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Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementacao de taurina sobre biomarcadores
de estresse oxidativo em mulheres com idade de 55 a 70 anos. Métodos:
Participaram do estudo 24 mulheres com idade variando de 61,4 + 4,2 anos,
indice de massa corporal (IMC) 31,4 + 5,1 kg / m2, que foram submetidas ou néo
a suplementacédo de taurina. As participantes foram distribuidas aleatoriamente
em dois grupos: grupo controle (GC, n = 11), suplementado com placebo (1,5 g
de amido); e grupo taurina (GTAU, n = 13), suplementado com taurina (1,5 g),
durante 16 semanas. Foram realizadas avaliacbes de antropometria, testes de
capacidade funcional, niveis de minerais, taurina e os niveis de marcadores de
estresse oxidativo determinados no plasma no periodo pré e pds intervencgao
nutricional, assim como foi realizada andlise da ingestdo alimentar antes, durante
e apos o periodo de intervencao nutricional. Os resultados foram analisados por
ANOVA two way medidas repetidas modelo misto, com post hoc Sidak (p <0,05).
Resultados: Os niveis plasmaticos de taurina e superoxido dismutase (SOD,
enzima antioxidante) aumentaram no GTAU quando comparados aos resultados
obtidos no GC apés a suplementacdo. Os niveis de glutationa redutase (GR)
diminuiram em ambos os grupos de intervencdo. Os niveis de malondialdeido
(MDA) aumentaram no GC quando comparado com o GTAU. Conclusao: A
suplementacdo de taurina evitou a diminuicdo da enzima antioxidante SOD,
sugerindo a suplementacdo de taurina como uma estratégia no controle do
estresse oxidativo durante o processo de envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento; estresse oxidativo; taurina; estratégia

terapéutica.



Abstract

Objective: To evaluate the effects of taurine supplementation on oxidative stress
biomarkers in women aged 55 to 70 years. Methods: The study included 24
women aged 61.4 + 4.2 years, body mass index (BMI) 31.4 £ 5.1 kg / m?, who
was submitted or not to taurine supplementation. Participants were randomly
assigned to two groups: control group (CG, n = 11), supplemented with placebo
(1.5 g starch); and taurine group (GTAU, n = 13), supplemented with taurine (1.5
0), for 16 weeks. Anthropometry assessments, functional capacity tests, minerals
levels, taurine, and oxidative stress markers levels were determined in plasma
sample pre and post nutritional intervention period, as well as an analysis of food
intake before, during, and after the nutritional intervention period. The results were
analyzed by an ANOVA two-way repeated measures mixed model, with post hoc
Sidak (p < 0.05). Results: Taurine and superoxide dismutase (SOD, antioxidant
enzyme) plasma levels were increased in GTAU when compared to the results
obtained in GC after supplementation. Glutathione reductase (GR) levels
decreased regardless intervention groups. Malondialdehyde (MDA) levels
increased in GC when compared to GTAU. Conclusion: Taurine
supplementation prevented the decrease in the antioxidant enzyme SOD,
suggesting taurine supplementation as a strategy to control oxidative stress
during the aging process.

Keywords: Aging; oxidative Stress; taurine; therapeutic strategy.



Lista de abreviaturas e siglas

ANOVA = Analise de variancia

CAPES = Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CAT = Catalase

CC = Circunferéncia da Cintura; waist circumference
CDO = Cisteina dioxigenase

COVID-19 = Coronavirus

CQ = Circunferéncia do Quadril; hip circumference
CSAD = Cisteina sulfinato descarboxilase

Cu = Cobre

DRIs = Dietary Reference Intake

EROS = Espécies reativas de oxigénio; reactive oxygen species
FAPESP = Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Fe2+ = ions ferro; iron ions

GC = Grupo Controle; control group

GPx = Glutationa peroxidase; glutathione peroxidase
GR = Glutathione reductase

GSH = Reduced glutathione

GSSG = Oxidized glutathione

GTAU = Grupo Taurina; taurine group

H20 = Water

H202 = Perdxido de hidrogénio; hydrogen peroxide
HDL-C = High-density lipoprotein cholesterol

HGS = Handgrip strength test

HGSL = Handgrip strength left

HGSR = Handgrip strength right

HPLC = high-performance liquid chromatography
IBGE = Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IMC = indice de Massa Corporal; Body Mass Index
Ir = Iridium

KGF = highest peak force

LDL-C = Low-density lipoprotein cholesterol

MDA = Malondialdeido; malondialdehyde

Mn = Manganés

MPO = Myeloperoxidase

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
ND = Value not determined

O2- = Anion superoéxido; superoxide anion

OH- = Radical hidroxila; hydroxyl radicals

PKA = Proteina quinase A

PKC = Proteina quinase C

PUFAs = Polyunsaturated fatty acids



g-ICP-MS = Quadrupole inductively coupled plasma mass spectrometry
Rh = Rhodium

RMR = Resting metabolic rate

SOD = Superoxido dismutase; superoxide dismutase
Tau-Cl= Chloramine taurine

TAUT = Taurine transporter

TBARS = acido tiobarbitarico

TC = Total cholesterol

TG = Triglycerides

UL = Upper tolerable intake level

VO2max = volume méaximo de oxigénio

WHO = World Health Organization

Zn = Zinco

n2 = Eta squared



Sumario

RESUMIO ... et e e e e e e e e e e e e e e e eees 8
Y 011 =T PPN 9
Lista de abreviaturas € Siglas..........ccoiiiiiiiiiiiii e 10
INETOAUGEID ... 13
L@ 0] =3 1AV 0 1R 25
LT o 11 (1] [ 100 R 26
Taurine as a possible anti-aging therapy? A controlled clinical trial on taurine
antioxidant activity in women aged 55t0 70 years............ccoeiiiiiiiii i, 27
Y 011 = Vo PR 28
INEFOAUCTION ... 29
Y13 1 T T SRR 30
Study design and SUDJECES .......ccooiiiiiiiii e 30
SAMPIE SIZE...coiiiiiiiiiieie 31
NIV ENTIONS. . 32
Taurine or placebo suppIEMENTALION .........uuuuiiriiiiiiiiiiiiiiie s 32
EVAIUALION L. 32
Anthropometric and body composition assesSSMeNt...........cceevvvveevvviinieeeeneeeennns 32
Functional CapaCity tESES .......uuuueiiii i 32
Agility and dynamic balanCe.................uuuiiiiiiiiiiii 32
Srength MEASUIEMENT.........ii i e e e e e e 33
Dietary INTAKE ... 33
Biochemical MeasSUremMeNtS ........coooivieiiiii e 33
Blood minerals MeasUremMENt..........cooiviiiiiiiiiie e e e e e e eeeeees 34
Plasma taurine 1EVEIS ... 34
Blood oxidative stress marker measurement .............uuueeiieeeeeieeeiiiiiiineeeeeeeeeeaens 34
Statistical ANAlYSIS.........cuuiiiiii e ——— 34
TS U SRR 35
D (ST ol U £ (o] o [T 42
@0} o T3 01 (0] o S 46
Graphical @DSIracCt ............uiiiii i ———— 46
] (=] (=] o SR 47
CoNnSIderacBes fINAIS...........iiii e 55

R B O BN CIAS. ..t 56



13

Introducéo

Atualmente observa-se que o panorama do envelhecimento populacional
aumentou substancialmente em grande parte do mundo (1). Do ponto de vista
demografico, mesmo com o aumento avassalador nas taxas de mortalidade e
morbidade por consequéncia da COVID-19, os dados populacionais apontam
gue nas proximas décadas a sociedade sera representada por um publico mais
envelhecido (2). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) as expectativas do niumero de idosos, para o ano de 2060 &
de 25,5% (3).

Em virtude do processo de senescéncia é esperado que ocorram
alteracdes fisiologicas em tecidos, 6rgdos e sistemas (4). Tais alteracdes
envolvem mudancgas na composi¢ao corporal como perdas ésseas, catabolismo
muscular, aumento de gordura corporal, alteracdes digestivas e absortivas de
nutrientes, além do acumulo de danos celulares ao longo do tempo (4, 5).

Principalmente, esses danos celulares estdo associados com o
desequilibrio entre os sistemas pré-oxidante e antioxidante do organismo, com
predominéncia do primeiro, refletindo no aumento do estresse oxidativo. Esse
desequilibrio favorece a producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
(EROs), moléculas altamente reativas que em altas concentra¢cdes pode resultar
no mal funcionamento do sistema de reparo celular, contribuindo para o
desenvolvimento de doencas crbnicas degenerativas ndo transmissiveis (6, 7)
como alguns tipos de cancer, Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla, distarbios

cardiovasculares, osteoporose, diabetes Mellitus tipo 2, hipertensao arterial (8)
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sendo essas, algumas das grandes preocupacfes associadas ao processo de
envelhecimento.

Esses maleficios sdo provenientes de uma condicdo predominantemente
multifatorial que envolvem desde aspectos genéticos (5), estilo de vida que
impera da alimentacdo inadequada como exemplo, o consumo frequente de
alimentos ricos em aclUcar e gordura saturada e pobres em componentes
antioxidantes presentes nas frutas, legumes e vegetais (9), além da exposicao a
outros multiplos fatores de estresse como a polui¢do do ar, radiacdo, tabagismo
e etilismo, prevalecendo a geracdo e acumulo de EROs (8,10), conforme

demonstrado na figura 1.
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Figura 1. Fatores exdgenos associados ao acumulo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) no meio celular. Figura de autoria prépria.

Neste contexto, estratégias de intervencdo utilizando antioxidantes
nutricionais tém se revelado Uteis em aumentar a capacidade antioxidante celular
(10-12) principalmente no envelhecimento, onde é observado um
enfraquecimento do sistema de defesa antioxidante (13).

Segundo Pisoschi e Pop (14) o sistema antioxidante endégeno pode ser
complementado com o uso de antioxidantes exdgenos, pela dieta ou por
suplementos alimentares provenientes de nutrientes como vitaminas, minerais,
acidos graxos ou aminoacidos que faltam ou ndo se encontram em quantidades
necessarias na dieta. Liu et al. (13) também destacaram que estratégias
terapéuticas (a base de antioxidantes) que aumentem a capacidade antioxidante
do individuo, atrelado a um estilo de vida saudavel, possivelmente seja util para
um tratamento a longo prazo.

Frente a essa abordagem, é fato que suplementos antioxidantes podem
demonstrar efeitos promissores sobre os danos celulares, e assim, inibir a
incidéncia de doencas. No entanto, ainda apresenta controvérsias quanto as
dosagens recomendadas, uma vez que doses muito baixas podem ser
ineficazes. Por outro lado, os excessos podem atenuar ou bloquear as respostas
adaptativas ao estresse, sabendo também que as EROs em baixos niveis sdo

essenciais para a homeostase celular (13-15).
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Visto que um estado mais oxidado é observado nas células envelhecidas
e conseguentemente, pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
cronicas degenerativas ndo transmissiveis, entender os processos que envolvem
0 estresse oxidativo e o sistema de defesa antioxidante sdo de extrema
importancia. Além disso, é importante considerar também que o baixo consumo
de alimentos fontes de antioxidantes, possivelmente refletem na formacao
exacerbada de EROs. Sendo assim, estratégias de intervencdo nutricional
capazes de minimizar o estresse oxidativo durante o processo de envelhecimento

sdo alternativas fundamentais.

Estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio e sistema de defesa

antioxidante

O estresse oxidativo € um processo responsavel por causar danos
oxidativos em macromoléculas como carboidratos, proteinas, lipidios e DNA,
levando a um comprometimento de sistemas biolégicos do organismo (16,17).

Dentre as macromoléculas que podem sofrer os com danos oxidativos, a
peroxidacdo dos lipideos das membranas € o indicador comumente utilizado em
estudos que investigam os danos oxidativos (18-21), tendo em vista que 0s
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) das membranas plasmaticas sdo mais
suscetiveis aos ataques por EROs (22,23).

Em resposta a peroxidacéo lipidica da membrana, sob concentracbes
fisiologicas, as células mantém sua sobrevivéncia por meio do sistema de defesa

antioxidante, resultando em uma resposta adaptativa ao estresse. Por outro lado,
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as altas concentracfes de peroxidacéo lipidica alteram a permeabilidade, fluidez
e a integridade da membrana, contribuindo fortemente para desenvolvimento de
patologias e ao envelhecimento acelerado (23).

Na peroxidacdo lipidica, a decomposicao oxidativa de AGPI formam
produtos finais da reacdo, como o malondialdeido (MDA), o qual apresenta alta
toxicidade e reatividade (24). Ademais, € um dos biomarcadores mais confiaveis
e utilizados na determinacéo do estresse oxidativo (23).

Em relacdo as EROs, essas moléculas sdo produzidas normalmente pelo
metabolismo celular, e incluem principalmente o anion superoxido (O2-), peréxido
de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH-) (16,17,25).

O 0O2- pode ser formado pela reducdo de um elétron do oxigénio
molecular, a partir de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidase, na respiracao celular. Entretanto, a maior parte de O2- é dismutado em
H20:2 por uma reacao que envolve a atividade de enzimas antioxidantes. O H20z,
ndo apresenta elétrons desemparelhados, porém é considerado uma EROs
devido a sua capacidade em entrar no citosol e formar o OH-, sendo essa reagao
conhecida como reacéo de Fenton (17). Ja o OH- é considerado 0 mais reativo
das EROs, em virtude da sua alta capacidade de reagir com qualquer molécula
biolégica, principalmente com os fosfolipidios nas membranas celulares e
proteinas, podendo resultar em disfuncdo e morte celular (16).

Quanto ao sistema de defesa antioxidante, incluem as enzimas endogenas
como a superéoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase

(CAT), considerado a principal linha de defesa do organismo contra EROs (17).
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As SODs encontradas no citosol e na mitocéndria, apresentam diferentes ions
em seus sitios ativos, como o Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Manganés (Mn), podendo
ser classificados em CuZn-SOD citosolico, Mn-SOD mitocondrial e SOD
extracelular, respectivamente. J4 a CAT localiza-se no peroxissomo e a GPx no
citoplasma e na parte extracelular dos tecidos do organismo (26, 27).

Essas enzimas, agem interrompendo a cadeia de reacdo por meio da
doacédo de elétrons, evitando a producédo excessiva de EROs, além de retardar
processos de peroxidacao lipidica, bem como prevenir possiveis danos celulares
(26) (Figura 2).

Elétron
Antioxidante desemparelhado

Doacao
de elétron

Espécie reativa de
oxigénio

Figura 2. Acdo de antioxidantes em inibir espécies reativas de oxigénio (EROS)

(28) Adaptado.

Além disso, o sistema de defesa antioxidante inclui os antioxidantes nao-

enzimaticos, especialmente os de origem dietética (exdgenos), tais como acido
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ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) , B-caroteno, compostos fendlicos

e elementos como zinco, selénio e magnésio (14,17).

Taurina: acoes fisiolégicas e metabolismo

A taurina € um composto nitrogenado intracelular livre, encontrado em
abundancia no coracéo, leucaocitos, retina, sistema nervoso central, e no masculo
(29). Originalmente, esse composto nitrogenado foi descoberto e isolado na bile
de bovinos em meados de 1827, pelos pesquisadores alemas Friedrich
Tiedemann e Leopold Gmelin (30), porém seu reconhecimento em estudos com
humanos foi somente em 1975 (31).

Apesar de nao participar da sintese proteica, a taurina é referida na
literatura como um aminoacido ndo essencial. Em sua estrutura quimica ha
presenca de um grupamento sulfénico ao invés de um grupamento de acido
carboxilico (29).

A taurina é sintetizada principalmente pelo figado, a partir de aminoacidos
sulfurados como a metionina e cisteina (32). Em primeiro momento, na via
metabdlica da taurina, ocorre a reacdo que envolve a descarboxilacdo da cisteina
a cisteina &cido sulfinico, pela enzima cisteina dioxigenase (CDO).
Posteriormente, a cisteina acido sulfinico é descarboxilada pela cisteina sulfinato
descarboxilase (CSAD) e convertida em taurina através da oxidacdo da
hipotaurina, um intermediario da biossintese da taurina, sendo esta reacao

dependente da presenca de vitamina B6 (33) (Figura 3).
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Figura 3. Sintese enddgena de taurina. Adaptado de Lourenco e Camilo (33).

Entretanto, a sua producdo enddégena é insuficiente, sendo possivelmente
um dos motivos pelos quais é considerada um aminoacido semi-essencial,
havendo necessidade do fornecimento dietético, o qual as principais fontes sao
alimentos de origem marinha e animal (29, 34). Dentre os alimentos de origem
marinha, os crustaceos e moluscos contém em média 7000 mg de taurina por
quilo de alimento (mg/kg) e pescados contém 1720 mg/kg. Quanto aos alimentos

de origem animal, a carne escura do frango contém 2000 mg/kg e peru 3000
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mg/kg. Além do mais, alimentos como leite de vaca, nozes e feijdao também
apresentam concentracdes de taurina, porém sdo concentracdes menores (35).

Uma vez obtida pela dieta, € absorvida pelo trato gastrointestinal,
particularmente no intestino curto através de seu receptor TAUT (taurine
transporter), que por sua vez € modulado pelas enzimas proteina quinase C
(PKC), responsavel pela inibicdo do transporte, e a proteina quinase A (PKA),
enzima responsavel por estimular ou inibir o transporte de taurina, dependendo
do tecido (34, 36, 37). O contetdo de taurina absorvido e liberado na corrente
sanguinea € entdo distribuido para diversos tecidos e Orgdos através do
transporte ativo (34), sendo que o0 musculo esquelético representa em
aproximadamente 70%, a maior reserva de taurina no corpo (38).

Quanto a concentracdo plasmatica de taurina, Ghandforoush-Sattari et al.
(39) investigaram o tempo de permanéncia desse composto nitrogenado no
organismo. Os autores constataram que ap0s a ingestéo de 4 gramas de taurina,
em que jovens saudaveis administram o suplemento, o pico maximo de
concentracdo considerando absorcdo de taurina foi entre 1 e 2,5 horas, com
tempo médio de 1,5 horas (39).

Clinicamente, a taurina tem sido utilizada no tratamento de iniUmeras
condi¢cbes patoldgicas, incluindo, doencas neurodegenerativas como Alzheimer
e Parkinson, epilepsia, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose, hipertensao,
diabetes (32) e também possui acdes importantes no metabolismo lipidico (40),

efeitos protetores em processos inflamatoérios (29) e atividade antioxidante (32).
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Taurina: funcoes antioxidante

Diversos estudos tém demonstrado que a taurina apresenta acdes
antioxidantes (18-20, 41,42). De acordo com os relatos mencionados na literatura
cientifica, parece que a taurina € incapaz de eliminar diretamente as EROs com
destaque para as classicas, incluindo, anion superoxido, peroxido de hidrogénio
e radical hidroxila (43). Por outro lado, essa molécula provavelmente age de
forma indireta, atenuando a toxicidade de EROs ao invés de aumentar as defesas
antioxidantes (41, 44).

Além disso, a hipotaurina (precursor da taurina) pode atuar como um
carregador de OH- e inibidor da auto-oxidacdo de ions ferro (Fe2+), podendo
prevenir a ocorréncia de reacdes de peroxidacéo lipidica (45). Klamt e Schacter
(46), em estudo com taurina marcada radioativamente em meio de cultura celular,
demonstraram que a taurina é captada preferencialmente pelas mitocondrias.
Diante disso, sugere-se que grande parte da taurina intracelular se concentra no
interior da mitocondria, contribuindo na eliminagdo de EROs e
consequentemente em menores niveis de danos celulares.

Zhang et al. (18) investigaram o0s possiveis efeitos protetores da
suplementacao de 6 gramas de taurina por sete dias, sobre o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio fisico em jovens ciclistas. Os autores constataram
aumentos significativos no volume maximo de oxigénio (VO2max), utilizado pelo
organismo, no tempo de exaustdo em cicloergdmetro e na carga maxima de
trabalho, reduzindo a producdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

(TBARS), formadas como um subproduto da peroxidacao lipidica (18).
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Em outro estudo, Silva e colaboradores (42) investigaram os efeitos da
suplementacdo de taurina 300 mg/kg sobre marcadores de estresse oxidativo
utilizando método de gavagem por 15 dias, ap0s a realizacdo de exercicio
extenuante. Foi observado a reducdo de radicais superéxidos, peroxidacéo
lipidica e carbonilacéo, atestando o efeito protetor da taurina.

Ja no estudo de Carvalho et al. (20) investigaram a eficacia da
suplementacao de taurina (3 gramas) por meio de um protocolo de 8 semanas,
em ciclistas. Como resultado, observou-se niveis aumentados nas concentracdes
basais de taurina e diminuicdo dos niveis do biomarcador de estresse oxidativo
(MDA), sugerindo que a taurina evitou a peroxidacdo lipidica. Outros
pesquisadores também encontraram resultados similares a essas evidéncias
(19). Foi observado que apés a utilizacdo da suplementacdo de 3 gramas de
taurina, associado apenas ao aconselhamento nutricional durante 8 semanas em
mulheres obesas, a taurina foi capaz de reduzir os niveis de marcadores da
inflamacéao (proteina C reativa) e peroxidacéo lipidica (TBARS) (19).

No entanto, apesar das fortes evidéncias da suplementacdo de taurina
como potente antioxidante, ainda sdo poucos os estudos até o presente
momento, que retratam as acgOes terapéuticas desse composto nitrogenado no
envelhecimento (47). Além disso, essa linha de investigacéo por meio de ensaios
clinicos com seres humanos, ainda € bastante escassa.

Tendo em vista que os danos celulares resultantes de um estado de
estresse oxidativo pode contribuir para o desenvolvimento de doencas cronicas

degenerativas nao transmissiveis, como exemplo alguns tipos de cancer e
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diabetes mellitus, especialmente no processo de envelhecimento, a utilizacdo de
terapias farmacoldgicas se faz necessario para o tratamento, mas muitas vezes
sao estratégias que geram altos custos e podem resultar em efeitos indesejaveis.
Contudo, sabendo que a estratégia de intervencdo com taurina (terapia nao-
farmacoldgica) tem se mostrado potencialmente capaz de atenuar o estresse
oxidativo, este estudo teve como hipdtese que, a suplementacdo de taurina
possa minimizar o estresse oxidativo e modular o sistema de defesa antioxidante

em mulheres com idade de 55 a 70 anos.
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Considerac0es finais

No que diz respeito sobre a suplementacdo de taurina em minimizar
processos oxidativos a nivel celular, ainda é escasso na literatura cientifica,
necessitando de maiores estudos. Porém, nossas observacfes sustentam a
hipétese de que a suplementacéo de taurina € capaz de modular o sistema
de defesa antioxidante e inibir os danos oxidativos, posto que um
enfraquecimento das defesas antioxidantes e um estado mais oxidativo é

observado no processo de envelhecimento.
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