicose e esse efeito estd relacionado com a ativagao
de uma importante enzima do metabolismo energético, comumente relacionada a instalacdo
da resisténcia periférica a insulina, a AMPK, do inglés, AMP-actavated protein kinase
(Cheong and Chang, 2013). Além do mais, a TAU € capaz de melhorar hiperglicemia e
dislepidemia em modelo de obesidade e diabetes em roedores por reduzir a resisténcia
periférica a insulina (Kim et al., 2012). Entretanto em nossos trabalhos observamos que os
efeitos da TAU desaparecem em animais desnutridos que foram em seguida, alimentados com
HFD. Os mecanismos pelos quais esse aminodcido perde sua eficdcia nessa situagdo ainda

ndo foram esclarecidos.
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2) OBJETIVOS

2.1) Gerais

2.1.1. Estudo em Ilhotas Pancreaticas

Primariamente, investigamos se as alteragdes observadas na SIIG em nossos
modelos experimentais de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, previamente desnutridos
ou ndo, estdo relacionadas com mudancas na fun¢do da Piruvato Carboxilase, enzima ligada a
producdo de fatores de acoplamento metabdlicos, e a taxa de biogénese mitocondrial.
Secundariamente, investigamos se a auséncia de efeitos da TAU em animais desnutridos e
alimentados com dieta rica em gordura tem relacio com o transporte de TAU em ilhotas
pancredticas.

2.1.2. Estudo em Musculo Esquelético

Nesta parte do estudo, investigamos se as caracteristicas descritas pela hip6tese do
fenétipo econdmico favoreceriam a instalagdo da resisténcia muscular a insulina devido a
disfungdes metabdlicas em camundongos submetidos a restricdo proteica apds o desmame e
em seguida, alimentados com dieta hiperlipidica. Além disso, investigamos se a
suplementacdo com TAU seria capaz de prevenir tais alteracoes.

2.2) Estratégias experimentais

2.2.1. Estudo em Ilhotas Pancreaticas

* Avaliar o perfil secretério de insulina, bem como as variagdes
nas flutuagées de NADPH, em ilhotas pancredticas isoladas e estimuladas com
altas concentragdes de glicose em nosso modelo experimental;

e Avaliar a participacdo da piruvato carboxilase, bem como a
producdo de NADPH, na modulagdo da secrecdo de insulina de ilhotas
pancredticas isoladas e estimuladas por altas concentracdes de glicose;

e Avaliar o perfil de expressdao proteica de enziamas envolvidas
no metabolismo glicolitico e mitocondrial acoplado ao mecanismo de secrecio
de insulina, tais como glicoquinase, piruvato carboxilase, PGC-1a e Tfam;

* Avaliar a expressdo proteica do transportador de taurina, bem
como os niveis de taqurina em ilhotas pancredticas, a fim de investigar se a
auséncia de efeitos deste aminodcido em animais desnutridos é devido a
alteracdes no transporte de taurina em tecido muscular esquelético;

2.2.2. Estudo em Musculo Esquelético
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* Avaliar a taxa de fosforilacio da AKT bem como o acimulo de
triacilglicerdis em musculo gastrocnémio em nosso modelo experimental;

* Avaliar o perfil de expressio proteica de enzimas do
metabolismo glicolitico e mitocondrial, associadas a sensibilidade a insulina, tais
como fosfofrutoquinase-1, lactato desidrogenase, piruvato desidrogenase,
piruvato carboxilase e ATP-citrto liase em nosso modelo experimental;

* Avaliar a produg¢do de intermedidrios do ciclo dos é&cidos
tricarboxilicos, tais como a-cetoglutarato, oxalacetato e malato, em nosso
modelo experimental;

* Avaliar a taxa de fosforilagio de enzimas associadas a
modulacdo da flexibilidade metabdlica, tais como AMPK, ACC, PGC-la e
Tfam;

* Avaliar o coeficiente respiratério, a fim de caracterizar a fonte

de nutrientes preferencialmente oxidados em nosso modelo experimental;
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Abstract

Taurine (TAU) restores beta cell function in obesity; however, its action is
lost in protein malnourished rodents fed a high-fat diet. Here, we investigated the
mechanisms involved in the lack of effects of TAU in this model. Thirty days-old
C57BL/6 mice were fed a control (14% protein-C) or a protein-restricted (6% protein-
R) diet for 6 weeks. Afterward, mice received a high-fat diet (HFD) for 8 weeks (CH
and RH) with or without 5% TAU supplementation after weaning on their drinking
water (CHT and RHT). HFD increased insulin secretion through mitochondrial
metabolism in CH and RH. TAU prevented all those alterations in CHT only. The
expression of the Taurine transporter (Tau-T), as well as TAU content in pancreatic
islets, was increased in CH, with no effects on RH. Protein malnutrition programs beta
cells dysfunction and impairs TAU-induced restoration of mitochondrial metabolism
and biogenesis. This may be associated with modulation of the expression of Tau-T in
pancreatic islets, which may be responsible for the absence of effect of TAU in

protein-malnourished obese mice.

Key terms: Protein restriction, Obesity, Taurine supplementation, Pyruvate

Carboxylase

27



Introduction

Mitochondrial metabolism plays a key role in pancreatic beta cell (3 cells)
signaling by adjusting insulin stimulus/secretion coupling through the production of
metabolic coupling factors (MCFs) according to the demand of nutrients (1). Although
several metabolic pathways may participate in the generation of the MCFs (2-5),
consistent evidence shows pyruvate carboxylase (PYC) as a major mitochondrial
enzyme involved in this process (6, 7, 8). PYC participates in the pyruvate-citrate
cycle by acting on the amplification of insulin secretion as an anaplerotic enzyme; it
increases oxaloacetate production, tricarboxylic acid cycle (TCA) intermediates and
several MCFs, such as NADPH, malonyl-CoA, GTP, and long-chain acyl-CoA
production (9). Protein malnutrition during the perinatal period of life is associated
with increased risk of obesity, insulin resistance, and development of type 2 diabetes
later in life. According to the thrifty phenotype hypothesis, reduced availability of
nutrients during developmental stages favors metabolic programming that may disrupt
glycemic control after increased nutrient intake (10). Consistent with this evidence,
mitochondria dysfunction has been associated with early malnutrition-induced
metabolic programming (11). Mitochondrial dysfunction of [3 cells was already
reported in the adult offspring of malnourished dams, showing reduced insulin
secretion associated with lower ATP production and gene expression of various
mitochondrial pathways (12). Hence, reduced content of glutamate dehydrogenase
(GDH) protein in pancreatic islets was also associated with altered insulin secretion in
protein-malnourished rats (13); however, malnutrition programming of other
mitochondrial shuttles, such as the pyruvate/citrate cycle, have not been investigated
yet.

Taurine (TAU), a non-essential amino acid found at high concentration in
mammalian tissues, exerts several actions within the cells, including antioxidant
activity and mitochondrial metabolism (14, 15). Taurine accumulates in the cells
mainly through Taurine Transporter (Tau-T) (16). Tau-T activity is regulated in a
short-term and/or a long-term manner. Short-term activity may occur due to milieu
acidification, osmotic pressure, increased production of reactive oxygen species
(ROS), and activation of protein kinase C (PKC); all may lead to the inhibition of Tau-
T (17-20). In contrast, its activity increases via protein kinase A (PKA) action (21, 22).
Long-term activity includes hypertonicity that may increase the expression of Tau-T

through the activation of mTOR (mechanistic target for rapamycin) (23). In addition,
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the increased transport of TAU was also linked to the augmentation of the expression
of Tau-T, controlled by other factors such as tumor necrosis factor alpha (TNFa) and
nitric oxide (NO) (24-26). TAU supplementation restores [3 cell function and
morphology in obesity and malnutrition (27, 28). We also reported that when mice
were fed low-protein chow followed by a high-fat diet (HFD), the effects of TAU on
insulin secretion or peripheral insulin sensitivity were blunted (29, 30).

Considering the role of mitochondria on the coupling of the
stimulus/secretion of insulin and taking them as the intracellular site of metabolic
programming for the development of obesity and T2D, we thought that early protein
malnutrition followed by a high-fat diet might exacerbate mitochondrial dysfunction.
In addition, it is possible that the lack of effects of TAU in protein-malnourished mice
might be associated with alterations in the expression of Tau-T. Here, we have
assessed the functional and molecular mechanisms involved with changes in
mitochondrial metabolism, focusing on the participation of PYC as well as NADPH
production in pancreatic islets cells of malnourished obese mice, as well as the
possible effects of the amino acid TAU upon these parameters. Moreover, we
investigated the expression of Tau-T in isolated pancreatic islets. These findings might
contribute to identifying possible mechanisms by which early-life malnutrition
increases obesity and T2DM susceptibility and determine if TAU could participate in
this modulation.

Materials and methods
Reagents and Diet Composition

Phenylacetic acid was purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and
125]-1abeled insulin from Genesis (Sdo Paulo, SP, Brazil). Western Blot reagents were
purchased from Bio-Rad and antibodies from Cell Signaling and Santa-Cruz
Biotechnologies. All other reagents were purchased from Sigma Chemical (St Louis,
MO, USA), unless stated in the text. For diet details, see (31).

C57/BL6 Mice

The Animal Care Committee at UNICAMP approved all the experiments
involving animals (protocol number: 2827-1). Male 30-day-old C57BL/6 mice were
obtained from the breeding colony at UNICAMP and were maintained at 22 + 1 °C, on
a 12-h light-dark cycle, with free access to food and water. As represented on the
following scheme 1, mice were randomly grouped as follows: mice fed a regular-

protein diet (14% protein) (Control group: C, n=45) or mice fed a 6% protein diet
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(Restricted group: R, n =45). After 6 weeks, C and R groups were subdivided and
received or not a HFD (35% fat) for the following 8 weeks (CH and RH). Half of the
mice fed a HFD received 5% of TAU in their drinking water from the weaning until
the end of the experiment; the groups were named CHT and RHT.

Ob-Ob Mice

Male 30-day-old obese leptin-deficient mice (Ob-Ob) were kept at the
same conditions and fed a regular chow diet for 14 weeks without (Ob) or with 5%
TAU (ObT) in the drinking water. Mice (18 weeks-old) were euthanized in a CO>
chamber and decapitated for pancreatic islet isolation by collagenase digestion of the
pancreas, as previously described (32).

Scheme 1

30-Days Old
| | 4 weeks

B 4% Protein
I 6% Protein
36% Fat
I 5% Taurine (drinking water)
Nutritional Status Assessment

After overnight fasting, retroperitoneal cushions, and epididymal adipose
tissue were removed and weighed. Blood was collected in tubes containing an
anticoagulant. Plasma was separated by centrifugation at 1200xg for 15 minutes, and
part was stored at -20°C for later determination of insulin (by radioimmunoassay),
glucose (glucose analyser - Accu Check Advantage - Roche Diagnostic, Switzerland),

and interleukin-6 (IL-6) concentrations (the latter was measured using the Milliplex

KIT from Millipore, Billerica — USA, following manufacturer instructions).
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Insulin secretion
For static insulin secretion, pancreatic islets (groups of 4 islets per well)
were incubated for 45 minutes with Krebs-Bicarbonate buffer (KBB) with the
following composition (in mM): 115 NaCl, 5 KCI, 2.56 CaCl2, 1 MgCI2, 10
NaHCO3, 15 HEPES, supplemented with 5.6 glucose, 0.3% BSA, and equilibrated
with a mixture of 95% 02/5% CO; to give a pH of 7.4. After a 45-minute pre-
incubation period, the medium was removed and immediately replaced with fresh
KBB medium containing different glucose concentrations and with or without 5 mM
of the PYC inhibitor phenylacetic acid (PAA). After 1 hour of incubation, the medium
was removed, and the insulin concentrations were measured. Part of the incubated
islets was then harvested for measurement of the total insulin content (TIC). For that,
after 1 hour of incubation, the supernatant was removed, and then 1 mL of deionized
pure water was added to each sample, and the samples were sonicated twice for 15
seconds each time. Insulin concentration, from all samples was measured by a
radioimmunoassay (RIA) method using '?°I-labeled insulin as a tracer.
Total DNA Content
Groups of 20 islets were used for the measurement of the DNA content.
The DNA was extracted by the Trizol/Triton method (Santos et al., 2011). The
samples were measured using a DNA standard curve (Sybr-green fluorescence
detection).
NAD(P)H fluorescence
Isolated islets were washed with Krebs solution containing 5.6 mM
glucose and 3% bovine serum albumin (BSA) and then were maintained for 1 h in
aerated oven with 95% O 2/5% CO 2 at 37° C. Subsequently, islets were transferred to
glass slides pretreated with poly-lysine in a chamber that was thermostatically
regulated at 37°C on the stage of an inverted microscope (Nikon, UK) and perfused in
the presence of different stimuli. The generation of NADPH fluorescence was
recorded with an ORCA-100 CCD camera (Hammamatsu Photonics Iberica,
Barcelona, Spain) in conjunction with a Lambda-10-CS dual filter wheel (Sutter
Instrument Company, CA, USA), with an image acquired every 60 seconds. Islets
were initially kept under infusion for 5 minutes in Krebs containing 2.8 mM glucose.
After this period, the perfusate was replaced by another containing 22 mM glucose that
was infused over 10 minutes. Then, medium was added to 5 mM of phenylacetic acid

and recorded for 10 minutes. Finally, the islets were subjected to a perfusion solution
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containing 2.8 mM glucose for 5 minutes. Auto fluorescence of NAD(P)H was
obtained with excitation at 365 nm and emission at 445+25 nm, with an image
obtained every 3 seconds (33). As the fluorescence of NAD(P)H increases with the
number of cells, the results were normalized for each islet according to the
fluorescence of that obtained at 2.8 mM glucose.
Measurement of Taurine Content in Pancreatic Islets

The TAU content in pancreatic islets was measured after extraction of the
total amino acid content with 80% ethanol containing 0.1 M HCI. The mixture was
sonicated for 10 min and further homogenized for 1 h, followed by centrifugation at 10
600xg for 15 min. The supernatant was filtered through a Vivaspin 300 spin column
membrane; 40 uL of each sample was derivatized with phenylisothiocyanate [waters
pico-tag for free amino acids (WATO 10954 Ver4)], and 20 pL of the
phenylisothiocyanate derivatives was separated by chromatography using a Luna C-18
S 1, 250%4.6 mm column (00G-4252-EQ; Phenomenex, Torrance, CA, USA) at 50°C
in an HPLC system (SCL-10avp, CTO10avp, SPDm10avp; Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, MD, USA) with CLASS-VP 6.12 software. Solvent A was
ACN 60% and solvent B was sodium acetate 0.58 M + 5% of ACN. An amino acid
standard solution was derivatized and analyzed together with the samples, and
methionine sulfone was used as an internal control.

Western blot analysis

Western blot experiments were performed as previously described (34).
The lysate was placed in a 1.5 ml tube and mixed with lyses/anti-protease buffer
containing 7 mol/L. urea, 2 mol/L thiourea, 100 mmol/L Tris pH 7.5, 10 mmol/L
sodium pyrophosphate, 100 mmol/L sodium fluoride, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L
sodium vanadate, 2 mmol/ L PMSF, and 1% Triton-X 100. The islets were sonicated
twice on 15-second pulses. The extracts were then centrifuged at 12,600xg at 4 °C for
5 min to remove insoluble materials. The protein concentration in the supernatants was
assayed using the Bradford dye method (Bradford, 1976), with BSA as a standard
curve and the Bradford reagent (Bio-Agency Lab., Sao Paulo, SP, BRA). Protein
samples were separated on SDS-PAGE 8-10%, transferred to a nitrocellulose
membrane, and incubated with specific antibodies (Glucokinase - Sc-7908; Pyruvate
Carboxylase - Sc-49229; PGC-la - #42595 Cell Signaling; Tfam - Sc-376672;
GAPDH - Sc-25778; Taurine Transporter (Tau-T); phosphor- and total-STAT3 — Sc-
7993 (Tyr705); Sc-482; phospho- and total-AKT — Sc-135650 (Serd73); Sc-33437,;
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Sc-8312; phospho- and total-AMPKa #2535; #2532; Cell Signaling; alpha-tubulin
#3873; Cell Signaling) that were diluted 1: 1000, and subsequently detected by
exposure to chemiluminescent substance (luminol and peroxidase), followed by
detection in a GE Photoanalyzer. The quantification of the bands was performed by
densitometry, using ImagelJ software.
Statistical analysis

Results are presented as the mean + standard error of the mean. The data
were submitted to the Student t test or analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey post-test between the two large groups, controls and protein-malnourished
mice, by GraphPad PRISM ® version 5.0 software, using as confidence interval 95%.

Results

Taurine prevented weight gain, fat accumulation, hyperglycemia and
hyperinsulinemia in control mice fed a HFD

Mice from group R displayed reduced body weight compared with those
from group C (p<0.05; Table 1). Mice fed an HFD (both the CH and RH groups)
gained more weight and displayed increased epididymal and retroperitoneal fat
accumulation, when compared to C and R, respectively (p<0.05; Table 1). Tau
supplementation prevented weight gain and fat accumulation only in CHT mice.
(p<0.05, Table 1). CH mice became hyperglycemic and hyperinsulinemic during
fasting when compared with C mice (p<0.05, Table 1). Tau supplementation partially
prevented this increment on glycemia and insulinemia only in CHT mice (p<0.05,
Table 1).

Taurine prevented increased glucose-stimulated insulin secretion as well
as NADPH fluorescence levels in control mice fed a HFD

As observed in figure 1A, protein-malnutrition reduced by 60% the GSIS
at 22 mM glucose in R islets (p<0.05, compared to C). A HFD increased insulin
secretion in both CH (106% increased) and RH (227% increased) groups when
compared with C and R, respectively (p<0.05) (Figure 1A). Tau treatment prevented
HFD-induced increment on GSIS in CHT mice, as judged by the reduction of 45% on
secreted insulin compared with CH (p<0.05). Interestingly, no effects of TAU were
observed on RHT islets at this condition. Figure 1D shows that the increment on
NAD(P)H fluorescence at high glucose concentrations was approximately 50% higher
in CH compared with C (p<0.05) and RH when compared to R (p<0.05). This
increment was prevented by TAU treatment in CHT (figure 2C). Moreover, the total
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insulin content in CHT islets was lower than CH (p<0.05), as well as in R islets
compared with C (p<0.05) (figure 1C). No differences were found in the total DNA
content (figure 1B).

Figure 1
2.5+ ¢ 05 80
I CH 04
- CHT ’ & s &
< N R Bos3 5
. ] 2
g 201 mm RH £ N -
< Il RHT o 20
i 0.0 0
£ 1.5+ C CHCHT R RHRHT C CHCHT R RHRHT
= 1.
(o]
=
c g 16 &
o) g *
- .
o 1.0 I fe
o 30
) L3
I3
n g%’
[= & 12
S 0.5 3 #
2
= £
£
0.0- Di 1 I | | :g
28 mM 22.2mM c CH CHT R RH RHT

Figure 1: (A) Static insulin secretion from pancreatic islets isolated from
control (C), control + high-fat diet (CH), and control + high-fat diet + Taurine (CHT),
protein restriction (R), protein restriction + high-fat diet (RH) and protein restriction +
high-fat diet + Taurine (RHT), and incubated with 2.8 mM or 22 mM of glucose; (B)
Total DNA content, (C) Total insulin content of isolated pancreatic islets. (D)
Increment of NAD(P)H fluorescence comparing the stimulation of 22 mM of glucose
with 2.8 mM of glucose in perfused pancreatic islets. The bars represent the media +
SEM, p<0.05. *: significant differences compared to C, p<0.05; #: significant
differences compared to CH, p<0.05; &: significant differences compared to R, p<0,05
(One-way ANOVA plus Tukey’s post-test or Student’s t test).

Taurine prevented increment in glucokinase and pyruvate carboxylase
protein expression in control mice fed a HFD

A HFD increased the expression of two important metabolic enzymes
associated with modulation of GSIS in CH islets. Figure 2A shows that GK expression
was increased 2-fold compared with C (p<0.05). Tau treatment prevented this

increment in CHT islets, in which GK expression was 40% lower compared with CH
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(p<0.05). A similar pattern was observed with the expression of PYC protein. A HFD
induced a 2-fold increment in CH islets when compared with C (p<0.05). The
expression of PYC in CHT islets was 42% lower, compared with CH (Figure 2B,
p<0.05). PYC protein expression was 40% higher in RH mice compared with R
(p<0.05); however, no effects of TAU were observed in RHT.

Figure 2
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Figure 2: (A) Analysis of glucokinase, (B) pyruvate carboxylase protein
content from isolated pancreatic islets. C: control; CH: control + high-fat diet; CHT:
control + high-fat diet + Taurine; R: protein restriction; RH: protein restriction + high-
fat diet; RHT: protein restriction + high-fat diet + Taurine. Comparison of (C)
glucokinase, (D) pyruvate carboxylase between C and R groups. *: significant
differences compared to C, p<0.05; #: significant differences compared to CH, p<0.05
(one-way ANOVA plus Tukey's post-test); &: significant differences compared to R,
p<0.05.

Inhibition of pyruvate carboxylase prevented increment on glucose-
stimulated insulin secretion induced by HFD

PAA were used to inhibit PYC to observe the involvement of PYC on the
reduction of glucose-induced insulin secretion in malnourished and obese mice. In this
experiment, the pattern of glucose-induced insulin secretion at 22.2 mM glucose was

similar to figure 1A, as previously described. The inhibition of PYC by PAA was
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reduced by 55% GSIS in isolated pancreatic islets of C group at 22 mM glucose
(Figure 3A, p<0.05). The addition of PAA normalized GSIS in CH islets, reducing the
amount of secreted insulin approximately 60%, reaching similar levels of insulin
secretion found in C and CHT (figure 3A, p<0.05). Figure 3B shows the pattern of
NADPH oscillations under stimulating glucose concentration in the absence or
presence of PAA. Figure 3C shows the relative reduction of NAD(P)H fluorescence
after PAA addition. The pattern of NADPH fluorescence at 22.2 mM glucose was
similar to that observed in figure 2C. Interestingly, PAA inhibition of PYC led to a
reduction of NAD(P)H fluorescence in CH islets compared to NAD(P)H fluorescence
before the addition of PYC inhibitor. No differences were observed between the other
groups.
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Figure 3: (A) Static insulin secretion from pancreatic islets isolated from
control (C), control + high-fat diet (CH) and control + high-fat diet + Taurine (CHT),
protein restriction (R), protein restriction + high-fat diet (RH) and protein restriction +
high-fat diet + Taurine (RHT) and incubated with 2.8 mM or 22 mM of glucose (white
bars) in presence or not of 5 mM of Pyruvate Carboxylase inhibitor phenylacetic acid
(PAA) (black bars). (B) Total NAD(P)H Fluorescence — Representative Graphs. (C)
Total NAD(P)H Fluorescence in Perfused Islets incubated in 2.8 mM (white bars), 22
mM (black bars) and 22 mM of glucose + 5 mM of PAA) (gray bars). C: control; CH:
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control + high-fat diet; CHT: control + high-fat diet + Taurine; R: protein restriction;
RH: protein restriction + high-fat diet; RHT: protein restriction + high-fat diet +
Taurine. *: significant differences compared to C, p<0.05; #: significant differences
compared to CH, p<0.05; &: significant differences compared to R, p<0.05; oo:
significant differences compared to the incubation with 2.8 mM of glucose intragroup;
®: significant differences compared to the incubation with 22 mM of glucose

intragroup (one-way ANOVA plus Tukey's post-test or student t test).
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Taurine prevented increment on PGC-1a and Tfam protein expression in

control mice fed a HFD

In accordance with the previous results, no differences in the modulation
of the expression of two mitochondrial metabolism and biogenesis markers, Tfam and
PGC-1a, in protein-malnourished mice were found (R, RH and RHT) (Figure 4).
However, supporting our findings, a HFD increased the expression of the Tfam and
PGC-1a proteins in CH mice, compared with C (figure 4A and 4B, p<0.05). TAU
treatment prevented an increase of the expression of Tfam in CHT mice compared
with CH (p<0.05). No effects of TAU were observed in the expression of PGC-1a on
that group (figure 4A).
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Figure 4: (A) Analysis of PGClalpha, (B) Tfam protein content from isolated
pancreatic islets. C: control; CH: control + high-fat diet; CHT: control + high-fat diet +
Taurine; R: protein restriction; RH: protein restriction + high-fat diet; RHT: protein restriction
+ high-fat diet + Taurine. Comparison of (C) PGClalpha, (D) Tfam between C and R groups.
*: significant differences compared to C, p<0.05; #: significant differences compared to CH,
p<0.05 (one-way ANOVA plus Tukey's post-test); &: significant differences compared to R,
p<0.05.
HFD increased Taurine transporter protein expression, pancreatic islets’
Taurine content and plasma interleukin-6 levels
Due the intriguing lack of effects of Tau in protein-malnourished mice fed
an HFD, we evaluated whether this observation would be associated with alterations
on TAU transport into the pancreatic islet’s cells. HFD increased the expression of
Tau-T protein in CH, compared with control (Figure 4A, p<0.05). Tau
supplementation had no significant effects upon this parameter in either supplemented
group. Interestingly, RH mice did not display an increase in the expression of Tau-T
protein. Supporting this finding, Tau content in pancreatic islets was 2-fold and 1.5-
fold higher in CH and CHT groups, compared with C, respectively (Figure 4B,
p<0.05). HDF increased plasma IL-6 levels in CH and CHT compared with the control
(Figure 4C, p<0.05). This increment was absent in all protein-malnourished groups.
STAT?3 phosphorylation, a downstream step in the IL-6 pathway, was higher in the CH
and CHT groups (Figure 4D, p<0.05), and as expected, no alterations were found in

pancreatic islets from protein-malnourished mice.
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Figure 5
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Figure 5: Analysis of (A) the Taurine Transporter protein expression; (B)
the Pancreatic Islet Taurine content, (C) the Interleukin-6 plasmatic levels, and (D) the
STAT3 phosphorylation ratio (phosphoSTAT3/STAT3). C: control; CH: control +
high-fat diet; CHT: control + high-fat diet + Taurine; R: protein restriction; RH:
protein restriction + high-fat diet; RHT: protein restriction + high-fat diet + Taurine. *:
significant differences compared to C, p<0.05 (one-way ANOVA plus Tukey's post-
test or student t test).

Protein expression profile in pancreatic islets from leptin-deficient mice
(Ob) supplemented or not with TAU

To test whether this effect would be associated with leptin action, a
hormone that also acts through the JAK-STAT pathway, we evaluated the expression
profile of some proteins that participate in important metabolic pathways in isolated
islets from Ob mice. These islets displayed increased PKB/AKT phosphorylation as
well as PGC-1a, Tfam, and most importantly, Tau-T expression (p<0.05) (figure 5A).
Interestingly, TAU treatment prevented the increment of both mitochondrial markers,

PGC-1a and Tfam; however, no effects were observed in the levels of Tau-T protein.
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Interleukin-6 increases Taurine transporter protein expression in isolated

pancreatic islets

Pancreatic islets, treated with IL-6 for 24 h, displayed increased expression
of Tau-T protein as well as of the phosphorylation ratio of AMPK-alpha (p<0.05)
(figure 5B). This effect was blunted in the presence of an IL-6 inhibitor, suggesting the
participation of IL-6 on the expression of Tau-T.
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Figure 6: Analysis of (A) PGC-lalpha, Tfam, Tau-T, AKT
(phosphoAKT/AKT) and STAT3 (phosphoSTAT3/STAT3) phosphorylation and
protein expression of pancreatic islets isolated from Obese Leptin-deficient mice; (B)
Tau-T and AMPK phosphorylation and protein expression of pancreatic islets
incubated with 50 pg/mL of IL-6, in presence or not of IL-6 receptor inhibitor, for 24
h. C: control; Ob: Obese Leptin-deficient Mice; ObT: Ob mice + Taurine; *:
significant differences compared to C; #: significant differences compared to Ob,
p<0.05 (one-way ANOV A plus Tukey's post-test or Student’s t test).

Discussion

Since the thrifty phenotype hypothesis was proposed (35),

epidemiological, clinical and experimental evidence have been accumulated that

support the notion that impaired fetal and infant growth predisposes an individual to



obesity and development of T2DM (36). In malnourished rodents, mitochondrial
dysfunction in tissues directly involved with blood glucose control, such as liver and
skeletal muscle, and in pancreatic islets was reported (11, 37, 38). In our study, and
confirming data from others, a HFD induced higher weight gain, disturbance in
glycemic control, and increased beta cell function.

As expected, higher GSIS was associated with PYC expression and
NAD(P)H production in normal and protein-malnourished obese mice. PYC is one of
the most important enzymes from the pyruvate-citrate cycle, and its activity was
directly associated with the control of insulin secretion and development of T2D (8,
39-42). In addition, enhanced NAD(P)H, observed in our obese mice, strengthens the
notion that HFD-induced obesity up-regulates GSIS through increased metabolic
coupling factors, produced by the pyruvate-citrate cycle (43). HFD-improved
mitochondrial function was associated with the canonical transcription factors, PGC-
la. and Tfam. In beta cells, Tfam is associated with mitochondrial function, Ca>*
signaling, and altered GSIS (44). It is also proposed that higher levels of PGC-1a
might lead to reduced GSIS (45-47). However, this subject is still controversial.

TAU supplementation restored insulin secretion and its sensitivity in
peripheral tissues, as observed by others (27, 48). In contrast to what was reported in
mice fed a normal protein diet, in a low-protein-fed group, TAU did not reduce GSIS,
PYC, PGC-1la and Tfam protein content, nor NAD(P)H production, after HFD
challenge. These data provide evidence that, in obese mice, TAU might act on the
reestablishment of GSIS through mitochondrial signaling, an effect absent in protein-
malnourished mice. Indeed, TAU supplementation restored several alterations in
mitochondria from pancreatic islets in protein-malnourished and obese rodents (49,
50). However, the intracellular pathways by which TAU might signal are still poorly
understood. Our data provide evidence that TAU acts on beta cells, at least in part,
through the PGC-1a/Tfam pathway, reducing their levels after HFD feeding in the CH
group. However, protein malnutrition blunted the signaling capacity of TAU.

The control of PGC-1a gene transcription and its protein activation is
complex. It can be modulated by several nutrient-sensing pathways and hormonal
signaling cascades, and it interacts with a large number of transcription factors
depending on its phosphorylation and acetylation state (51). Our data showed that
protein malnourishment, followed by HFD, seems to disrupt TAU signaling, at least in

the transcription of PGC-1a.
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We thought that the lack of effects of TAU on protein-malnourished obese
mice may be at least partially associated with a lower expression of Tau-T in RH
pancreatic islets after HFD challenge. Tau-T is the most relevant TAU transporter (16)
in the cell, and the regulation of its activity may occur, in an acute and/or long-term
manner, by different components, such as PKA and PKC activities and levels of TNF-
alpha and NO (17-22, 24-26). Recently, a correlation between the physiological
concentrations of IL-6 and the increased expression of factors involved with induction
of the expression of Tau-T, such as increased AMPK and iNOS activity, and NO
levels was reported [Krause and colleagues (52)]. We observed that a HFD increased
IL-6 and STAT3 phosphorylation levels in CH and CHT mice only. Because leptin
and IL-6 binding to cytokine-like receptors activates the JAK-STAT signaling
pathway (53-56), and we have observed that plasma leptin levels are increased in CH
and RH groups (31), we investigated the possible association between IL-6 fluctuation
and the modulation of the expression of the Tau-T protein in Ob mice. However, Ob
mice displayed increased expression of PGC-1a, Tfam, and Tau-T proteins, suggesting
no involvement of leptin on the modulation of these parameters in these mice. Finally,
we incubated isolated pancreatic islets in the presence of IL-6 (50 pg/mL) and its
inhibitor Tocilizumab and analyzed its effects on Tau-T protein expression. IL-6
increased Tau-T mRNA and protein levels. This increment was partially abolished
when pancreatic islets were incubated in the presence of an IL-6 inhibitor, suggesting
that this cytokine may participate in the modulation of the expression of Tau-T in CH
and CHT groups and may explain why Tau-T levels remained unchanged in RH and
RHT groups. This modulation is associated with increased AMPK and, possibly, iNOS
activity, which generates factors that have been described as modulators of the
expression of Tau-T gene. Nevertheless, this signaling control still remains to be
investigated.

In conclusion, our data show that early life protein malnutrition does not
favor the increment of insulin secretion induced by HFD. Protein malnutrition also
impairs the reestablishment of mitochondrial dysfunction by TAU. This is based on
the fact that PYC content and PGC-1a/Tfam pathways were not affected by TAU. This
lack of effects is at least partially due to the reduced levels of IL-6 in protein-
malnourished mice fed an HFD that is responsible for the absence of increased

expression of Tau-T.
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Legends
Table 1.
C: control; CH: control + high-fat diet; CHT: control + high-fat diet +
Taurine; R: protein restriction; RH: protein restriction + high-fat diet; RHT: protein
restriction + high-fat diet + Taurine. *: significant differences compared to C, p<0.05;
#: significant differences compared to CH, p<0.05; &: significant differences

compared to R, p<0.05 (one-way ANOVA plus Tukey's post-test or Student’s t test).
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Table 1

Table 1 — Values of body mass, retroperitonial fat pad, epididymal fat pad,
fasting plasmatic insulin and glucose concentrations.

C CH CHT R RH RHT
Body mass (g) 74994099 37.94+2.15% 3147L133% 207240.73% 272041258 29.5741.32%
Retroperitonial fat
P D.47+0.03  1442005% 1.12+004* 0.62:003" 1.182006%% 1092006
padig/100g)
Epididymal fat pad
P P 1.2840.06  3.8540.19" 3.05+0.9% 16280.10° 2.544015%F 2,643 0.20%
(g/100g]
ing G
rfrilf“dgl.f M 72674270 1084:240° B8020+355 7635+1020° TFRES0+466 BEET+0E8

Fasting Insilin 0,3720,06 1,6040,36°  OBX=015% 044=0017 04620100 0492017
{na/mL}
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Introducao

A mda nutricdo ainda atinge inumeros paises, especialmente pobres e em
desenvolvimento. Umas séries de estudos epidemioldgicos apontam que mda nutricdo
especialmente em fases iniciais do desenvolvimento estdo associadas com mior risco de
desenvolvimento de obesidade e DM2 na vida adulta (1, 2). Hales & Barker (2001)
postularam a hipdtese do fenétipo econdmico, na qual afirmam que diante de exposicdes a
restricdo nutricional, alteragcdes na homeostase glicémica, possivelmente permanentes
(programacao metabdlica), favoreceriam o fornecimento de nutrientes para tecidos periféricos
sem afetar glicemia e composi¢do corporal (3). Tal programacdo, entretanto, estaria
relacionada com o desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina, sindrome metabdlica
e co-morbidades.

A resisténcia a insulina em tecidos periféricos, foi associada a reducdo na
capacidade oxidativa mitocondrial, o que € acompanhada de aumento no acimlo intracelular
de espécies lipidicas (4-7). Além disso, individuos com resisténcia a insulina apresentam
aumento na expressao da proteina desaclopadora-3 (UCP3), sugerindo reduzida capacidade
mitocondrial para produzir energia (8, 9). Estudos in vitro e in vivo, mostraram que a
exposicdo de musculo esquelético a excessivo suprimento de lipidios levou a acimulo de
moléculas derivadas do metabolismo de &4cidos graxos o que foi associado a resisténcia
muscular a insulina (10-12).

Postula-se que o mecanismo associado a instalagdo da resisténcia a insulina diante
de excessivo suprimento de gorduras, se d4 devido aos 4cidos graxos de cadeia longa serem
desviados da Carnitina Palmotoil Transferase-1 (CPT-1), a qual cataliza a reacdo limitiante
para o transporte de lipidios para a matriz mitocondrial, onde podem ser oxidados. Em
contrapartida, essas moléculas sdo direcionadas para a formacao de intermedidrios, tais como
diacilglicerois (DAG) e ceramidas, ambas associadas a resisténcia muscular a insulina (11,
13). Todavia, alguns trabalhos tem ido de encontro a esses achados. Manipulagdes genéticas
que induzam aumento no acumulo de lipidios ndo necessdriamente levam a resisténcia
muscular a insulina (14, 15). Nesse sentido, trabalhos mais recentes tem mostrado que a
resisténcia muscular a insulina estd associada a uma sobrecarga de nutrientes, especialmente
lipidios, para mitocondria. O aumento na taxa beta-oxidativa resultaria na geracdo de
intermedidrios lipidicos provenientes da oxidacdo incompleta dos dcidos graxos (16-19). Esse
cendrio seria resultado da incapacidade do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA) em escoar a

prodrucdo de acetil-CoA proveniente da beta-oxidacdo, o que levaria ao acimulo de
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intermedidrios lipidicos, tais como as acilcarnitinas (16, 20-22), levando a resisténcia a
insulina. Nesse sentido, um estudo mostrou que pacientes diabéticos apresentam redu¢do no
fluxo do TCA e consequentemente reducio na capacidade de oxidar dcidos graxos (23), o que
suporta o que foi discutido anteriormente.

Dietas pobres em proteina levam a severo prejuizo da fun¢do muscular. Trabalhos
indicam que ratos desnutridos apresentam reducdo do peso de tecido muscular e prejuizos na
morfologia, metabolismo e desenvolvimento muscular (24-26). Foi demonstrado que a
exposi¢do a desnutri¢do protéica por um curto periodo de tempo aumenta a sensibilidade
muscular a insulina (27). Essa associacdo de efeitos entre desnutri¢do proteica e sensibilidade
a insulina em miusculo esquelético se da pela melhora em diversos componentes moleculares
da cascata da insulina, tais como aumento da translocagao de GLUT-4, aumento dos niveis de
fosforilagdao em residuo de tirosina de IRS-1 e reducdo dos niveis de fosforilacdo em residuos
de serina (28-30). Por outro lado, os efeitos a longo prazo, parecem ser opostos.

A investigacdo dos efeitos a longo prazo da mé nutricdo em musculo esquelético
da prole de ovelhas gravidas mostrou diversas alteragdes metabdlicas em musculo esquelético
(31). Apesar do aumento na proporcao de fibras musculares do tipo II, observou-se reducao
dos niveis de GLUT-4 e aumento no acimulo de lipidios intramuscular, o que foi associado a
reducdo na oxidagdo de 4cidos graxos, a julgar pela reducdo de 25% na atividade da CPT-1 e
reducdo na expressdo da ATP sintase. Evidéncias para reduzido fluxo do TCA foi gerada por
Lane e colaboradores (32). Esses autores mostraram que ratos com retardamento de
crescimento apresentam reducao na razdo NAD+:NADH, mesmo sem alteracdes na atividade
da isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase, sugerindo que outros pontos podem
contribuir para as alteracdes (33).

Postula-se que nessas situagdes de decréssimo na sensibilade a insulina, a reducao
do fluxo do TCA possa contribuir para tal quadro. Todavia, estudos mais aprofundados
precisam ser realizados para esclarecer se, de fato, esse processo contribui para as alteracdes
observadas no quadro de desnutricdo proteica. Além do mais, ainda ndo foi mostrado a
relacdo entre fluxo do TCA e aumento da sensibilidade a insulina em quadros de desnutri¢ao.

Nos tltimos anos o nosso grupo de pesquisa vém mostrando efeitos benéficos da
suplementacdo com Taurina (TAU) em condi¢des de desnutricdo proteica e obesidade
induzida por dieta ou genética. A TAU, ou 4cido 2-aminoetanossulfénico, € um aminoacido
ndo essencial que contém enxofre e estd presente em altas concentracdes em neonatos,

principalmente no cérebro. Estudos epidemioldgicos mostraram que pacientes diabéticos
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apresentam reduzidos niveis circulantes de TAU, sigerindo deficiencia de ingestdo ou de
sintese deste aminoacido (34, 35).

A TAU regula a homeostase glicemia/energética, atuando nos tecidos periféricos e
regulando expressoes de peptidios hipotalamicos. Recentemente um estudo com miotubos L6
mostrou que TAU aumenta a captacdo de glicose e esse efeito estd relacionado com a ativagao
de uma importante enzima do metabolismo energético, comumente relacionado a instalagdo
da resisténcia periférica a insulina, a AMPK, do inglés, AMP-actavated protein kinase (36).
TAU ¢é capaz de melhorar hiperglicemia e dislepidemia em modelo de obesidade e diabetes
em roedores por reduzir a resisténcia periférica a insulina (37). Entretanto em nossos
trabalhos observamos que os efeitos da TAU desaparecem em animais desnutridos que foram
alimentados com HFD. Os mecanismos pelos quais esse aminodcido perde sua eficdcia nessa
situac@o ainda ndo foram esclarecidos.

Objetivo

Investigamos se as caracteristicas descritas pela hipétese do fendtipo econdmico
favoreceriam a instalagdo da resisténcia muscular a insulina devido a disfun¢des metabdlicas
em camundongos submetidos a restri¢do proteica apds o desmame e em seguida, alimentados
com dieta hiperlipidica. Além disso, investigamos se a suplementacdo com TAU seria capaz
de prevenir tais alteracdes.

Materiais e Métodos

Animais

O comité de ética para experimentacdo animal da UNICAMP aprovou todos os
experimentos descritos a seguir (protocolo n. 2827-1). Camundongos C57BL6 machos com
30 dias de vida foram mantidos em temperatura controlada (22+1°C), em ciclo de luz 12h
claro-escuro, com acesso livre a racdo e dgua.

Os camundongos foram agrupados randomicamente em dois grupos, como
seguem: camungondos alimentados com dieta com teor normal de proteinas (14%) (Grupo
controle: C, n=45) ou camundongos alimentados com dieta com baixo teor de proteinas (6%)
(Grupo restrito: R, n=45). Apds 6 semanas, os grupos C e R foram subdivididos e receberam
ou ndo, dieta rica em gorduras (35%) pelas proximas 8 semanas (Grupos CH e RH). Metade
do nimero de camundongos de ambos os grupos receberam, na dgua de bebr, 5% de TAU do
inicio do protocolo experimental até o dia da eutanésia.

As dietas, mistura de vitaminas e mistura de minerais, cujas composi¢des encontram-se

descritas no Tabela 1, foram adquiridas comercialmente da empresa Pragsolucoes (Jai-SP). A
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dieta controle segue as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93) para
roedores nas fases de crescimento, gravidez e lactagdo.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h. Apds a verificacdo da glicemia de
jejum com o aparelho Accu-Check Advantage II, uma solu¢do de glicose a 50% (2,0 g/Kg de
massa corpérea) foi administrada dentro da cavidade peritoneal. A glicemia foi verificada nos
tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120 min.

Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT)

Os animais foram mantidos alimentados. Apds a verificagdo da glicemia, no
estado alimentado com o aparelho Accu-Check Advantage II, a insulina (1,5U/kg de massa
corporea) diluida em solucdo salina (0,9% de NaCl) foi administrada dentro da cavidade
peritoneal. A glicemia foi verificada nos tempos 0, 10, 15, 30, 45 e 60 min.

Determinacio da taxa respiratéria de camundongos/Avaliacio da taxa
metabdlica basal (Respirometria)

Ap6s 24 horas de aclimatagdo ao sistema, € com os animais em completo repouso,
foram medidos o consumo de oxigénio e producdo de CO2 em gaiolas metabdlicas totalmente
seladas utilizando o sistema Oxylet system (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona,
Espanha) por igual periodo. A partir desses dados foi feito o cdlculo do coeficiente
respiratério (RQ) dos animais utilizando-se o software Metabolism® (Pan Lab/Harvad
instruments, Barcelona, Espanha) acoplado ao sistema.

Determinacao da concentracao de metabdlitos do ciclo dos acidos
tricarboxilicos

Para a dosagem malato, alfa-cetoglutarato e oxalacetato musculo esquelético
gastrocnémio foi extraido, lavado com PBS e rapidamente submetido ao processo de extracao
de metabdlitos utilizando 400ul. de 4cido perclérico 50% para cada amostra. Os
intermedidrios foram dosados, com breves adaptacdes com base no livro “Methods of
enzymatic analysis”, H.U Bergmeyer (1965). Para a realizacdo da curva padrdo, todos os
intermedidrios foram preparados na concentracdo de 500uM e diluidos conforme o valor da
curva. Para alfa-cetoglutarato foram utilizados os seguintes componentes: tampao Fosfato em
pH 6,8 a 25°C, tampao Carbonato no pH 10,6, NADH (200uM), NH4 (36mM), ADP (2mM),
glutamato Desidrogenase (9U/mL). Para malato foram utilizados os seguintes componentes:

Hidrazina-glicina em pH 9 a 37°C, malato desidrogenase (0,6U/mL), NAD+ (15mM). Para o
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oxalacetato foram utilizados os seguintes componentes: tampao Fosfato pH 6,8 a 25°C,
malato desidrogenase (216mU/mL), NADH (450uM) diluido em tampao Carbonato pH 10,6.

Determinacao da concentraciao de proteina e triacilgrlicerois totais misculo
gastrocnémio

Para determinagdo da concentracao protéica foi utilizado o método de Bradford

(1976). Pra dosagem de triacilglicerois (TAG) totais foi utilizado o KIT (), os procedimentos
foram realizados segundo intru¢des do fabricante.

Western Blot

Os experimentos de Western Blot foram realizados como previamente descritos
por Filiputti et al. (2010). O homogenato do miusculo gastrocnémio, foram colocadas em um
tubo de 1,5 ml e adicionados de coquetel anti-protease contendo ortovanadato de sédio (1,8
mg/mL), aprotinina (0,01 mg/mL) e PMSF (0,36 mg/mL). As proteinas das amostras foram
entdo separadas em SDS-PAGE de 8-10%, transferidas para membrana de nitrocelulose e
incubadas com anticorpos especificos (piruvato carboxilase — Sc-46229; fosfofrutoquinase-1
Sc-67028; lactato desidrogenase —Sc-33781; proteina quinase-B — Sc-5298 (Santa Cruz
Biotechnology); ATP-citrato liase - #4332; piruvato desidrogenase - #2784 (Cell Signaling);
PGC-1a (#42595 — Cell Signaling); Tfam (Sc-376672 — Santa Cruz Biotechnology); phospho-
AMPK (#2535); AMPK Total (#2532 — Cell Signaling); phospho-ACC (3661 — Cell
Signaling); ACC Total (3662 — Cell Signaling)) na diluicdo 1:1000 e, posteriormente
detectadas por exposicdo a substancia quimioluminescente (luminol e peroxidase) seguida de
revelacilo em um fotodocumentador GE. A quantificagdo das bandas foi feita por
densitometria utilizando o softwere ImagelJ.

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média. Os dados
foram submetidos ao teste t de Student ou a analise de variancia (ANOVA) entre os dois
grande grupos controles e restritos através do programa GraphPad Prism® versdo 5.0, usando
como intervalo de confianga 95%

Resultados

Taurina preveniu intolerancia a glicose e a insulina induzida por dieta rica
em gordura em CHT

A andlise da édrea sob a curva (AUC) do GTT (figura 1C) nos mostra que animais
desnutridos apresentam maior tolerancia a glicose e que tanto camundongos controle, que
receberam dieta normoprotéica, quanto desnutridos, alimentados com HFD, tornaram-se

intolerantes a glicose. A AUC foi 39,80% menor em R e 70,48% maior em CH quando
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comparados a C e 123% em RH comparado a R. Assim como nos pardmetros anteriores, a
suplementagdo com TAU melhorou a tolerancia a glicose em 30,87% apenas no grupo CHT
(figura 1A, 1B e 1C).

A andlise do KiTT (contanste de decaimento da glicemia durante o ITT) (figura
1E) mostra uma diminuicao de 15% e 20% no valor calculado do KiTT dos animais CH e RH
em relacdo ao controle e desnutridos, respectivamente, sugerindo uma menor sensibilidade
periférica a insulina. Por outro lado, o consumo de dieta pobre em proteina aumentou esse
parametro em 28% em R quando comparado a C, caracterizando um quadro de maior
sensibilidade periférica ao hormonio (figura 1E). TAU manteve a sensibilidade a julgar pelo
calculo do KiTT apenas em animais CHT (45% maior quando comparado a CH). P<0,05 para

os parametros descritos.
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Figura 1: Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT). (A) Grupos C,
CH e CHT; (B) Grupos R, RH e RHT; (C) Area abaixo da curva. Barras representam a média
+ erro padrdo. * Representa diferenca entre o grupo C, # representa diferenca entre o grupo R,
$ efeito da tau no HFD dos grupos C, p <0,05. Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal

@ipITT). (D) Grupos C, CH e CHT; (E) Grupos R, RH e RHT; (F) Area abaixo da curva.
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Barras representam a média + erro padrdao. * P < 0.05 em relacdo a C, # p<0,05 em relagdo a
R. N=9-10.

Taurina preveniu reducao da sensibilidade muscular a insulina apesar do
maior acimulo de triacilgliceréis em CHT

Analisamos inicialmente a fosforilacdo da Akt como um marcador molecular de
sensibilidade muscular a insulina em nosso modelo experimental (figura 2A). Como o
esperado, a restricao protéica induziu aumento de 83% na fosforilacdo dessa proteina, o que
reflete no quadro de maior tolerancia a glicose e maior sensibilidade a insulina observadas nos
teste de tolerancia a glicose e a insulina em camundongos do grupo R. A andlise da figura 2A
nos mostra uma redugdo da sinalizacdo da via da insulina, caracterizando um quadro de
resisténcia a sua acdo, evidenciado pela reducdo na fosforilacdo da Akt em ambos os grupos
alimentados com HFD (67% em CH e 52% em RH) quando comparado a C e R,
respectivamente. P<0,05 para todos os parametros descritos.

A figura 2B mostra o conteudo intramuscular de TAG. A restricdo protéica
induziu um aumento de 150% no contetido intramuscular de TAG quando comparado ao
grupo C (C=2.620+ 0.3162 vs. R= 6.520+ 0.9039, p<0,05). O tratamento com HFD induziu
um aumento de 253% no acimulo intramuscular de TAG em animais CH quando comparado
ao grupo C (C=2.620% 0.3162 vs. CH=9.255+1.510, p<0,05). A suplementacdo com TAU,
apesar de uma tendéncia de redugdo ndo teve efeitos sobre esse parametro (CH=9.255+1.510
vs. CHT=6.786+1.115). Interessantemente, os animais que sofreram restri¢ao protéica e foram
alimentados com HFD (grupo RH) e suplementados com TAU (grupo RHT), apresentaram
um conteddo intramuscular de TAG muito reduzidos, cerca de 68% menor que o apresentado
pelo grupo R (R= 6.520+ 0.9039 vs. RH=2.757+0.2640 vs. RHT=2.706+0.8394, p<0,05).

Figura 2
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Figura 2: Andlise da taxa de fosforilagdo da proteina quinase B (AKT) em
miusculo gastrocnémio (A). Os valores representam a média + epm. p<0.05. Contetido de
triglicérides em musculo gastrocnemio de camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT (B). Os
valores representam a média + epm. p<0.05. One-way ANOVA e poés-teste de Tukey e teste
"t de student. * representa diferenca estatistica comparado ao grupo controle p<0,05, &
representa diferenca estatistica comparado ao grupo restrito, p<0,05, # representa diferenca
estatistica comparado ao grupo CH p<0,05.

Taurina preveniu reducido na expressao de enzimas do metabolismo
glicolitico e mitocondrial em CHT

A figura 3B mostra que a desnutricdo proteica e HFD induziram alteragcdes na
expressdo de enzimas metabdlicas importantes relacionadas ao metabolismo glicolitico e
mitocondrial. A dieta rica em gorduras reduziu a expressao da LDH, PFK-1, PYC e ACL em
28%, 36%, 38% e 43%, respectivamente, em animais do grupo CH em relacdo ao grupo C.
Em relacdo ao grupo RH, essa redugdo, para as mesmas enzimas, foi de 24%, 41%, 31% e
43%, respectivamente, quando comparado aos animais do grupo R. A suplementacdo com
TAU previniu essa reduc¢do na expressdao da PFK-1 e PYC, sendo os valores relativos 43% e
48% maiores em CHT quando comparado a CH. P<0,05 para todos os parametros descritos.
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Figura 3: Andlise do contetddo protéico em musculo gastrocnémio das enzimas:
Fosfofrutoquinase-1, Lactato Desidrogenase, Piruvato Carboxilase, ATP-Citrato Liase,

Piruvato Desidrogenase. Os valores representam a média + epm. p<0.05. One-way ANOVA e
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pos-teste de Tukey e teste "t* de student. * representa diferenca estatistica comparado ao
grupo controle ou restrito, p<0,05. # representa diferenca estatistica comparado ao grupo CH
p<0,05. $ representa diferenca estatistica comparado ao grupo R, p<0,05.
Dieta rica em gordura reduziu os niveis de intermediarios do clico dos acidos

tricarboxilicos

Para analisar o fluxo do TCA, dosamos os seguintes intermedidrios: alfa-
cetoglutarato, oxalacetato e malato no musculo gastrocnémio. De forma geral, a HFD reduziu
o fluxo do TCA em CH e RH, enquanto a suplementa¢cdo com TAU promoveu aumento nos
niveis dos intermedidrios metabdlicos do ciclo tanto em CHT quanto em RHT. A figura 4B
mostra as concentragdes de oxalacetato. O tratamento com HFD promoveu reducio nos niveis
de oxalacetato tanto em animais do grupo CH quanto em animais do grupo RH, quando
comparado ao C e ao R, respectivamente (C= 0.2016+ 0.02556 vs. CH= 0.07148+ 0.006491 e
R= 0.3129+ 0.07685 vs. RH= 0.1092+ 0.02847, p<0,05). A suplementacio com TAU
restabeleceu os niveis de oxalacetato em animais do grupo CHT (CH= 0.07148+ 0.006491 vs.
CHT= 0.1907£0.003896, p<0,05) e apesar de uma forte tendéncia de aumento, os niveis desse
metabdlito ndo foram significativamente diferentes entre RHT e RH (RH= 0.1092+ 0.02847
vs. RHT= 0.2638+ 0.02349, p<0,05). Na figura 4C a anélise dos niveis de malato nos mostra
que o tratamento com HFD induziu alteracio somente no grupo CH, reduzindo sua
concentracdo em 67% quando comparado ao grupo C (C= 0.4687+ 0.07678 vs. CH= 0.2076+
0.01903, p<0,05). Pela andlise com o teste t detectamos um aumento significativo de 55% nos
niveis de malato induzido pela suplementacio com TAU no grupo CHT (CH= 0.2076+
0.01903 vs. CHT= 0.3105+ 0.0088, p<0,05).

Figura 4
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Figura 4: Andlise do conteiido de Alfa-cetoglutarato, Oxalacetato e Malato em
musculo gastrocnémio. Os valores representam a média + epm. p<0.05. One-way ANOVA e
pos-teste de Tukey e teste "t* de student. * representa diferenca estatistica comparado ao
grupo controle e $ representa diferenga estatistica comparado ao restrito, p<0,05 # representa
diferenca estatistica comparado ao CH, p<0,05 n=3.

Taurina aumenta a fosforilacio de AMPK e ACC em miisculo gastrocnémio

A fim de investigarmos os mecanismos moleculares que podem estar contribuindo
para a modulagdo metabdlica da instalacdo da resisténcia a insulina no tecido muscular,
avaliamos o grau de fosforilacdo de duas enzimas chaves do metabolismo energético: a
quinase ativada por AMPc -alfa (AMPK) e a acetil-CoA carboxilase (ACC). A figura SA
mostra o grau de fosforilacio da AMPK nos diferentes grupos experimentais. Nao
observamos diferencas significativas na fosforilagio da AMPK entre os grupos C, CH, assim
como entre os grupos C e R. Entretanto, o tratamento com HFD induziu um aumento de 64%
na fosforilagio da AMPK em animais do grupo RH, quando comparado ao grupo R. A
suplementacao com TAU nio teve efeitos sobre a fosforilagdo da AMPK mantendo o grau de
fosforilagdo 110% maior em RHT quando comparado aos animais do grupo R, todavia
aumentou em aproximadamente 40% a taxa de fosforilacdo da enzima em CHT. P<0,05 para
todos os parametros descritos.

A figura 5B mostra o nivel de fosforilacdo da ACC, uma proteina alvo da

AMPK. Assim como observado com a AMPK, nao detectamos alteragdes na fosforilacao da
ACC entre os grupos C, CH. Todavia, o tratamento com HFD induziu um aumento de 37% na
fosforilacdo da ACC no grupo RH, quando comparado ao R. A TAU também ndo alterou este
padrao na fosforilagdo da ACC em RHT, entretanto, induziu aumento de 28% em CHT.

P<0,05 para todos os parametros descritos.
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Figura 5. Andlise da fosforilagio da AMPK, ACC e da expressdo protéica de
PGC-1a e Tfam em musculo gastrocnémio. Os valores representam a média + epm. p<0.05.
One-way ANOVA e pos-teste de Tukey e teste "t de student. * representa diferenca
estatistica comparado ao grupo controle ou restrito, p<0,05 n=8-11.

Taurina nao reverte o quadro de inflexibilidade metabdlica induzida por
dieta rica em gordura

A figura 6 mostra andlise da variacdo do coeficiente respiratério (RQ) entre o
periodo noturno (n) e diurno (d) entre os grupos controles e restritos (figura 6C e 6D,
respectivamente), mostra que a HFD induziu um quadro de inflexibilidade metabdlica tanto
em animais do grupo CH quanto do grupo RH quando comparado aos grupos C e R,
respectivamente (Cd= 0.9079+ 0.01138; Cn=1.004+0.01625; CHd=0.7911+ 0.01827; CHn=
0.8229+ 0.01107; Rd=0.9367+ 0.03611; Rn=1.043+ 0.01236; RHd=0.8246+0.02207; RHn=
0.8612+0.01478, p<0,05). Independentemente do grupo avaliado a suplementacdo com TAU
ndo teve efeitos sobre esse quadro (CHTd= 0.7525+ 0.004494; CHTn= 0.7818% 0.02971;
RHTd= 0.8202+ 0.01457; RHTn= 0.8583+ 0.01502).A figura 6 mostra anélise da varia¢do do
coeficiente respiratério (RQ) durante 48h dos animais controles (grupos C, CH e CHT).
Avaliamos inicialmente esses trés grupos experimentais para verificar se as melhoras
observadas em animais CHT refletiria em reverteria o quadro de inflexibilidade metabdlica
observado nesses grupo. Nas primeiras 24h, os animais do grupo C receberam racdo contendo
14% de proteina e os animais dos grupos CH e CHT receberam HFD. Apds esse periodo,
todos os grupos foram alimentados com racdo 14% e com apenas 5% de gordura, sendo
avaliados pelas 24h subseqiientes. Observamos que o tratamento cronico com HFD induziu
um quadro de inflexibilidade metabdlica ndo existindo variacdes no RQ entre periodo diurno
e noturno durante as primeiras 24h como observado na figura 7A e 7B (Cd=0.7514+ 0.01146;
Cn= 0.8895+ 0.04052; Chd= 0.7084+ 0.01203; CHn= 0.7185+ 0.01231; CHTd= 0.6554+
0.01695; CHTn= 0.6338+ 0.01561). A figura 7C nos mostra que mesmo consumindo uma
racdo com baixo teor de gorduras os animais do grupo CH e CHT se mantiveram
metabolicamente inflexiveis (Cd= 0.6786+ 0.02844; Cn= 0.9293+ 0.04717; CHd= 0.6461+
0.008533; CHn= 0.6734+ 0.008348; CHTd= 0.6261+ 0.007559; CHTn= 0.6213+ 0.01161).
Observamos ainda que ndo houve diferencas entre os valores de RQ entre a avaliacdo de 24h

e 48h durante o periodo diurno ou noturno (figura 7D e 7E).
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Figura 6. Andlise do coeficiente respiratério (RQ). Vinte e quatro horas de
C, CH e CHT (A), de R, RH e RHT (B), média RQ dos periodos diurnos e noturnos
para C, CH e CHT (C), média RQ dos periodos diurnos e noturnos para R, RH, RHT
(D) e média RQ dos periodos diurnos e noturnos para C e R (E). Os valores
representam a média + epm. p<0.05. One-way ANOVA e p6s-teste de Tukey e teste
"t de student. * representa diferenca estatistica comparado ao grupo C(claro) ou
R(claro), p<0,05; & representa diferenca estatistica comparando C(escuro) ao C(claro)
e R(escuro) ao R(claro), p<0,05); # representa diferenga estatistica comparado ao

C(escuro) ou R(escuro), p<0,05 n=4.
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Figura 7. Andlise do coeficiente respiratorio (RQ). Quarenta e oito horas para os
grupos C, CH e CHT (A), média RQ das primeiras 24h para os periodos diurnos e noturnos
(B), média RQ das primeiras 48h para os periodos diurnos e noturnos (C), média RQ 24h e
48h no periodo diurno (D) média RQ 24h e 48h no periodo noturno (E). Os valores
representam a média + epm. p<0.05. One-way ANOVA e pés-teste de Tukey e teste "t* de
student. * representa diferenca estatistica comparado ao grupo Cd ou Rd, p<0,05 n=4-6.

Discussao

Os dados aqui apresentados confirmam o que nosso grupo de pesquisa mostrou
anteriormente (38-41), ressaltando que a restricdo proteica precoce leva a alteracdes na
homeostase glicémica. Nossos animais desnutridos (R) tornaram-se mais tolerantes a glicose e
mais sensiveis a insulina. Por outro lado, trabalhos de nosso e de outros grupos de pesquisa
mostram que a HFD em longo prazo induz a instalacdo de um quadro de intolerancia a glicose
e resisténcia 4 insulina  (42-44). Tanto camundongos controle, quanto desnutridos,
desenvolveram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina quando alimentados com HFD
por 60 dias. Novamente, a suplementacio com Taurina (TAU) melhorou o quadro de
intolerancia a glicose, apenas em camundongos controles alimentados com HFD. Ribeiro et
al. (2012) encontrou resultados semelhantes e mostrou que TAU melhorou a intolerancia a
glicose em camundongos Swiss obesos induzidos por dieta (42). Todavia, ainda ndo estdo
completamente claros quais s@o os mecanismos responsdveis por esse efeito e quais as razdes

para TAU ndo melhorar o perfil glicémico em animais desnutridos.
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Ainda ndo estdo totalmente esclarecidos os mecanismos envolvidos na causa da
resisténcia a insulina. O tecido muscular esquelético € o sitio de maior captacdo de glicose
induzida por insulina em humanos (45, 46). Na obesidade ocorrem alteracdes em diversos
pontos da via de transducao do sinal desse hormdnio, com reducdo na expressao e atividade
da via IR/ IRS-1 e IRS-2/ PI3K, além da menor fosforilagdo da proteina quinase-B (p-Akt),
que resulta em déficit dos efeitos desse hormonio sobre a translocacdo de GLUT4 para
membrana plasmatica (47-49).

Nao somente o excesso de calorias, mas também a restricdo alimentar, como a
restricdo proteica e caldrica, durante a gestacdo, lactacdo e inicio do desenvolvimento
produzem mudancas morfoldgicas nas ilhotas pancredticas, culminando em menor secre¢ao
de insulina. No entanto, esses animais sao capazes de manter a normoglicemia até a fase
adulta, sugerindo uma adaptacdo periférica a acdo do hormdnio (50). Reis et al (1997),
mostraram hipoinsulinemia e normoglicemia durante o GTT em ratos desnutridos. Ainda, o
miusculo desses animais tem maior fosforilagdo em tirosina de IR e IRS-1 bem como maior
associacao dessa ultima com a subunidade p85 da PI3K (28). Sharma e colaboradores (2012),
mostraram que ratos que sofreram restricdo caldrica apresentam maior fosforilacdo da
proteina quinase-B (p-Akt) no estado de jejum e induzida por insulina em musculo
esquelético (51).

Postula-se desde o inicio da década passada, que existe uma relagdo proxima entre
a disfun¢do do metabolismo oxidativo mitocondrial com a resisténcia a insulina. Trabalhos
mostraram que a atividade de enzimas oxidativas e a oxida¢ao de lipidios estdao reduzidas em
musculo de individuos obesos e resistentes a insulina (4, 52, 53). Nos tltimos anos muitos dos
trabalhos gerados nessa drea mostraram reducdo na expressdo de subunidades protéicas da
cadeia respiratdria (54) e na atividade de enzimas oxidativas mitocondriais (54, 55). Estudos
em roedores mostraram alteracdes semelhantes em proteinas importantes do metabolismo
mitocondrial induzida por HFD ou em quadro de obesidade genética (56-60).

Dados como os citados acima, evidenciam a relagdo entre disfungdo
mitocondrial e resisténcia a insulina. O inverso também ¢é verdadeiro, a literatura mostra que
intervencdes que melhorem a sensibilidade muscular a insulina sdo acompanhadas de melhora
na funcdo mitocondrial. Um exemplo, a restricdo calérica aumenta a sensibilidade a insulina
(61, 62) e estimula fortemente a biogé€nese mitocondrial em musculo esquelético (63, 64).
Outro estudo mostrou que o tratamento com resveratrol aumentou a atividade de um

importante fator de transcricdo relacionado a biogenese e fun¢do mitocondrial, o PGC-1a,
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com subseqiiente aumento do metabolismo mitocondrial e aumento da sensibilidade a insulina
em camundongos (65).

Recentemente uma nova linha de evidéncias, sugere que a disfun¢do mitocondrial
ndo € a causa inicial para a lipotoxicidade e resisténcia a insulina. Trabalhos t€m mostrado
que o excesso do fornecimento de lipidios para roedores, por exemplo, através da alimentacdo
com dieta rica em gorduras, na verdade aumenta a capacidade de oxidar lipidios
intramusculares por aumentar a expressdo de muitas enzimas mitocondriais e peroxissomais
importantes para o metabolismo de 4cidos graxos (22, 66-70). Usher e colegas (2010)
observaram um aumento da atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase, uma enzima chave
para o funcionamento da B-oxidagdo (71). Nesse sentido, essa idéia ganha suporte pelo fato de
em alguns modelos animais, como o0 nosso de restri¢do protéica, ou mesmo em humanos
atletas, existe maior tolerancia a glicose associada a maior sensibilidade a insulina, apesar do
excesso de TAG intramuscular (16, 71-74). Koves e colaboradores (2008) mostraram que
obesidade, diabetes e a alimentacdo com uma dieta hiperlipidica estdao relacionadas com um
aumento na taxa de B-oxidacdo em miusculo esquelético e que intervencdes, sejam elas
farmacoldgicas, nutricionais ou genéticas, que suprimam o transporte de dcidos graxos para o
interior da mitocOndria previnem o desenvolvimento do quadro de resisténcia a insulina
induzida por lipidios (Koves et al., 2008). Além disso, recentemente, Keung e colaboradores
(2012), mostraram que a inibi¢do farmacoldgica da CPT-1 melhora a resisténcia insulinica em
musculo gastrocnémio de camundongos alimentados com HFD (17).

Nesse sentido, nds mostramos que a dieta HFD causou reduc@o na expressao de
enzimas do metabolismo glicolitico e mitocondrial. Esses dados vao de encontro com o que
foi discutido acima, sugerindo que possivelmente a reducdo da expressdo dessas enzimas,
resulta em reducao nos niveis de intermedidrios metabdlicos do metabolismo de carboidratos,
responsaveis por manter o fluxo de carbonos pelo TCA. Esse prejuizo, que consequentemente
resulta em um quadro de inflexibilidade metabdlica, associado a um reduzido fluxo de
carbonos pelo TCA, resultaria em um aumento de intermedidrios da B-oxidacdo incompleta,
gerando produtos responsdveis por reduzir o sinal disparado pela insulina. Assim sendo,
mostramos que possivelmente a TAU exerca efeitos sobre a modulagdo metabdlica, por
aumentar a expressao de enzimas chave para manutencao de um fluxo de carbonos adequado
pelo TCA, especialmente a PYC. A suplementacdo com TAU preservou os niveis de
expressdo da PYC em animais do grupo CHT, o que foi associado a aumento nos niveis de
oxalacetato e melhora na sensibilidade a insulina. Além disso, aumentou a expressao da PDH

em relacdo aos grupos C e CH, sugerindo aumento da metabolizacdo de carboidratos, que por
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sua vez resulta em maior fornecimento de carbonos para o TCA. Esses dados sugerem uma
melhora no metabolismo glicolitico/mitocondrial de carboidratos, que pode explicar a
melhora na tolerancia a glicose observada durante o GTT e na sensibilidade a insulina
marcada pelo aumento da fosforilacio da Akt em animais normoprotéicos alimentados com
HFD e suplementados com TAU (CHT). Entretanto, o fornecimento de carbono para o TCA
via reacdo anaplerdtica da PYC em animais RHT parece estar prejudicado, uma vez que TAU
ndo aumentou a expressao dessa enzima em musculo gastrocnémio de camundongos do grupo
RHT. Possivelmente esse quadro estd associado ao quadro de intolerancia a glicose e de
resisténcia insulina observados nesses animais. Esses dados sugerem que a PYC desempenha
um papel fundamental para o metabolismo mitocondrial associado a sensibilidade a insulina,
relacionada a flexibilidade metabdlica que poderia resultar na melhora da homeostase
glicémica e sinalizacdo da insulina, apesar dessa relacdo ainda nao ter sido investigada.
Estudos usando ferramentas farmacoldgicas ou genéticas, sobre a modulacdo e atividade
dessa enzima, ajudariam responder qual seria, de fato, o seu papel na modulacio da
sinaliza¢do da insulina, diante de situagdes injuriantes para o metabolismo glicolitico e de
lipidios.

Conclusao

Concluimos que HFD induziu resisténcia muscular a insulina possivelmente por
reduzir a expressdao da enzima anaplerdtica piruvato carboxilase bem como os niveis de
oxalacetato independentemente da desnutricdo proteica. A suplementagdo com taurina
preveniu a instalacdo da resisténcia a insulina através da manutencdo da expressao da piruvato
carboxilase. A desnutricdo proteica associada a obesidade ndo foi agravante para os efeitos
deletérios associados a obesidade, todavia, impediu a a¢do da taurina sobre esses parametros,
sugerindo que a programacao metabdlica induzida por dieta pobre em proteina pode impedir

intervencdes que visem prevenir ou tratar obesidade e/ou suas co-morbidades.



Tabela 1 — Composicao das Dietas

Hiperlipi
Normopr Hipoprot
Ingredien dica
tes (g/Kg) fiea (14%
es g o
(14 % (6%
proteina)
proteina)
Caseina 140 47,5 140
Amido 465,7 535,8 115,5
Dextrina 155 178,6 100
Sacarose 100 100 100
L-cistina 1,8 0,6 1,8
Fibra
50 50 50
(microcelulose)
Oleo de
40 40 40
soja
Banha - - 312
Mistura
35 35 35
de sais AIN93G*
Mistura
10 10 10
de vitaminas AIN93G*
Cloridrat
2,5 2,5 2,5
o de colina

* Composigdo detalhada dada por Reeves et al.,(199375).
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5) Consideracoes Finais

Embora tenha sido postulada uma correlac@o entre a ma nutri¢do, especialemente
em fases iniciais do desenvolvimento, com a instalagdo de doencas metabdlicas degenerativas
na vida adulta (Hales and Barker, 2013). Nosso grupo de pesquisa, mostrou em trabalhos
anteriores que a desnutri¢do protéica iniciada apds o desmame ndo favoreceu, ou agravou os
efeitos deletérios observados em obesidade induzida por dieta rica em gordura (Batista et al.,
2013; Cappelli et al., 2014; Vettorazzi et al., 2014; Camargo et al., 2015). Este projeto foi
pensado visando encontrar possiveis mecanismos responsaveis por essa discrepancia, focando
os mecanismos metabdlicos envolvidos na modulagdo da secrecdo de insulina induzida por
glicose, bem como a acdo da insulina em tecido muscular esquelético.

Secundariamente e ndo menos importante, nés mostramos nos trabalhos acima
citados, que, apesar da desnutri¢ao proteica associada a obesidade nao ter sido um agravante
aos efeitos associados a esse quadro de disfun¢c@o metabdlica, nossos dados acenderam um
alerta. Interessantemente, a suplementacdo com TAU em animais que foram previamente
alimentados com uma dieta pobre em proteinas e posteriormente alimentado com dieta rica
em gordura, perde completamente seus efeitos sobre a modulacdo da secre¢do de insulina,
bem como sobre a acdo do hormoénio. Assim, esse projeto procurou investigar, também, os
possiveis mecanismos responsdveis pela auséncia de efeitos da TAU, sobre a secrecdo de
insulina, nesse modelo experimental.

Foi proposto que a resisténcia a insulina € inicialmente compensada com o
aumento da secre¢ao do hormonio, a fim de manter a homeostase glicémica. Todavia, em um
cendrio onde a resisténcia a insulina se mantem por um longo periodo de tempo, as células
produtoras de insulina podem entrar em faléncia, levando a reducio de sua fun¢do e nimero,
acarretando na instalagdio do DM2 (Prentki and Nolan, 2006). Nos ultimos anos, muito
esfor¢o tem sido desprendido com o intidito de criar novas estratégias terapéuticas a fim de
prevenir ou mesmo tratar as morbidades acima mencionadas (Ahuja and Chou, 2016; Dixon,
2016). Dados de nosso grupo mostraram que a suplementacdo com TAU € capaz de
potencializar os efeitos estimulatérios de nutrientes sobre a secrec@o de insulina induzida por
glicose (Carneiro et al., 2009; Ribeiro et al., 2009), bem como reduz a resisténcia periférica a
insulina em quadro de obesidade (Ribeiro et al., 2012; Batista et al., 2013; Cappelli et al.,
2014).

Nesse projeto avaliamos os componentes metabdlicos mitocondriais associados a

modulacdo da secrec¢do de insulina estimulada por glicose, bem como a acdo deste hormdnio
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em tecido muscular esquelético. Com base nos dados aqui apresentados, podemos, em
resumo, concluir:

» Camundongos desnutridos apresentaram maior sensibilidade perférica a
insulina, o que foi associado a maior tolerancia a glicose. Esse fenétipo foi confirmado
pela maior taxa de fosforilacdo da AKT em musculo esquelético;

» Dieta rica em gordura induz a instalagdo da obesidade com suas
caracteristicas associadas em animais que foram previamente desnutridos, todavia, tais
animais nao sdo hiperinsulinémicos em jejum.

» A desnutricdo associada a obesidade impediu os efeitos benéficos da
suplementacdo com TAU sobre a homeostase glicémica e sensibildade a insulina;

» Dieta rica em gordura aumentou a secre¢io de insulina estimulada por
glicose de ilhotas pancredticas isoladas em ambos, animais controles e desnutridos,
pelo menos em parte, pela modulacdo da expressdo da PYC e dos niveis de NADPH;

» Em ilhotas pancredticas a incapacidade da TAU em reverter as
alteracdes induzidas pela dieta rica em gordura em animais desnutridos, se deve,
possivelmente pelo baixo nivel de expressao do Transportador de TAU, o que reduziu
o transporte deste aminoacido para o interior das células;

» Em tecido muscular esquelético, a dieta rica em gorudra induziu
reducdo da sensibilidade a insulina e maior actimulo de TAG;

» Apesar da reducdo na sensibilidade a insulina em animais desnutridos
alimentados com dieta rica em gordura, os niveis de TAG nao foram aumentados;

» Em ambos, camundongos controle e desnutridos, a resisténcia a insulina
foi correlacionada com redugd@o nos niveis da PYC e de Oxalacetato, o que pode
significar um prejuizo no fluxo de carbonos do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos;

» A suplementagdo com TAU previniu a instalagdo da resisténcia
muscular a insulina por manter a expressdo da PYC e os niveis de Oxalacetato; efeito

que foi perdido em animais previamente desnutridos.

Concluimos a partir dos dados aqui apresentados, que o fornecimento de dieta
hiperlipidica induz o aumento na secrec¢do de insulina e resisténcia muscular a este hormonio.
A desnutricdo proteica, associada a obesidade induzida por dieta, ndo favoreceu o
desenvolvimento de alteragdes metabdlicas e funcionais associadas a sindrome metabdlica.

Entretanto, a restricdo de aminodcidos na dieta impediu os efeitos benéficos da suplementagao
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com taurina, tanto sobre a modula¢cdo da secrecdo de insulina, bem como sobre a resisténcia
muscular a este hormonio.

A auséncia de efeitos da taurina sobre a modulacdo da secre¢do de insulina
parece estar, pelo menos em parte, associada a alteracdes na expressdo do transportador de
taurina, o que resultou em reducdo do acimulo deste aminodcido no interior de ilhotas
pancredticas. Essas alteragdes parecem ser devido a variagdes nos niveis circulantes de

interleucina-6 a qual exerce efeitos sobre a expressao deste transportador.
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