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RESUMO GERAL 

 

BRONCZEK, G.A. Ácido tauroursodesoxicólico (TUDCA) melhora a 
insulinemia de camundongos com Diabetes do tipo 1 através do aumento 
da síntese e redução da degradação de insulina. 87 Páginas. Dissertação 
(Mestrado). Programa de Pós-Graduação em Biociências e Saúde, Centro de 
Ciências Biológicas e da Saúde, Campus Cascavel, Unioeste, 2018. 

 

 

Pacientes com Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM1) necessitam de administração 
diária de insulina exógena, o que pode causar eventos de hipoglicemia e outros 
efeitos colaterais. Diante disso, é de extrema importância encontrar moléculas 
endógenas que possam ser utilizadas no controle glicêmico no DM1 e que não 
apresentem efeitos colaterais. Nesse sentido, o ácido biliar conjugado com 
taurina, ácido tauroursodesoxicólico (TUDCA), tem se mostrado eficaz no 
tratamento do Diabetes Mellitus do tipo 2; contudo, sua eficiência no tratamento 
do DM1 tem sido menos explorada. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar 
os efeitos do TUDCA no controle glicêmico de camundongos com DM1. Para 
tanto, foram utilizados camundongos C57BL/6 divididos inicialmente em dois 
grupos: 1) Grupo controle (CTL n=6), que recebeu injeção intraperitoneal (i.p.) 
de tampão citrato de sódio (0,5 M, pH 4,5) e 2) Grupo estreptozotocina (STZ 
n=22), o qual recebeu uma dose i.p. de 40mg/kg de STZ (dissolvida em tampão 
citrato de sódio 0,5 M, pH 4,5) durante cinco dias para indução do DM1. Uma 
vez instalado o DM1 no grupo STZ, esse foi subdividido em dois grupos: 1) 
STZ (n=10), que recebeu injeção i.p. de PBS e 2) STZ+TUDCA (n=12), que 
recebeu uma dose i.p. de 300 mg/kg de TUDCA (dissolvido em PBS). Essas 
administrações foram executadas diariamente durante 24 dias. Após 15 dias de 
tratamento, os animais do grupo STZ+TUDCA apresentaram redução de 43% 
na glicemia, comparado ao grupo STZ. Essa redução da glicemia, 
provavelmente, deveu-se a um aumento da insulinemia, observada ao final do 
tratamento. Esse aumento da insulinemia pode ser explicado, pelo menos em 
parte, pela redução da atividade hepática da IDE (insulin degrading enzyme), 
responsável pela degradação da insulina, bem como pelo aumento da massa 
de células beta e da quantidade dessas células por ilhota. Juntos, esses efeitos 
contribuíram para a melhora na flexibilidade metabólica nos camundongos 
STZ+TUDCA. Concluímos, então, que o TUDCA apresenta potencial 
terapêutico para o controle da glicemia no DM1. 

 

Palavras-chave: diabetes mellitus do tipo 1, insulina, TUDCA. 

 

 



 
 

GENERAL ABSTRACT 

 

BRONCZEK, G.A. Tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) improves 
insulinemia in Type-1 Diabetic mice by increasing insulin synthesis and 
reducing its degradation. 87 Páginas. Dissertação (Mestrado). Programa de 
Pós-Graduação em Biociências e Saúde, Centro de Ciências Biológicas e da 
Saúde, Campus Cascavel, Unioeste, 2018. 

 

 

Appropriate control of glycaemia in type 1 diabetic patients (T1D) needs daily 
insulin administration, which can lead to hypoglycemic events and others side 
effects. Therefore, it is important to find endogenous molecules, without side 
effects, for T1D treatment. In this sense, the biliary acid conjugated with taurine, 
tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) presents positive effects in type 2 diabetes 
treatment. However, its beneficial effects on T1D have been less explored. 
Thus, we have assessed the effects of TUDCA on glycemic control in 
streptozotocin-induced diabetic mice. For this, C57BL/6 mice received 
intraperitoneal (i.p.) administration of streptozotocin (40mg/kg, streptozotocin 
was dissolved in 0,5 M citrate buffer, pH 4,5) for 5 days, STZ group (n=22). 
Whereas control (CON) group (n=6) received the same volume of citrate buffer. 
Once confirmed diabetes in the STZ group, diabetic mice were randomly 
selected and allocated in the 2 following groups: 1) STZ group (n=10) that 
received i.p. PBS, and 2) STZ+TUDCA group (n=12) that received i.p. 300 
mg/kg TUDCA (dissolved in PBS). These treatments were maintained for 24 
days. After 15 days of treatment, STZ+TUDCA mice showed a 43% reduction in 
blood glucose, compared with STZ. This reduction was probably due to an 
increase in insulinemia. This increase in insulinemia may be explained, at least 
in part, by a reduction in hepatic activity of IDE (insulin degrading enzyme) the 
enzyme responsible for insulin degradation, as well as by an increase in beta 
cell mass and higher beta cell number per islet. All together, these effects 
contributed to the improvement of metabolic flexibility. In conclusion, TUDCA 
shows therapeutic potential for the control of glycemia in T1D. 

 

 

Keywords: Type 1 Diabetes, insulin, TUDCA 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Um dos principais hormônios secretados pelo pâncreas é a 

insulina, a qual é produzida pelas células beta (β) das ilhotas pancreáticas e 

secretada de acordo com a demanda imposta pelo catabolismo dos macros 

nutrientes, principalmente a glicose (BANTING; BEST, 1990; CABRERA et al., 

2006; WIERUP et al., 2014). A insulina age em vários tecidos periféricos, 

incluindo o músculo, o fígado e o tecido adiposo. Entre seus efeitos 

metabólicos imediatos, encontram-se o aumento da captação da glicose, o 

aumento da síntese de proteínas, de ácidos graxos e de glicogênio, assim 

como o bloqueio da produção hepática de glicose, da lipólise e proteólise 

(ZECCHIN et al., 2004). 

Outra parte importante da resposta da célula à insulina é o seu 

clearance, que consiste em remover e inativar o hormônio (DUCKWORTH, et 

al., 1998). O principal responsável por esse processo é o fígado, que degrada 

cerca de 50% do hormônio que é secretado (CASTILLO, et al., 1994; 

DUCKWORTH, et al., 1998). O clearance ocorre por meio de três etapas: 

primeiramente, ocorre a ligação da insulina ao receptor (IR); em seguida, o 

complexo insulina-IR é internalizado; e, finalmente, o hormônio é degradado 

pela enzima IDE (IDE do inglês “insulin degrading enzyme”) (DUCKWORTH, et 

al., 1998; BRANDIMARTI, et al., 2013; KURAUTI, et al., 2016).  

Sendo assim, é importante o balanço entre a secreção e o 

clearance de insulina, a fim de manter a concentração plasmática adequada 

desse hormônio (ERDMANN, et al., 2009), uma vez que a insulina estimula a 

captação de glicose, a qual é considerada a principal fonte de energia para o 

organismo. Dessa forma, a deficiência desse hormônio pode resultar em 

hiperglicemia, dislipidemia ou Diabetes Mellitus (NEWSHOLME et al., 2014).  

Entre os tipos de Diabetes Mellitus encontra-se o do tipo 1 (DM1, 

doravante). O DM1 é uma doença autoimune que provoca a progressiva 
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destruição das células beta pancreáticas, resultando na deficiência da 

produção e da secreção de insulina (MAGANTI et al., 2014). Essa doença 

acomete principalmente crianças e jovens adultos e sua incidência cresce 

cerca de 3% ao ano (FID, 2015). Os sintomas clínicos clássicos do DM1 são: 

hiperglicemia; polidipsia; poliúria; cansaço extremo; fome constante; perda de 

peso repentina e visão embaçada (CHIANG et al., 2014).  

Pacientes com DM1 também apresentam lipólise elevada, além 

de altas concentrações de ácidos graxos livres e triglicerídeos, bem como 

elevada concentração de corpos cetônicos e redução do coeficiente respiratório 

(CR) (KELLEY; MANDARINO, 2000). A redução do CR se deve ao fato de que, 

com a deficiência na produção e na secreção de insulina, o indivíduo reduz a 

sua capacidade de alternar entre oxidar lipídeos durante o jejum e aumentar a 

captação, a oxidação e o armazenamento de carboidratos após uma refeição 

(RANDLE, 1986).  

Adicionalmente, quando não realizado o tratamento e o 

acompanhamento adequados da doença, o indivíduo acometido pelo DM1 

pode apresentar complicações como neuropatia, convulsões, doenças 

cardiovasculares, cegueira, insuficiência renal, alto risco de desenvolver 

infecções e até mesmo o coma em situações mais severas (DOS SANTOS 

GOMIDES et al., 2013; FID, 2015).  

Diante disso, a administração de insulina exógena é o principal 

tratamento para a manutenção do controle glicêmico no DM1. Contudo, esse 

tratamento apresenta efeitos secundários como a hipoglicemia (DEWITT; 

HIRSCH, 2003; BERGENSTAL et al., 2010), além de dificuldade de adesão, 

uma vez que a maioria dos pacientes são crianças e adolescentes (HILLIARD 

et al., 2013). Nesse contexto, a procura por moléculas endógenas com efeito 

benéfico sobre o controle glicêmico e que não apresentem efeitos colaterais e 

dificuldade de adesão é de extrema importância. Dessa forma, os ácidos 

biliares (AB, de ora em diante) demonstram ser potenciais candidatos para o 

tratamento do DM1, haja vista que atuam como sinalizadores endócrinos, 

regulando o metabolismo lipídico, energético e glicêmico (CHIANG, 2013).  
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Os ABS são compostos sintetizados no fígado, a partir do 

colesterol. Por muitos anos, acreditou-se que esses compostos atuavam 

somente na digestão. No entanto, comprovou-se que também agem como 

sinalizadores endócrinos mediante à ativação de alguns receptores nucleares, 

como o FXR (farnesoid X receptor) e receptores de membrana, como o TGR5 

(Takeda G receptor) e o S1PR2 (Sphingosin 1 phosphate receptor 2) (CHIANG, 

2013). 

Dentre os ABs, destaca-se o ácido tauroursodesoxicólico 

(TUDCA, deste ponto em diante) que é sintetizado nos hepatócitos a partir da 

conjugação do AB ursodesoxicólico (UDCA, doravante) com a taurina. O UDCA 

e seus conjugados são encontrados em alta concentração na bile de ursos 

(HAGEY et al., 1993), porém, em humanos, representam uma pequena 

porcentagem do conteúdo total de ABS (BENTAYEB et al., 2008).  

Atualmente, tanto o UDCA quanto o TUDCA são comercializados 

em diversos países para o tratamento de doenças hepáticas, principalmente 

para a cirrose biliar primária e para a dissolução de cálculos biliares, devido à 

sua capacidade de solubilizar o colesterol e reduzir a sua saturação na bile 

(SALEN et al., 1991; RUBIN et al., 1994; CROSIGNANI et al., 1996). O TUDCA 

também apresenta mecanismos antiapoptóticos em diferentes tipos celulares 

(XIE et al., 2002; SOLÁ et al., 2003; SCHOEMAKER et al., 2004), além de 

potencializar a secreção de insulina estimulada por glicose em ilhotas 

pancreáticas (VETTORAZZI et al., 2016). 

Ademais, também já foi observado que a ativação do receptor 

S1PR2 pelo TUDCA no fígado estimula a ativação da via da insulina (STUDER 

et al., 2012), assim como modula a atividade da IDE melhorando o clearance 

de insulina em modelo animal resistente ao hormônio (VETTORAZZI et al., 

2017). Esse AB também apresenta função de chaperona química, o qual 

melhora o enovelamento de proteínas e, assim, reduz o estresse no retículo 

endoplasmático (RE) (OZCAN et al., 2009).  

Nesse sentido, estudos demonstram que o TUDCA tem efeito 

protetor tanto nos hepatócitos quanto em ilhotas pancreáticas, restaurando a 
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homeostase glicêmica por meio da redução do estresse no RE, desenvolvendo 

papel importante na patogênese da obesidade, resistência à insulina e a 

diabetes (MAKISHIMA et al., 2002; XIE et al., 2002; OZCAN et al., 2006; LEE 

et al., 2010).  

Adicionalmente, Engin e colaboradores (2013) demonstraram que 

a administração de TUDCA no estágio pré-diabético em modelo animal 

experimental resultou na redução da incidência de DM1, bem como reduziu a 

insulite e a destruição das ilhotas mediada por resposta imune, além de 

restaurar a expressão de mediadores da UPR (unfolded protein response), que 

é a resposta desencadeada pelo RE frente ao estresse, no sentido de restaurar 

a homeostase. Aliado a isso, evidências obtidas a partir de estudos piloto do 

nosso grupo, com camundongos com DM1 severo induzido por 

estreptozotocina, demonstram redução na glicemia e aumento da sobrevida 

quando tratados com TUDCA. No entanto, os mecanismos envolvidos na 

normalização da glicemia em animais com DM1 e tratados com esse AB ainda 

não foram explorados. 

Diante disso, hipotetizamos que o tratamento com o TUDCA 

melhora a glicemia no DM1 devido à melhora da homeostase da insulina 

através da síntese, degradação e ação da insulina.  
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OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar os efeitos do ácido tauroursodesoxicólico (TUDCA) sobre 

a homeostase da insulina em camundongos com Diabetes Mellitus do tipo 1 

induzido por estreptozotocina. 

Objetivos Específicos 

 Avaliar a glicemia e o peso corporal; 

 Analisar a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina; 

 Mensurar o coeficiente respiratório; 

 Avaliar a concentração plasmática de insulina; 

 Quantificar a expressão proteica e atividade enzimática da IDE; 

 Avaliar a área total e massa da ilhota pancreática, bem como das células 

β. 
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REVISÃO GERAL DE LITERATURA 

 

 

1. Insulina 

O pâncreas é uma glândula mista composta pelas regiões 

exócrina e endócrina. Os ácinos, responsáveis pelas secreções digestivas, 

compõem a região exócrina, enquanto a região endócrina é constituída pelas 

ilhotas pancreáticas, as quais secretam hormônios como a insulina, por 

exemplo (PAN; WRIGHT, 2011; SHIH et al., 2013). O pâncreas humano tem 

entre um e dois milhões de ilhotas, que se organizam em torno de pequenos 

capilares nos quais suas células secretam seus hormônios (PAN; WRIGHT, 

2011).  

As ilhotas apresentam três principais grupos celulares: as células 

alfa (α), células beta (β) e células delta (δ), que se distinguem entre si devido à 

síntese e à secreção do glucagon, insulina e somatostatina, respectivamente 

(CABRERA et al., 2006; WIERUP et al., 2014). Em humanos, a maior parte das 

células constituintes da ilhota (~50%) corresponde às células beta, dispostas 

centralmente e responsáveis pela produção e pela secreção de insulina, 

peptídeo-c e o peptídeo amilina (NEWSHOLME et al., 2011; RORSMAN; 

BRAUN, 2013). As células α abrangem ~40% da região endócrina da ilhota 

(NOLAN et al., 2011), enquanto as células restantes são as células δ e células 

PP que produzem o polipeptídeo pancreático (RUTTER, 2001). Já em 

roedores, as células beta correspondem a ~75% do conteúdo total da ilhota, as 

células α ~20% e o restante compreende às células δ e PP (PAN; WRIGHT, 

2011).  

Além do mais, as ilhotas apresentam outros tipos celulares menos 

conhecidos e que podem aparecer de forma transiente durante o 

desenvolvimento dependendo da espécie. Um exemplo disso são as células 

enterocromafins, produtoras de serotonina, que são encontradas de forma 

dispersa no pâncreas de algumas espécies, como os suínos (CAPELLA et al., 

1978). Outro exemplo são as células G, produtoras de gastrina, que estão 
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presentes nas ilhotas de roedores durante o desenvolvimento neonatal 

(LARSSON et al., 1976). Outrossim, existem células secretoras de grelina que, 

em humanos, correspondem a aproximadamente 10% do total de células da 

ilhota no período neonatal, reduzindo para cerca de 1% quando o indivíduo 

atinge a fase adulta. Assim como em humanos, nos roedores, as células 

secretoras de grelina também estão presentes nas ilhotas durante o 

desenvolvimento fetal e neonatal. Contudo, quando o animal atinge a fase 

adulta elas são extremamente raras (WIERUP et al., 2014). 

Um dos hormônios secretados pelo pâncreas é a insulina, um 

hormônio proteico formado por duas cadeias de aminoácidos conectadas por 

meio de ligações dissulfeto (BANTING; BEST, 1990). Sua síntese tem início 

com a tradução do mRNA da insulina por meio dos ribossomos ligados ao RE, 

gerando o pré-pró-hormônio da insulina. Esse pré-pró-hormônio é clivado no 

RE, formando a pró-insulina. A pró-insulina é em grande parte clivada 

novamente no complexo de Golgi dando origem à insulina e fragmentos de 

peptídeos (SILVERTHORN, 2010).  

O principal estímulo para a secreção de insulina é o aumento da 

concentração plasmática de glicose. A glicose absorvida no intestino delgado 

chega às células beta que possuem um grande número de transportadores de 

glicose (GLUT2) (RUTTER et al., 2015). Uma vez dentro das células, a glicose 

é fosforilada a glicose-6-fosfato e, subsequentemente, oxidada formando 

trifosfato de adenosina (ATP). O aumento da razão ATP/ADP inibe os canais 

de K+ sensíveis ao ATP e, o fechamento desses canais, gera a despolarização 

da membrana celular. Dessa forma, abrem-se os canais de Ca2+ dependentes 

de voltagem, produzindo um influxo de Ca2+ que estimula a fusão das vesículas 

que contêm insulina, com a membrana celular (JAHN; FASSHAUER, 2012; 

RUTTER et al., 2015). 

Quando a insulina chega às células-alvo, ela se liga e ativa um 

receptor proteico de membrana. O receptor de insulina é uma combinação de 

quatro subunidades que se mantêm unidas por meio de ligações dissulfeto: 

duas subunidades alfa externas à membrana celular e duas subunidades beta 

que penetram através da membrana, projetando-se no citoplasma celular 
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(MOSTHAF et al., 1990; PESSIN; SALTIEL, 2000). A insulina se liga às 

subunidades alfa do lado externo da célula, promovendo a autofosforilação das 

subunidades beta, o que, por sua vez, causa a fosforilação de diversas outras 

proteínas adaptadoras intracelulares, inclusive de um grupo chamado de 

substratos do receptor de insulina (IRS) (WHITE et al., 1988; PATTI; KAHN, 

1998).  

Quando fosforilados, os IRS indiretamente promovem a ativação 

de duas outras proteínas: a fosfotidilinositol 3-quinase (PI3K) e, na sequência, 

a proteína quinase B (PKB) ou AKT. Quando ativada ou fosforilada, a AKT 

fosforila e inibe a proteína substrato da AKT de 160 kDa (AS160) que, quando 

inibida, promove o acúmulo de guanosina trifosfato (GTP) nas vesículas onde 

armazenam-se os transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4), resultando na 

sua translocação até a membrana plasmática, o que permite o aumento da 

captação de glicose e reestabelecimento da euglicemia (GUO, 2014).  

A insulina age em vários tecidos periféricos, incluindo músculo, 

fígado e tecido adiposo. Seus efeitos metabólicos imediatos são o aumento da 

captação da glicose, principalmente no tecido muscular e adiposo, o aumento 

da síntese de proteínas, de ácidos graxos e de glicogênio, assim como o 

bloqueio da lipólise e da proteólise (ZECCHIN et al., 2004), além da redução da 

produção hepática de glicose por meio do bloqueio da gliconeogênese e da 

glicogenólise. Desse modo, no fígado, a insulina inibe a transcrição do gene 

que codifica a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), uma enzima chave 

no controle da gliconeogênese, bem como reduz a transcrição do gene que 

codifica a glicose-6-fosfatase (G6Pase) e aumenta a transcrição de enzimas 

glicolíticas, como a glicoquinase (GK) e piruvato quinase (PK), e enzimas 

lipogênicas, como o ácido graxo sintase (FAS) e a acetil-CoA carboxilase 

(ACC) (SALTIEL; KAHN, 2001). A via de sinalização celular induzida por 

insulina também ativa a via da MAP quinase (Ras-mitogen-activated protein 

kinase - MAPK), a qual exerce impacto sobre os mecanismos de controle do 

crescimento e diferenciação celular (AVRUCH, 1998; FANTIN et al., 2000).  

Outra parte importante e integral da resposta da célula à insulina 

é o clearance, que consiste em remover e inativar o hormônio (DUCKWORTH 
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et al., 1998). Esse processo ocorre por meio de três etapas: 1) ligação da 

insulina ao receptor (IR) localizado na membrana plasmática das células; 2) 

internalização do complexo insulina-IR por meio de vesículas 

intracitoplasmáticas ou por endossomos; e 3) degradação do hormônio pela 

IDE (IDE do inglês “insulin degrading enzyme”) (DUCKWORTH et al., 1998; 

BRANDIMARTI et al., 2013; KURAUTI et al., 2016).  

Quando a insulina é secretada na corrente sanguínea, cerca de 

50% do conteúdo secretado já é degradado pelo fígado na primeira passagem 

pelo sistema porta. No entanto, a degradação de insulina também ocorre em 

outros tecidos, mas em menor quantidade, como o músculo esquelético, tecido 

adiposo e principalmente os rins (CASTILLO et al., 1994; DUCKWORTH et al., 

1998). 

Sendo assim, a regulação da concentração de insulina plasmática 

é extremamente importante para a manutenção da homeostasia, uma vez que 

esse hormônio exerce papel central no metabolismo dos macronutrientes, 

principalmente no da glicose, caracterizando-se como o único hormônio 

hipoglicemiante em mamíferos. Dessa forma, a deficiência de insulina pode 

resultar em hiperglicemia, dislipidemia ou diabetes mellitus (NEWSHOLME et 

al., 2014). 

 

2. Diabetes Mellitus  

O Diabetes Mellitus é uma doença crônica que resulta da 

disfunção na produção ou na resposta à insulina, ocasionando aumento da 

concentração plasmática de glicose (DE FERRANTI et al., 2014). As duas 

principais formas nas quais a doença se apresenta são o Diabetes Mellitus do 

tipo 1 (DM1) e do tipo 2 (DM2). O DM1 é uma doença autoimune que provoca a 

progressiva destruição das células beta pancreáticas, as quais são 

responsáveis pela produção e pela secreção de insulina. Dessa forma, por se 

tratar de um hormônio essencial para a manutenção da homeostase glicêmica, 

o paciente com DM1 apresenta a necessidade da administração diária de 
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insulina (MAGANTI et al., 2014). O DM1 acomete pessoas de todas as idades, 

mas preferencialmente crianças e jovens adultos (FID, 2015).  

Por outro lado, o DM2 geralmente está associado à obesidade ou 

ao sobrepeso (WHO, 2016). Esse tipo de diabetes é caracterizado pela 

deficiência na ação periférica da insulina, levando à resistência ao hormônio. 

Dessa forma, a lipotoxicidade, devido à obesidade, aliada à glicotoxicidade, 

proveniente da resistência à insulina, podem levar à redução da função e da 

massa das células beta (CNOP et al., 2005; KAHN et al., 2006). 

O DM1 não é tão comum quanto o DM2, mas ainda cresce cerca 

de 3% ao ano, particularmente em crianças. Com relação à população mundial, 

existem aproximadamente 542.000 crianças com DM1. O Brasil, nesse 

contexto, ocupa o terceiro lugar no ranking dos 10 países com o maior número 

de crianças acometidas pela doença, totalizando 30.900 crianças de 0-14 anos, 

ficando atrás apenas da Índia (70.200) e dos Estados Unidos (84.100) (FID, 

2015). 

De modo geral, o DM1 é uma doença autoimune desencadeada 

pela predisposição genética associada a fatores ambientais, resultando na 

destruição das células beta e, consequentemente, na deficiência de insulina 

(KATSAROU et al., 2017).  O indivíduo que apresenta predisposição genética, 

quando exposto a um fator ambiental de estresse, desencadeia uma resposta 

imune exacerbada causando insulite. No início, as ilhotas sofrem infiltração de 

macrófagos e células dendríticas, que, por sua vez, ativam células TCD4+ 

(PIROT et al., 2008).  

As células TCD4+ estimulam os macrófagos e as células 

dendríticas a secretar citocinas e óxido nítrico. As citocinas por sua vez, 

estimulam a secreção de quimiocinas pelas células endoteliais, o que aumenta 

o recrutamento de células imunes e, consequentemente ativa as células 

TCD8+. Além disso, a própria célula beta secreta quimiocinas em resposta a 

infecção viral ou às citocinas, potencializando o recrutamento de células 

imunes. Uma vez ativadas, as células TCD8+ induzem a apoptose da célula 

beta via receptor Fas e sistema granzina/perforina. Aliado a isso, as citocinas 
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como interleucina 1β (IL-I β), fator de necrose tumoral α (TNF- α) e interferon γ 

(INF- γ) se ligam a receptores na superfície da célula beta, desencadeando 

vias apoptóticas (PIROT et al., 2008). 

Diante da perda das células beta e da deficiência de insulina, o 

indivíduo com DM1 apresenta alguns sintomas clínicos como: hiperglicemia; 

polidipsia; poliúria; falta de energia, cansaço extremo; fome constante; perda 

de peso repentina e visão embaçada. Além disso, a forma como o DM1 se 

apresenta em crianças e em adultos diferencia-se. Por exemplo, crianças 

geralmente demonstram sintomas agudos de poliúria, polidipsia e cetonemia. 

Por outro lado, em adultos, o DM1 apresenta um começo gradual, com uma 

apresentação clínica similar ao DM2 (CHIANG et al., 2014). 

O indivíduo diagnosticado com DM1 necessita realizar 

adaptações na sua rotina, como, por exemplo, uso diário de injeções de 

insulina, reeducação alimentar, controle da glicemia plasmática, manutenção 

do peso corporal, uso de medicação e prática regular de atividades físicas 

(CARONA et al., 2013).  

Essa alteração nos hábitos de vida não envolve apenas o 

paciente com DM1, mas também os familiares e/ou cuidadores desse indivíduo 

(BARRETO et al., 2012). Sendo assim, o auxílio e a presença de uma equipe 

interdisciplinar facilitam, de certa forma, o entendimento da família com relação 

à doença e também, o esclarecimento de dúvidas e a prática das adaptações 

necessárias, além de estimular a maior adesão ao tratamento (MARCON et al., 

2009). 

Diante disso, todo paciente com DM1 precisa de cuidados 

específicos para a sua idade, visto que cuidar de uma criança ou bebê com 

DM1 difere dos cuidados com adolescentes, assim como as necessidades de 

jovens adultos podem variar com relação a adultos de meia idade ou idosos. 

De modo geral, destacam-se três pontos, independentemente da idade: i) plano 

de cuidado individualizado juntamente com educação e apoio; ii) avaliação de 

complicações agudas e crônicas; iii) acesso a médicos especializados. 

Portanto, como os pacientes mudam ao longo do tempo, a abordagem 
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terapêutica deve mudar e ser avaliada em cada visita para ser modificada 

quando necessário (HANNA, 2012; CHIANG et al., 2014).  

Em casos de adolescentes com DM1, a manutenção da doença 

apresenta desafios complexos devido às mudanças que ocorrem no âmbito 

fisiológico, social e emocional, os quais ocorrem entre a infância e a vida 

adulta, incluindo a puberdade, o desejo de ser “normal”, formação da 

identidade e, por vezes a tentativa de testar os limites impostos pelos 

profissionais de saúde, pais e cuidadores (HILLIARD et al., 2013; HYNES et al., 

2016). Além disso, os custos do tratamento e do equipamento de 

monitoramento, combinados com as necessidades diárias da criança ou 

adolescente com diabetes, podem representar um fardo financeiro e emocional 

para toda a família, assim como para o estado (FID, 2015). 

Um componente importante no tratamento de todos os indivíduos 

com DM1 é a terapia nutricional como a contagem de carboidratos. Cada 

paciente deve ter um plano alimentar individualizado baseado nas preferencias, 

na rotina e nas atividades físicas. A terapia nutricional tem como objetivo 

garantir que o paciente e a família entendam o impacto que a alimentação tem 

na manutenção da glicemia. Ademais, o exercício físico também é 

extremamente importante em casos de DM1 e apresenta diversos benefícios 

psicológicos e na saúde, incluindo aptidão física, manutenção do peso corporal 

e melhora na sensibilidade à insulina. Também, promove oportunidades para 

interação social e melhora da autoestima (CHIANG et al. 2014).    

Adicionalmente, parte essencial do tratamento e da manutenção 

do DM1 é a administração diária de insulina. Atualmente, a insulina para 

tratamento é bastante variada, tanto com relação aos tipos (rápida, curta, 

intermediária e a longo prazo) quanto à forma de administração (injeção 

subcutânea, infusão contínua subcutânea, nasal) (BENKHADRA et al., 2017). 

No entanto, em diversos países, o acesso a medicamentos e a informações 

são limitados, o que pode provocar complicações severas à saúde e morte 

precoce do paciente (FID, 2015).  
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Quando não realizados o tratamento e o acompanhamento 

adequados da doença, o indivíduo acometido pelo DM1 pode apresentar 

retinopatia, nefropatia (NATHAN et al., 2005; LIND et al., 2009), alto risco de 

desenvolver infecções, cegueira (FID, 2015), neuropatia, convulsões e até 

mesmo o coma em situações mais severas (DOS SANTOS GOMIDES et al., 

2013).  

Pacientes com DM1 também demonstram lipólise elevada, altas 

concentrações de ácidos graxos livres e triglicerídeos, bem como elevada 

concentração de corpos cetônicos, o que, em casos mais graves, pode levar à 

cetoacidose diabética (KELLEY; MANDARINO, 2000). Esses indivíduos 

também apresentam redução do coeficiente respiratório (CR); tal redução se 

deve ao fato de que, com a deficiência na produção e na secreção de insulina, 

o indivíduo tem a incapacidade de ajustar a captação de macro nutrientes de 

acordo com a necessidade metabólica (RANDLE, 1986). 

Outrossim, indivíduos acometidos pelo DM1 também apresentam 

maior risco de morte prematura quando comparados à população em geral 

(SECREST et al., 2010; LIVINGSTONE et al., 2012). Segundo Lind e 

colaboradores (2014), em um estudo comparativo entre indivíduos controle e 

indivíduos com DM1, dos pacientes com morte relacionada ao DM1, 14,5% 

foram por cetoacidose ou hipoglicemia, 9,2% complicações renais, 9% 

complicações vasculares, 0,1% complicações oculares e 67,2% com 

complicações múltiplas ou Inespecíficas. 

O DM1 pode ter efeitos maléficos tanto físicos quanto mentais. 

Segundo Martinez e colaboradores (2016), existe uma relação negativa entre 

sintomas de depressão e a frequência de verificação da glicemia, pois os 

adolescentes que apresentam mais sintomas de depressão são os que 

verificam a glicemia com menor frequência. Além disso, a ansiedade também 

pode afetar a maneira com que estes pacientes lidam com o controle glicêmico. 

Por exemplo, em estudo de DiBattista e colaboradores (2009), foi observado 

que adolescentes diabéticos do sexo masculino sofrem de ansiedade por conta 

do uso de insulina e aderência à dieta, enquanto que, no sexo feminino, a 

ansiedade resulta da relação com o meio social e à adesão ao uso de insulina. 
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Com base nas informações discutidas até o momento, assevera-

se que o DM1 vem crescendo mundialmente, e, por se tratar de uma doença 

que acomete majoritariamente crianças e adolescentes, é de difícil tratamento 

e manutenção, pois os pacientes dependem quase que totalmente dos 

familiares e/ou cuidadores. Além disso, a administração de insulina exógena é 

o principal tratamento, contudo, apresenta efeitos secundários como 

hipoglicemia e dificuldade de adesão (DEWITT; HIRSCH, 2003; BERGENSTAL 

et al., 2010).  Desse modo, a procura por moléculas endógenas com efeito 

benéfico sobre o controle glicêmico e que não apresentem efeitos secundários 

indesejados para pacientes com DM1, é de extrema importância. Nesse 

sentido, os ABs demonstram ser potenciais candidatos como agentes 

terapêuticos.  

 

3. Ácidos Biliares (ABs) 

Os ABs são compostos sintetizados no fígado pelos hepatócitos, 

a partir do colesterol. Os ABs produzidos nos hepatócitos são considerados 

primários, como o ácido cólico (CA) e o ácido quenodesoxicólico (CDCA) em 

humanos, e o ácido β muricólico (BMCA) e o CA em camundongos 

(HOFMANN; HAGEY, 2008; CHIANG, 2009; 2013). Os ABs formados a partir 

da modificação dos primários por conta de ação bacteriana no trato intestinal 

são considerados secundários. Os mais comuns tanto em humanos quanto em 

camundongos, são o ácido litocólico (LCA) proveniente do CDCA ou do BMCA 

e o ácido deoxicólico (DCA) proveniente do CA (HOFMANN; HAGEY, 2008). 

O fígado humano sintetiza cerca de 200 a 600 mg de ABs por dia. 

A conversão do colesterol em ABs envolve cerca de 17 enzimas localizadas no 

citosol, RE, mitocôndria e peroxissomos. Existem duas vias de biossíntese dos 

ABs (CHIANG, 1998), uma delas é a via clássica, a qual é responsável pela 

síntese de mais de 90% do total de ABs em humanos e é iniciada pela enzima 

CYP7A1, culminando na produção dos ABs primários, CA e CDCA. 

Adicionalmente, para a síntese de CA, é necessária à ação da enzima 

CYP8B1; sem ela o produto final é o CDCA. Outra via responsável pela 
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produção de ABs primários é a via alternativa, a qual é iniciada pela enzima 

CYP27A1 (DUANE; JAVITT, 1999) e é responsável pela produção de menos 

de 10% do conteúdo total de ABs em humanos. Por outro lado, em roedores, 

ambas as vias contribuem de forma semelhante para a síntese desses 

compostos (LI; CHIANG, 2014) (Fig. 1).  

 

Figura 1. Síntese dos ácidos biliares. Duas vias de síntese de ácidos biliares estão ilustradas. 
A via clássica é iniciada pela enzima CYP7A1, dando origem ao CDCA. Quando há presença 
da enzima CYP8B1, resulta na formação do CA. A via alternativa é iniciada pela enzima 
CYP27A1, dando origem ao CDCA. No intestino grosso, por ação da microbiota, o CA e o 
CDCA são convertidos em DCA e LCA, respectivamente. No fígado de camundongos, a maior 
parte do CDCA é convertido em BMCA. No intestino, a CYP3A1 e epimerase também converte 
o CDCA em ácidos biliares secundários como THCA, THDCA e TUDCA. Uma grande 
quantidade de LCA é excretado nas fezes. Adaptado de: LI; CHIANG, 2014. 

Depois de sintetizados, os ABs são conjugados. Em humanos, a 

maioria deles é conjugado com glicina ou taurina (proporção de 3:1), enquanto 

que, em roedores, a maior parte desses compostos (>95%) são conjugados 

com taurina. Essa conjugação ocorre por ação das enzimas BAC (Bile 

acid:CoA synthase) e BAAT (Bile acid:amino acid transferase). A conjugação 

proporciona o aumento da solubilidade dos ABs no pH fisiológico e reduz a sua 

toxicidade. Além disso, esse processo de conjugação resulta em uma molécula 
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com carga negativa e impermeável à membrana celular dos colangiócitos, 

enterócitos e junções paracelulares, minimizando a sua absorção passiva 

(HOFMANN; HAGEY, 2008; CHIANG, 2013). 

Após a síntese e conjugação, os ABs são secretados no espaço 

canalicular entre os hepatócitos, fluem distalmente pelos ductos até chegar à 

vesícula biliar. Em humanos, durante o jejum, metade de todos os ABs 

secretados se encontram na vesícula biliar, e o restante entra no intestino 

delgado (HOFMANN, 2009). No intestino, por ação da microbiota intestinal, 

esses compostos são desconjugados e sofrem alterações conformacionais 

dando origem a ABs secundários, como o LCA e o DCA (Fig. 1) (LI; CHIANG, 

2014). Além disso, nos enterócitos, os ABs são absorvidos tanto ativa quanto 

passivamente por meio do ASBT (apical sodium-dependent bile acid 

transporter), que é um transportador apical do enterócito, e seguem para o 

sangue portal por intermédio de um transportador basolateral, o OSTα/β 

(organic solute transporter α/β) (NAKAHARA et al., 2005) (Fig. 2).  

Em seguida, os ABs retornam ao fígado e são captados pelos 

hepatócitos pelo NTCP (Na+-taurocholate cotransport peptide), um 

cotransportador basolateral dependente de sódio homólogo ao ASBT. Uma vez 

dentro dos hepatócitos, os ABs são secretados novamente na bile pelo 

cotransportador BSEP (bile salt export pump) (Fig. 2). Com o tempo, a maioria 

desses ácidos circulantes é armazenada na vesícula biliar. No desjejum, os 

ácidos graxos da dieta estimulam a colecistocinina que, consequentemente, 

incentivam a contração da vesícula biliar, que se esvazia gradualmente, 

secretando os ABs no lúmen do intestino delgado. Esses compostos são 

reabsorvidos e retornam ao fígado para mais uma vez serem secretados na 

bile. Esse movimento dos ABs entre o fígado e o intestino delgado é chamado 

de circulação entero-hepática, e a massa circulante dessas moléculas é 

chamada de pool de ABs (HOFMANN, 2009). Em animais que não possuem 

vesícula biliar ou indivíduos que retiraram a vesícula, a circulação entero-

hepática também acontece; no entanto, o pool de ABs fica contido no intestino 

delgado durante o jejum (HOFMANN; HAGEY, 2008). 
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Figura 2. Transporte dos ácidos biliares e a circulação entero-hepática. Na circulação 
entero-hepática, os ácidos biliares são secretados dos hepatócitos para o espaço canalicular e 
seguem para a vesícula biliar, onde são armazenados. A ingestão alimentar estimula a vesícula 
biliar a liberar a bile no intestino delgado, onde ~95% dos ácidos biliares pode ser reabsorvido 
no íleo e secretados novamente na circulação portal. Aproximadamente 5% do total de ácidos 
biliares são perdidos nas fezes. Os ácidos biliares são captados pelos hepatócitos na 
membrana basolateral e ressecretados na bile, e a captação e a secreção desses compostos é 
mediada por transportadores. O cotransportador BSEP é o transportador responsável pelo 
efluxo dos ácidos biliares nos hepatócitos. No intestino delgado, os ácidos biliares são 
absorvidos pelos enterócitos através do cotransportador apical ASBT e são secretados na 
circulação portal pelo transportador basolateral heterodímero OST α/β. Por fim, o 
cotransportador NTCP é o principal transportador para captação de ácidos biliares pelos 
hepatócitos. Adaptado de: LI; LI, 2017. 

Apesar de serem moléculas anfipáticas, os ABs podem ser 

classificados como hidrofílicos e hidrofóbicos (RODA et al., 1983). No intestino 

delgado, esses compostos agem como detergentes químicos, pois solubilizam 

ácidos graxos, monoglicerideos e vitaminas lipossolúveis (HOFMANN; 

MYSESLS, 1987). Adicionalmente, os ABs conjugados têm efeitos 

antimicrobianos no lúmen, dado que estimulam o enterócito ileal a secretar 

agentes antimicrobianos (HOFMANN; ECKMANN, 2006), Também, estimulam 

os enterócitos a secretar um hormônio peptídico, o FGF19 (fibroblast growth 

factor 19), em humanos, e o FGF15, (fibroblast growth factor 15) em roedores 

(HOFMANN; HAGEY, 2008).  

Além de atuar na digestão, os ABs funcionam como sinalizadores 

endócrinos que regulam o metabolismo glicêmico, lipídico e energético, 

mediante à ativação de receptores nucleares, como o FXR (farnesoid X 
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receptor), e receptores de membrana, como o TGR5 (Takeda G receptor) e o 

S1PR2 (Sphingosin 1 phosphate receptor 2) (CHIANG, 2013). O AB hidrofóbico 

CDCA é o ligante mais eficaz na ativação do FXR, seguido do LCA, DCA e CA, 

enquanto os hidrofílicos, como UDCA e BMCA, não ativam esse receptor (XIE 

et al., 2001; SONODA et al., 2002; UPPAL et al., 2005). O FXR induz a 

ativação do SHP (small heterodimer partner) e, consequentemente, inibe a 

transcrição dos genes das enzimas CYP7A1 e CYP8B1 (GOODWIN et al., 

2000; LU et al., 2000). Esse receptor também ativa o BSEP nos hepatócitos 

(CHIANG, 2013), assim como induz a transcrição do gene OST α/β nos 

enterócitos e inibe o NTCP nos hepatócitos (FRANKENBERG et al., 2006). 

Dessa forma, o FXR tem papel importante na circulação entero-hepática 

através da regulação da síntese, secreção biliar, reabsorção e secreção no 

intestino, além da captação dos ABs pelos hepatócitos (JANSEN; STURM, 

2003; ZOLLNER et al., 2006). 

Para além disso, no fígado, a ativação do FXR via ABS é capaz 

de contribuir com a redução da concentração de glicose plasmática pós-

prandial por meio da redução da gliconeogênese hepática associada à indução 

da síntese hepática de glicogênio (SHAPIRO et al., 2018). Dessa forma, a 

ativação do FXR no fígado estimula o armazenamento de glicogênio e inibição 

da expressão de genes glicolíticos e lipolíticos, como a proteína de ligação ao 

elemento responsivo aos carboidratos (ChREBP) e proteína de ligação ao 

elemento regulado por esterol 1c (SREBP1c) (WATANABE et al., 2004; 

DURAN-SANDOVAL et al., 2005). A ativação desse receptor também resulta 

na inibição de enzimas envolvidas na gliconeogênese hepática, como a PEPCK 

e a G6Pase (POTTHOF et al. 2011, SHAPIRO et al., 2018). O FXR é 

encontrado nos enterócitos ileais e a sua ativação resulta na inibição da 

secreção do peptídeo semelhante a glucagon 1 (GLP-1), e nas células beta 

pancreáticas, a ativação desse receptor estimula a secreção de insulina 

(SHAPIRO et al., 2018). 

Um receptor transmembrana ativado pelos ABs é o TGR5, 

expresso em diversos tecidos incluindo a vesícula biliar, o baço, o fígado, o 

intestino, o rim, o músculo esquelético, o pâncreas, os adipócitos e os 
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macrófagos. Todavia, não é expresso nos hepatócitos, mas foi detectado nas 

células de Kupffer, nas células do endotélio sinudoidal do fígado e nas células 

epiteliais da vesícula biliar (GRUY-KAPRAL et al., 1999; KAPRAL et al., 2004).  

Esse receptor tem maior afinidade por ABs hidrofílicos, e a sua ativação 

estimula o aumento da concentração de cAMP, que ativa proteína quinase A 

(PKA) e a expressão de genes alvo. Tanto no tecido adiposo marrom quanto no 

músculo esquelético, a sinalização do TGR5 estimula a conversão do ATP em 

cAMP,  o que ativa a iodotironina desiodase 2 (DIO2), a qual converte a tiroxina 

T4 em T3, um hormônio biologicamente ativo, conhecido por estimular o 

consumo de oxigênio pela mitocôndria e o metabolismo energético 

(WATANABE et al., 2006). 

No fígado e no intestino, essa sinalização do TGR5/cAMP tem 

função anti-inflamatória (WANG et al., 2011), protege a integridade da barreira 

intestinal e previne a colite (CIPRIANI et al., 2011). A via de sinalização do 

TGR5 ativada pelos ABs também pode ter papel importante na proteção contra 

doenças inflamatórias, incluindo esteatose hepática, doença intestinal 

inflamatória, aterosclerose e diabetes. Além disso, tem-se demonstrado que os 

ABs e o TGR5 estimulam a secreção do GLP-1 pelas células tipo L 

(HOFMANN; HAGEY, 2008), bem como o reabastecimento da vesícula biliar 

(STAELS; KUIPERS, 2007). Esse receptor também é encontrado no pâncreas 

e a sua ativação estimula a secreção de insulina pelas células beta 

pancreáticas, enquanto que, nas células alfa, a ativação do TGR5 via ABs 

proporciona alteração do fenótipo secretor da célula, de glucagon para GLP-1. 

Dessa forma, resulta em um efeito parácrino na célula beta vizinha para 

estimular a secreção de insulina, além de melhorar a viabilidade e proliferação 

celular. Adicionalmente, o TGR5 é expresso em células do sistema imune e a 

sua ativação nesse tipo celular resulta na inibição de vias inflamatórias e, 

consequentemente, na redução na produção de citocinas pró-inflamatórias 

(SHAPIRO et al., 2018). 

Outro receptor transmembrana ativado pelos ácidos biliares é o 

S1PR2, que é expresso nos hepatócitos. ABs conjugados, como TCA, TDCA, 

TUDCA, GCA e GDCA, são capazes de ativar esse receptor e, dessa forma, 
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ativar a cascata de sinalização da ERK1/2 (extracellular signal-regulated 

kinase) e Akt (DENT et al., 2005). A ativação do S1PR2 pelos ABs ativa o 

receptor de insulina e, consequentemente, a via da Akt. Sugere-se que a via 

S1PR2/ERK1/2/AKT pode fosforilar e estabilizar o SHP (MIAO et al., 2009), 

que, por sua vez, inibe a transcrição do gene da enzima CYP7A1 (SONG et al., 

2009).  

Ademais, a ativação da via da Akt estimula a glicogênio sintase 

(GS), uma enzima chave na glicogênese. A Akt também fosforila e inativa o 

fator de transcrição FoxO1, o que resulta na inibição da PEPCK e G6Pase as 

quais participam da gliconeogenese. A ativação do S1PR2 também pode ativar 

a via FXR/SHP que inibe a oxidação de ácidos graxos via receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma (PPAR) α/γ/PGC-1 e a síntese de ácidos graxos 

pela SREBP-1c. Dessa forma, o S1PR2 pode reduzir as concentrações de 

glicose e triglicerídeos séricas, e melhorar a sensibilidade à insulina, 

estimulando a glicogênese e inibindo a gliconeogênese e lipogênese (CHIANG, 

2013).  

Nesse sentido, a ativação da via da insulina induzida por ABs 

conjugados, principalmente com a taurina, pode ser importante para a 

manutenção da taxa de proliferação das células beta pancreáticas e também 

para a redução da secreção de glucagon pelas células alfa, uma vez que 

pacientes diabéticos apresentam hiperglucagonemia, o que torna interessante 

o uso dessas moléculas na terapêutica do DM1. 

 

4. Ácido Tauroursodesoxicólico (TUDCA) 

O TUDCA é sintetizado nos hepatócitos a partir da conjugação do 

AB UDCA com a taurina. O UDCA e seus conjugados compreendem cerca de 

47% da bile do urso-negro americano e cerca de 76% no urso-negro asiático 

(HAGEY et al., 1993). Já em humanos, esse composto representa apenas 

0,13% do pool de ABS (BENTAYEB et al., 2008).  



30 
 

 
 

A bile de ursos tem sido amplamente utilizada pela medicina 

chinesa ao longo dos anos como tratamento de doenças que envolvem febre e 

inflamação, desintoxicação do fígado, prevenção de convulsões e crises 

epilépticas, dissolução de cálculos renais e biliares, além de redução de 

tumores (FENG et al., 2009). 

No entanto, tanto o UDCA quanto o TUDCA passaram a ser 

amplamente utilizados em meados dos anos 1950, no Japão, quando 

começaram a ser fabricados a partir do CA (KANAZAWA et al., 1954). 

Atualmente, esses dois compostos são comercializados em vários países para 

o tratamento de doenças hepáticas, principalmente a cirrose biliar primária, e 

para a dissolução de cálculos biliares, devido à sua capacidade de solubilizar o 

colesterol e reduzir a sua saturação na bile (WARD et al., 1984; SALEN et al., 

1991; CROSIGNANI et al., 1996).  

O TUDCA também apresenta mecanismos antiapoptóticos em 

diferentes tipos celulares. Esse AB inibe a apoptose induzida pelo RE em 

linhagem de células hepáticas humanas, através da redução do efluxo de 

cálcio pelo RE, bloqueio da ativação da caspase 12 e estabilização da 

membrana mitocondrial (XIE et al., 2002; SCHOEMAKER et al., 2004). Outra 

forma de inibição da morte celular nos hepatócitos pela ação do TUDCA é por 

meio da ativação de vias de sobrevivência, como a p38/ERK/MAPK e pela 

cascata de sinalização da PI3K (PONGRACZ et al., 1995; SOLÁ et al., 2003; 

SCHOEMAKER et al., 2004).  

Já foi observado, também, que no pâncreas o TUDCA 

potencializa a secreção de insulina estimulada por glicose por meio da via 

cAMP/PKA, em ilhotas pancreáticas isoladas (VETTORAZZI et al., 2016). No 

fígado, o TUDCA ativa o receptor transmembrana S1PR2 acionando a via da 

insulina, mediante ativação da via PI3K/Akt (STUDER et al., 2012), bem como 

modula a expressão da IDE resultando no aumento do clearance de insulina, 

em modelo animal hiperinsulinêmico e resistente à insulina (VETTORAZZI et 

al., 2017).  
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O TUDCA também atua como uma chaperona química, 

melhorando o enovelamento de proteínas e assim, reduzindo o estresse de RE 

em células musculares, cardíacas, pancreáticas, hepáticas entre outras 

(OZCAN et al., 2009; LEE et al., 2010).  Chaperonas químicas são pequenas 

moléculas que estabilizam proteínas dobradas erroneamente e facilitam que se 

dobrem de forma adequada (PAPP; CSERMELY, 2006).  

Nesse sentido, esse AB melhora o dobramento proteico e protege 

a célula contra o estresse no RE (KARS et al., 2010). Estudos demonstram que 

o TUDCA tem efeito protetor tanto nos hepatócitos quanto nas ilhotas 

pancreáticas, restaurando a homeostase glicêmica por intermédio da redução 

do estresse no RE, desenvolvendo papel importante na patogênese da 

obesidade, resistência à insulina e diabetes (XIE et al., 2002; OZCAN et al., 

2006).  

Engin e colaboradores (2013) demonstraram que a administração 

de TUDCA no estágio pré-diabético em modelo animal resultou na redução da 

incidência de DM1. Esse resultado foi acompanhado da redução de infiltração 

linfocítica no pâncreas, melhora na sobrevivência e morfologia das células 

beta, redução de apoptose dessas células, preservação da secreção de 

insulina, bem como a restauração da expressão de mediadores de UPR 

(unfolded protein response). A UPR, por sua vez, aumenta a disponibilidade de 

chaperonas, além de aumentar a degradação de proteínas enoveladas de 

forma incorreta, no sentido de restaurar a homeostase do RE. Entretanto, a 

possibilidade do TUDCA exercer papel benéfico após confirmado o estado de 

DM1 ainda não foi explorado. 

Além do exposto, evidências obtidas a partir de estudos piloto do 

nosso grupo, com camundongos com DM1 severo induzido por 

estreptozotocina, demonstram redução na glicemia e aumento da sobrevida 

quando tratados com TUDCA. No entanto, os mecanismos envolvidos na 

normalização da glicemia em animais com DM1 e tratados com esse AB ainda 

não foram elucidados. 
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5. Modelo Experimental: Estreptozotocina 

A fim de estudar compostos com potencial terapêutico para o 

DM1, são utilizados modelos animais experimentais com indução do diabetes 

por meio da administração de drogas ou compostos químicos que destroem as 

células beta pancreáticas. Nesse contexto, as substâncias mais utilizadas são 

aloxana e estreptozotocina (STZ) (SZKUDELSKI, 2001). 

A STZ foi isolada a partir do Streptomyces achromogenes em 

1960; não obstante, sua propriedade diabetogênica só foi descrita em 1963 

(RAKIETEN et al., 1963; SZKUDELSKI, 2001). A STZ tem a capacidade de 

destruir as células beta das ilhotas pancreáticas, dessa forma, os animais 

expostos a essa droga apresentam deficiência de insulina, hiperglicemia, 

polidipsia e poliuria, sendo todas essas condições características do DM1 em 

humanos (KOLB, 1987). Além disso, a STZ também é utilizada na clínica como 

um agente quimioterápico no tratamento de carcinoma pancreático 

(AKBARZADEH et al., 2007; LENZEN, 2008). 

Devido à sua similaridade estrutural com a glicose, a STZ entra 

nas células beta por meio do transportador de glicose GLUT2 (DUFRANE et 

al., 2006). A ação intracelular da STZ resulta em alterações no DNA incluindo a 

sua fragmentação (YAMAMOTO et al., 1981; MORGAN et al., 1994). Contudo, 

o principal mecanismo pelo qual a STZ induz a morte das células beta é pela 

alquilação do DNA (DELANEY et al., 1995; ELSNER et al., 2000). 

Outra característica da STZ é a formação de espécies reativas de 

oxigênio, o que também contribui com a fragmentação do DNA e evoca 

diversas alterações deletérias nas células (TAKASU et al., 1991; BEDOYA et 

al., 1996). A STZ também forma ânions superóxido na mitocôndria, aumenta a 

atividade da xantina oxidase, inibe o ciclo de Krebs (TURK et al., 1993) e 

diminui o consumo de oxigênio pela mitocôndria (NUKATSUKA et al., 1990). 

Esses efeitos limitam a produção mitocondrial de ATP e causam depleção do 

nucleotídeo das células beta (SOFUE et al., 1991).  

A ação da STZ nas células beta é acompanhada de alterações 

características na concentração de insulina e glicose no sangue. Duas horas 
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após a aplicação, a hiperglicemia é observada, assim como a queda da insulina 

plasmática. Após seis horas, ocorre hipoglicemia acompanhada do aumento da 

concentração de insulina. Finalmente, a concentração de insulina plasmática 

diminui e o estado hiperglicêmico é estabelecido (WEST et al., 1996). Essas 

alterações na concentração de insulina e glicose refletem anormalidades na 

função da célula beta, pois a STZ prejudica a oxidação de glicose (BEDOYA et 

al., 1996), além de reduzir a biossíntese e secreção de insulina (NUKATSUKA 

et al., 1990).  

A princípio, em modelos animais experimentais, a STZ era 

administrada em dose única de alta concentração, que, em 48h, causava 

completa necrose das células beta e diabetes (KOLB, 1987), devido à sua 

propriedade de alquilação (DUFRANE et al., 2006). No entanto, após a 

administração de múltiplas doses baixas de STZ, é possível observar um 

atraso no surgimento do estado de hiperglicemia (LIKE; ROSSINI, 1976), pois a 

administração de múltiplas doses baixas danifica parcialmente as ilhotas 

pancreáticas, ativando reações imunes e inflamatórias, relacionadas com a 

liberação de autoantígeno ácido glutâmico descarboxilase (PAIK et al., 1980), o 

que gradualmente leva à perda da atividade da célula beta, que, por fim, resulta 

na deficiência de insulina e hiperglicemia. Essa resposta é a que mais se 

assemelha à patogênese e às alterações morfológicas do DM1 em humanos 

(LIKE; ROSSINI, 1976; KOLB, 1987; KOLB-BACHOFEN et al. 1988, WEIDE; 

LACY, 1991). 

Sendo assim, o protocolo de administração de múltiplas doses 

baixas de STZ tem se tornado o mais utilizado em modelo animal, devido ao 

fato de que a patologia causada por esse modelo se assemelha ao DM1 em 

humanos com inflamação crônica nas ilhotas pancreáticas e deficiência de 

insulina (FURMAN, 2015). Portanto, esse modelo foi elegido neste estudo para 

indução do DM1 em camundongos. 
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Abstract 13 

Appropriate control of glycemia in type 1 diabetic (T1D) patients needs daily insulin 14 

administration, which can lead to hypoglycemic events and others side effects. Therefore, it is 15 

important to find endogenous molecules, without side effects, for T1D treatment. In this sense, 16 

the biliary acid conjugated with taurine tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) presents positive 17 

effects in type 2 diabetes treatment. However, its beneficial effects on TD1 have been less 18 

explored. Thus, we have assessed the effects of TUDCA on glycemic control in streptozotocin-19 

induced diabetic mice. For this, C57BL/6 mice received intraperitoneal (i.p.) administration of 20 

streptozotocin (40mg/kg, streptozotocin was dissolved in 0,5 M citrate buffer, pH 4,5) for 5 days, 21 

STZ group (n=22). Whereas control (CON) group (n=6) received the same volume of citrate 22 

buffer. Once confirmed diabetes in the STZ group, diabetic mice were randomly selected and 23 

allocated in the 2 following groups: 1) STZ group (n=10) that received i.p. PBS, and 2) 24 

STZ+TUDCA group (n=12) that received i.p. 300 mg/kg TUDCA (dissolved in PBS). These 25 

treatments were maintained for 24 days. After 15 days of treatment, STZ+TUDCA mice showed a 26 

43% reduction in blood glucose, compared with STZ. This reduction was probably due to an 27 

increase in insulinemia. This increase in insulinemia may be explained, at least in part, by a 28 

reduction in hepatic IDE (insulin degrading enzyme) activity, as well as, by an increase in beta 29 

cell mass and higher beta cell number per islet. All together, these effects contributed to the 30 

improvement of metabolic flexibility. In conclusion, TUDCA shows therapeutic potential for the 31 

control of glycemia in TD1. 32 

 33 

1 Introduction 34 

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease with progressive destruction of pancreatic beta 35 

cells (Maganti et al., 2014; Atkinson et al., 2016), triggered by genetic predisposition combined 36 
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with environmental factors, resulting in deficiency in insulin production (Cnop et al., 2005; 37 

Daneman, 2006). Inadequate management of the disease results in hyperglycemia, which can lead 38 

to various complications, such as neuropathy, retinopathy, nephropathy (Nathan et. al., 2005; 39 

Lind et. al., 2009), and cardiovascular disease (Lind et al., 2014).  Since insulin plays a pivotal 40 

role in glycemic control, exogenous administration of insulin is required for T1D patients (Chiang 41 

et. al., 2014; Henriksson et al., 2016). 42 

 43 

Despite the availability of exogenous insulin, a proper control of blood glucose in T1D patients is 44 

difficult to manage (O’Hara et al., 2017). Insulin therapy is usually associated with some side 45 

effects, such as hypoglycemia and weight gain (Dewitt; Hirsch, 2003; Bergenstal et. al., 2010), 46 

aggravated by the lack of adherence of the patients to the adequate treatment, since it is more 47 

frequent in children and adolescents (Hilliard et al., 2013; Hynes et al., 2014, O’Hara et al., 48 

2017). Thus, endogenous molecules that could be used for glycemic control, without side effects 49 

or adherence concerns, could be a potential treatment for T1D. 50 

 51 

The taurine conjugated bile acid tauroursodeoxycholic (TUDCA) has emerged as a possible 52 

candidate due to its beneficial effects on glucose homeostasis (da-Silva et al., 2011). In the liver, 53 

TUDCA stimulates sphingosine-1-phosphate receptor 2 (S1PR2) that activates insulin signaling 54 

by activation of the PI3K/Akt pathway (Studer et al., 2012; Chiang, 2013). The S1PR2 activation 55 

by TUDCA also increases insulin degrading enzyme expression in the liver, improving the insulin 56 

clearance in an insulin resistance mice model (Vettorazzi et al., 2017). In addition, TUDCA acts 57 

as a chemical chaperone, reducing endoplasmic reticulum stress in hepatocytes (Ozcan et al., 58 

2006) and in pancreatic islets (Lee et al., 2010). TUDCA treatment, in prediabetic stage, reduces 59 

T1D incidence, insulitis and immune-mediated destruction in the islet area, leading to beta cell 60 

survival and preserving islet architecture (Engin et al., 2013). Therefore, the effects of TUDCA in 61 

pancreatic islet and beta cell mass, after T1D installation, remain unclear.  In this way, we tested 62 

the possible effect of TUDCA to revert the hyperglicemia in streptozotocin-induced T1D mice, 63 

focusing on pancreatic islet and liver regulation. 64 

2 Materials and Methods 65 

2.1 Reagents 66 

TUDCA was purchased from Calbiochem (São Paulo, Brazil, cat. 580549) and Insulin Kit was 67 

acquired from Millipore (Darmstadt, Germany, cat. #EZRMI-12K). Streptozotocin was purchased 68 

from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA, S0130-1G). Western Blot reagents were purchased 69 

from Bio-Rad (Madrid, Spain), IDE antibody was acquired from Abcam (Cambridge, UK) and 70 

Tubulin was acquired from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA). Insulin antibody was acquired 71 

from Dako North America (Carpinteria, CA, USA, ref. A0564). The remaining reagents were 72 

purchased from Sigma Aldrich.  73 

2.2 Animals 74 
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All experiments involving animals were approved by the Animal Care Committee at UNICAMP 75 

(License Number: 4747-1). Male 8 weeks old C57Bl/6 mice were obtained from the breeding 76 

colony at UNICAMP and maintained at 22±1ºC, on a 12h light-dark cycle. As in Furman (2015) 77 

protocol, to induce type 1 diabetes in the experimental group, intraperitoneal (i.p.) injection of 78 

streptozotocin (STZ) (40mg/kg, STZ was dissolved in 0.5 M citrate buffer, pH 4.5) was 79 

administered for 5 days. The same volume of citrate buffer was injected in the control group. 80 

Twelve days after the STZ injection, animals with fasting blood glucose levels above ≥200 mg/dL 81 

were considered diabetic.  82 

2.3 Experimental Protocol 83 

Once confirmed diabetes in the STZ mice (fast glycemia >200 mg/dl), the control group was 84 

excluded from the subsequent experiments. Diabetic mice were randomly selected and allocated 85 

in the 2 following groups: 1) STZ group received, i.p., PBS and 2) STZ+TUDCA group received, 86 

i.p. 300 mg/kg TUDCA (dissolved in PBS). The injections were administered for 24 days. Fasting 87 

glucose and body weight of both groups were measured in the 7
th

 and 15
th

 day of the treatment. 88 

Mice were killed in the 24
th

 day of treatment in a CO2 chamber and decapitated for blood 89 

collection and removal of the pancreas and liver for posterior analyses. 90 

2.4 Intraperitoneal Glucose and Insulin Tolerance Tests 91 

At the 20
th

 day of TUDCA treatment, the mice were subjected to 12-h fasting to perform the 92 

ipGTT. The fasting blood glucose level was measured (time 0) by a glucometer. After, the mice 93 

received an i.p. glucose load of 1 g/kg body weight and the glycemia was measured at 15, 30, 60, 94 

90 and 120 min. Two days later, for the ipITT, the mice were subjected to a 2-h fasting and the 95 

glycemia was measured before (time 0) and 4, 8, 12, 16, 20, 30 and 60 min after the i.p. 96 

administration of 1 U/kg insulin load.  The KITT (glucose disappearance rate) was calculated as 97 

previously described (Akinmokin et al., 1992). 98 

2.5 Physiological Measurements 99 

For indirect calorimetry, the mice were allowed a 24-h acclimation to the apparatus, two days 100 

after the ipITT. The mice remained at rest during a 12h light/dark cycle. O2 and CO2 were 101 

measured by an Oxylet system (Pan Lab/Harvard Apparatus). The respiratory quotient (RQ) was 102 

calculated from these data. 103 

2.6 Plasma Insulin measurement 104 

Mouse insulin Kit (Darmstadat, Germani, cat. #EZRMI-13K) was used to measure plasma 105 

insulin. The plasma samples were obtained by centrifugation of blood samples at 1100 g, 15 min, 106 

4ºC. The assays were performed as indicated on the kit protocol. The blood samples for insulin 107 

measurements were collected on fed and fasted state at the end of the treatment. 108 

2.7 IDE activity 109 

Liver IDE activity measurement was performed using the SensoLyte 520 IDE Activity Assay Kit 110 

(AnaSpec, Fremont, CA, USA, cat. AS-72231) following the manufacturer’s instructions. The 111 
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total IDE activity was calculated as previously described (Kurauti et al., 2016) and normalized per 112 

µg of total protein, which was determined using Bradford reagent. The kinetic concentration of 5-113 

FAM was also normalized per µg of total protein. 114 

2.8 Western blot analysis 115 

Liver samples were collected and homogenized. After centrifuging at 12000 rpm for 30 min, 4ºC, 116 

the protein was determined using Bradford reagent. For SDS (sodium dodecyl sulfate) 117 

polyacrylamide gel electrophoresis, all samples were treated with a Laemmli buffer containing 118 

dithiothreitol. After heating to 100ºC for 5 min, proteins were separated by electrophoresis in a 119 

10% polyacrylamide gel. The transfer to nitrocellulose membranes was performed in a Trans Blot 120 

transfer for 2-h in 100 V, with Tris/Glycine buffer. After, the membranes were blocked with 5% 121 

BSA during 1-h, and then, they were incubated with polyclonal antibody against IDE (Abcam, 122 

cat. Ab32216). Tubulin (Sigma Aldrich, cat. 6074) was used as control. Visualization of specific 123 

protein bands was performed by incubation the membranes with appropriate secondary 124 

antibodies. Protein bands were visualized using the Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life 125 

Sciences, Buckinghamshire, UK) which detects the chemiluminescence. The band intensities 126 

were quantified with the Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 127 

2.9 Pancreas morphometry and Immunohistochemistry 128 

Pancreas samples of four animals from each group were fixed in 10% formalin, embedded in 129 

Paraplast (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), sectioned into slices of 5 µm and adhered to 130 

individual silanized glasses. The first and the 50
th

 sections were immunoperoxidase-stained for 131 

insulin to quantify the distribution of pancreatic beta cells. After the removal of the paraplast, the 132 

sections were rehydrated and washed with 0.5 M Tris-buffered saline (TBS, pH 7.4) and treated 133 

with 0.1 M sodium citrate buffer (pH 6.0) at 100ºC for antigen retrieval. The sections were 134 

washed again with TBS and blocked against endogenous peroxidase activity with 3% H2O2. 135 

Sections were washed with TBS and then incubated for 1-h with TBS with 3% BSA followed by 136 

primary antibody incubation overnight at 4ºC. The antibody used was polyclonal guinea pig anti-137 

insulin (Dako North America, Carpinteria, CA, USA, ref. A0564) diluted at 1:90 in TBS with 3% 138 

BSA. Subsequently, sections were incubated in the presence of secondary antibody for 1-h. The 139 

antibody used was anti-guinea pig IgG, diluted at 1:200. The positive insulin cells were detected 140 

with diaminobenzidine (DAB) solution (0.1 % DAB and 0.02% H2O2 in TBS). Finally, the 141 

sections were rapidly stained with Harris’ hematoxylin and mounted for microscopic observation. 142 

All islets present in the sections were covered systematically by capturing images with a digital 143 

camera coupled to a microscope (Olympus DP71; Olympus BX60, Japan). Pancreatic islets and 144 

beta cells were measured using Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 145 

USA). The islet area and beta cell area were calculated by the total islet and beta cell areas (% 146 

pancreas area) multiplied by pancreas weight (mg) (Lubaczeuski et al., 2015). 147 

2.10 Statistical analysis 148 

The data are presented as means ± standard errors mean (SEM) for 4-21 mice. To evaluate data 149 

normality, we applied Shapiro-Wilk test. When in normality, we used parametric Student’s t test, 150 
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otherwise, non-parametric Mann-Whitney test was adopted. The difference between groups were 151 

consider statistically significant if P≤0,05. 152 

3 Results 153 

3.1 Streptozotocin induced Type 1 Diabetes 154 

First, we characterized the T1D mice by fasting glucose measurement, and, as expected, STZ 155 

mice presented hyperglycemia compared to CON group (Fig 1A). However, no differences in 156 

body weight between both groups were noticed (Fig 1D). Since the experimental model for T1D 157 

was working, the subsequent experiments were done on STZ mice.  158 

3.2 TUDCA improved fasting glycaemia in STZ mice 159 

In the first week of treatment, body weight (Fig 1E) and fasting glycemia (Fig 1B) in 160 

STZ+TUDCA were similar to STZ group. However, at the end of the second week of treatment, 161 

fasting glycemia in STZ+TUDCA mice was reduced by approximately 43% (Fig 1C), compared 162 

to STZ mice. Body weight remained similar in both groups (Fig 1F). In addition, there was no 163 

difference between both groups in gastrocnemius muscle and perigonadal fat pad weight (Table 164 

1). 165 

3.3 TUDCA improved glucose tolerance but did not alter insulin sensitivity in STZ mice 166 

To investigate the effects of TUDCA on glucose homeostasis we performed intraperitoneal 167 

glucose and insulin tolerance tests (ipGTT and ipITT). After glucose load, both groups had a 168 

maximal glucose peak at 15-30 min (Fig 2A). However, the STZ+TUDCA mice presented 169 

improved glucose tolerance (Fig 2A), as judged by the lower AUC of blood glucose, during 170 

ipGTT (Fig 2B). As expected, there was no difference between both groups about insulin 171 

sensitivity, as judged by the glucose disappearance rate (KITT) (Fig 2C). Finally, we observed 172 

that plasma insulin levels in fed, but not in fasted, state was significantly higher in STZ+ TUDCA 173 

group (Figs 2D-2E).  174 

3.4 TUDCA reduced IDE activity, but not IDE expression, in the liver of STZ mice 175 

Plasma insulin concentrations were controlled by insulin secretion and clearance. In this case, 176 

elevated plasma insulin concentration in STZ+TUDCA mice in fed state could be due to reduced 177 

insulin clearance. Therefore, we investigated the IDE expression and activity in the liver of these 178 

mice. TUDCA treatment did not alter IDE expression (Fig 2F); however, IDE activity in 179 

STZ+TUDCA mice was reduced compared to STZ mice (Fig 2H), explaining, at least in part, the 180 

elevated plasma insulin concentration in this group. 181 

3.4 TUDCA treatment increased beta-cell number per islet and mass in STZ mice 182 

We also investigated the effect of TUDCA treatment on beta cell and islets morphology. We 183 

observed that pancreas weight (Fig. 3B), total islet area (Fig. 3E) and islet/section rate (Fig. 3G) 184 

remained similar in both groups. However, islet mass (Fig. 3C) was reduced by 10% in 185 

STZ+TUDCA group. On the other hand, beta-cell mass (Fig. 3D) and the beta-cell number per 186 
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islet (Fig. 3F) increased 144% and 28%, respectively, in STZ+TUDCA, compared with STZ 187 

mice. Representative figures of histological pancreatic sections, stained for insulin, are shown in 188 

(Fig. 3A). 189 

3.5 TUDCA improved metabolic flexibility in STZ mice 190 

TUDCA treatment increased insulinemia and reduced glycemia in STZ mice. Thus, we also 191 

investigated whether these results may alter the metabolic flexibility of these mice by calculating 192 

the respiratory quotient (RQ). The RQ may be calculated by measuring the amount of carbon 193 

dioxide (CO2) produced in comparison to the amount of oxygen (O2) used, and it is possible to 194 

predict which substrate is being oxidized and used as a fuel. As expected, during the light period 195 

both groups presented RQ ~0.7 indicating a predominant use of fatty acid, since they were at rest 196 

and fasting (Fig 2I). On the other hand, during the dark period, when they were more active and 197 

fed, RQ of STZ group remained ~0.7 indicating that they maintained a high rate of fatty acid 198 

oxidation, whereas STZ+TUDCA mice presented RQ ~1.0 suggesting that they predominantly 199 

used carbohydrate oxidation (Fig 2I). Therefore, increased plasma insulin concentration in the 200 

STZ+TUDCA group may increase glucose uptake and oxidation, contributing to reduced 201 

glycemia. 202 

4 Discussion 203 

T1D is a highly prevalent disease, characterized by hyperglycemia due to pancreatic beta cell loss 204 

induced by an autoimmune attack (Chiang, 2014) that if not well controlled might lead to 205 

retinopathy, nerve damage, kidney and cardiovascular disease, and death (Atkinson et al., 2016, 206 

Katsarou et al., 2017). The daily exogenous insulin administration is the main therapeutic strategy 207 

for T1D and has been applied over the past decades. However, insulin therapy may induce 208 

important side effects such as hypoglycemia, weight gain and cancer (Dewitt, Hirsch, 2003; 209 

Bergenstal et al., 2010; Wu et al., 2015). Thus, the search for endogenous molecules that could 210 

improve the glucose control in T1D may contribute to the reduction of insulin dosage, and 211 

eventually the deleterious secondary effects, mentioned above. In this context, the bile-acid 212 

TUDCA emerges as an important candidate, due to its known benefits for type 2 diabetic patients, 213 

improving their insulin sensitivity in peripheral tissues (Ozcan et al., 2006; Kars et al., 2010). In 214 

addition, TUDCA increases insulin secretion in isolated pancreatic islet from healthy mice 215 

(Vettorazzi et al, 2016), and also prevents T1D development in NOD mice treated with this 216 

compound during the pre-diabetic stage (Engin et al., 2013). It is known that the plasma 217 

concentration of specific antibodies and or antigens could predict the T1D occurrence (Katsarou 218 

et al., 2017); however, this is a very imprecise and expensive analysis, not used in the current 219 

clinical practice. Taking this into account, we treated T1D mice with TUDCA after the induction 220 

of the disease by a multiple low-dose of streptozotocin.  This streptozotocin approach causes 221 

partial pancreatic islet damage, activating an inflammatory process that further induces beta cell 222 

activity and loss, ultimately resulting in insulin deficiency and hyperglycemia, closely matching 223 

the T1D pathogenesis in humans (Lenzen, 2008; Furman, 2015). 224 

 225 

Twelve days after the last streptozotocin administration, the fasting blood glucose was almost 226 

100% higher in STZ compared with CON group, in agreement with previous streptozotocin-227 
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induced T1D protocols (Furman, 2015).  After that, we divided the T1D mice in two groups, one 228 

of them received TUDCA (300 mg/kg) daily through i.p. injections during 24 days. At the 7
th

 day 229 

the glycemia was not different between the T1D groups. However, after 15 days of treatment, the 230 

fasting glycemia of STZ+TUDCA was significantly reduced, compared with STZ mice, without 231 

any changes in the body weight. The efficiency of TUDCA to reduce the glycemia was confirmed 232 

by an ipGTT (Fig 2A), and it is possible that this improvement in glucose tolerance was due to 233 

the higher plasma insulin levels observed in these mice. 234 

 235 

The insulinemia depends on a balance between insulin secretion and degradation, and it is stated 236 

that insulin degradation is higher in streptozotocin-induced T1D rats (Philippe et al., 1981). In 237 

healthy subjects the liver is the main site for insulin degradation that occurs trough the 238 

involvement of insulin degrading enzyme (IDE) (Duckworth et al., 1998), and IDE malfunction 239 

has been identified in obesity and type 2 diabetic models (Karamohamed et al., 2003; Erdmann et 240 

al., 2009). However the possible role of hepatic IDE modulation in T1D or in T1D mice treated 241 

with TUDCA has not been investigated yet.  242 

 243 

Here, we measured the IDE protein content in the liver, and did not find differences between the 244 

T1D groups. However we observed a decrease in the liver IDE activity in STZ+TUDCA 245 

compared to STZ mice, suggesting that the lower IDE activity in the TUDCA treated mice might 246 

contribute to reduced insulin degradation and justifying the higher insulinemia in STZ+TUDCA 247 

mice. These results desagree with previous data from our group where we showed that TUDCA 248 

increased the insulin clearance by increasing IDE expression. However, this study was performed 249 

in hyperinsulinemic mice fed on high fat diet, suggesting that the TUDCA-induced IDE 250 

modulation is dependent on the insulinemic state (Vettorazzi et al., 2017). 251 

 252 

The effects of TUDCA on liver do not exclude the possibility of the involvement of pancreatic 253 

islet in this context. Thus, we evaluated the histology of pancreata from T1D mice and observed 254 

that STZ+TUDCA mice increased their beta cell mass and beta-cell/islet rate, suggesting that 255 

even after the loss of beta cell, TUDCA may be able to partially recover beta cell mass, which 256 

together with the reduction in IDE activity results in increased insulinemia and consequently 257 

improvement of glucose homeostasis in T1D mice. The reduction in endoplasmic reticulum 258 

(E.R.) stress and inflammation could be the molecular mechanism by which TUDCA improves 259 

pancreatic islet homeostasis and beta cell mass. In fact, previous studies showed the chaperone 260 

function of TUDCA in pancreatic islet and beta cell (Lee et al., 2010; Cadavez et al., 2014). 261 

Paradoxically, STZ+TUDCA mice showed reduced islet mass, compared to STZ mice. We 262 

speculate that this feature might be a result of reduced immune cell infiltration into the islets, 263 

since it was demonstrated that TUDCA prevents insulitis in NOD mice in the pre diabetic state, 264 

reducing the onset of T1D in these mice (Engin et al., 2013).  265 

 266 

The T1D patients display metabolic inflexibility due to their incapacity to adjust the macro-267 

nutrients uptake in accord to their metabolic needs (Kelley, Mandarino, 2002). Healthy mice 268 

preferentially oxidize glucose during the dark cycle (fed state) and fat acids in the light cycle 269 

(fasted state) (Randle, 1986). Here, we demonstrated that TUDCA treatment was able to improve 270 

the energetic metabolism in T1D mice, probable due to their insulinemia recovery. 271 
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 272 

Taken together, we concluded that TUDCA treatment increase insulinemia in STZ-induced 273 

diabetic mice acting through two distinguished mechanism, increasing pancreatic beta cell mass, 274 

and also by decreasing IDE activity in the liver. Both alterations contribute to the improvement of 275 

glycemic control and metabolic flexibility in these mice. These finds suggest TUDCA treatment 276 

as a potential strategy to counteract glucose homeostasis disturbance in type-1 diabetic patients. 277 
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Figure Legends 

Figure 1. TUDCA treatment improves fasting glycemia from T1D mice. Fasting 

glycemia of CON (gray bar) and STZ (grid bar) (A). Body weight of CON (gray bar) 

and STZ (grid bar) (B) at the end of the streptozotocin administration.  Fasting glycemia 

of STZ (white bar) and STZ + 7 days of TUDCA treatment (black bar) (C).  Fasting 

glycemia of STZ (white bar) and STZ + 15 days of TUDCA treatment (black bar) (D). 

Body weight of STZ (white bar) and STZ + 7 days of TUDCA treatment (black bar) 

(E). Body weight of STZ (white bar) and STZ + 15 days of TUDCA treatment (black 

bar) (F). Data are mean ± SEM (n = 6-21). *P ≤ 0.05 (Student’s t test or Mann-Whitney 

test). 

 

Figure 2. TUDCA treatment improves glucose tolerance, increases insulinemia in fed 

state, reduces IDE activity and improves metabolic flexibility from T1D mice. Blood 

glucose of STZ (white bar) and STZ+TUDCA (black bar) during ipGTT (A). Area 

under the curve (AUC) of total blood glucose concentration of STZ (white bar) and 

STZ+TUDCA (black bar) during ipGTT (B). Glucose disappearance rate during ipITT 

(KITT) of STZ (white bar) and STZ+TUDCA (black bar) (C). Plasma insulin of STZ 

(white bar) and STZ+TUDCA (black bar) in fasting (D) and fed (E) state. Protein 

expression of IDE in the liver and its representative immunoblotting images of STZ 

(white bar) and STZ+TUDCA (black bar) (F). Kinetic of IDE activity assay (G) and 

total IDE activity (H) in the liver of STZ (white bar) and STZ+TUDCA (black bar) 

mice. Fluorescent intensity at Ex/Em = 490/520 nm was recorded, every 5 min, during 

60 min. 5-FAM concentration was calculated using a standard curve and normalized per 

µg of total protein. Respiratory coefficient (RQ) (I) was determined by indirect 

calorimetry, during a 12-h light/dark cycle. RQ of STZ (white bar) and STZ+TUDCA 

(black bar) during the light period. And RQ of STZ (white bar with gray background) 

and STZ+TUDCA (black bar with gray background) during the dark period. Data are 

mean ± SEM (n = 4-10). *P ≤ 0.05 (Student’s t test or Mann-Whitney test). 

 

Figure 3. TUDCA treatment increases beta-cell mass and beta-cell number per islet 

from T1D mice. Representative images of pancreas sections stained for insulin (A); 

pancreas weight (g) (B); islets mass (mg) (C); beta-cell mass (mg) (D); total islet area 

(µm
2
) (E); beta-cell/islet rate (F); islets/section rate (G) of STZ (white bar) and 

STZ+TUDCA  (black bar) mice. Data are mean ± SEM (n = 4-6). *P ≤ 0.05 (Student’s t 

test or Mann-Whitney test). 
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Table 1. Final characterization of STZ and STZ+TUDCA mice (Student’s t-test was 

used for Body Weight, Mann-Whitney test was adopted for the other parameters, P ≤ 

0.05). Data are mean  ± SEM (n = 4-10). 

 

 STZ STZ+TUDCA 

Body Weight (g) 27.35 ± 1.08 27.85 ± 0.69 

Perigonadal fat pad weight (g) 0.34 ± 0.03 0.45 ± 0.09 

Gastrocnemius muscle weight (g) 0.51 ± 0.03 0.53 ± 0.02 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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ANEXO A 
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Manuscript Requirements and Style Guide 

Article Type 

Frontiers requires authors to carefully select the appropriate article type for their 

manuscript, and to comply with the article-type descriptions defined in the journal’s 

"Article Types", which can be seen from the "For Authors" menu on any Frontiers 

journal page. Please pay close attention to the word count limits.  

Manuscript Length 

Frontiers encourages its authors to closely follow the article word count lengths given in 

the Summary Table. The manuscript length includes only the main body of the text, 

footnotes and all citations within it, and excludes abstract, section titles, figure and table 

captions, funding statements, acknowledgments and references in the bibliography. 

Please indicate the number of words and the number of figures included in your 

manuscript on the first page. 

Language Style 

The default language style at Frontiers is American English. If you prefer your article to 

be formatted in British English, please specify this on your manuscript first page. For 

any questions regarding style Frontiers recommends authors to consult the Chicago 

Manual of Style. 
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The title is written in title case, centred, and in 16 point bold Times New Roman font at 

the top of page. The title should be concise, omitting terms that are implicit and, where 

possible, be a statement of the main result or conclusion presented in the manuscript. 

Abbreviations should be avoided within the title. 

Witty or creative titles are welcome, but only if relevant and within measure. Consider 

if a title meant to be thought-provoking might be misinterpreted as offensive or 

alarming. In extreme cases, the editorial office may veto a title and propose an 

alternative. 
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All names are listed together and separated by commas. Provide exact and correct 

author names as these will be indexed in official archives. Affiliations should be keyed 

to the author's name with superscript numbers and be listed as follows: Laboratory, 

Institute, Department, Organization, City, State abbreviation (USA, Canada, Australia), 

and Country (without detailed address information such as city zip codes or street 

names). 

Example: Max Maximus, Department of Excellence, International University of 
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The Corresponding Author(s) should be marked with an asterisk. Provide the exact 

contact email address of the corresponding author(s) in a separate section. 

Correspondence: 
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If any authors wish to include a change of address, list the present address(es) below the 
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Headings and Sub-headings 

Except for special names (e.g. GABAergic), capitalize only the first letter of headings 

and subheadings. Headings and subheadings need to be defined in Times New Roman, 

12, bold. You may insert up to 5 heading levels into your manuscript (not more than for 

example: 3.2.2.1.2 Heading title). 

Abstract 

As a primary goal, the abstract should render the general significance and conceptual 

advance of the work clearly accessible to a broad readership. In the abstract, minimize 

the use of abbreviations and do not cite references. The text of the abstract section 
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should be in 12 point normal Times New Roman. See Summary Table for abstract 

requirement and length according to article type. 

For Clinical Trial article types, please include the Unique Identifier and the URL of the 

publicly accessible website on which the trial is registered. 

Keywords 

All article types: you may provide up to 8 keywords; at least 5 are mandatory. 

Text 

The body text is in 12 point normal Times New Roman. New paragraphs will be 

separated with a single empty line. The entire document should be single-spaced and 

should contain page and line numbers in order to facilitate the review process. Your 

manuscript should be written using either LaTeX or MS-Word. 

Nomenclature 

 The use of abbreviations should be kept to a minimum. Non-standard 

abbreviations should be avoided unless they appear at least four times, and 

defined upon first use in the main text. Consider also giving a list of non-

standard abbreviations at the end, immediately before the Acknowledgments. 

 Equations should be inserted in editable format from the equation editor. 

 Gene symbols should be italicized; protein products are not italicized. 

 Chemical compounds and biomolecules should be referred to using systematic 

nomenclature, preferably using the recommendations by IUPAC. 

 We encourage the use of Standard International Units in all manuscripts. 

 Life Science Identifiers (LSIDs) for ZOOBANK registered names or 

nomenclatural acts should be listed in the manuscript before the keywords. An 

LSID is represented as a uniform resource name (URN) with the following 

format:  

urn:lsid:::[:]  

For more information on LSIDs please see Inclusion of Zoological 

Nomenclature section. 

https://www.frontiersin.org/journals/physiology#InclusionZoologicalNomenclature
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Sections 

Your manuscript is organized by headings and subheadings. For Original Research 

Articles, Clinical Trial Articles, and Technology Reports the section headings should be 

those appropriate for your field and the research itself. 

For Original Research Articles, it is recommended to organize your manuscript in the 

following sections or their equivalents for your field: 

Introduction 

Succinct, with no subheadings. 

Material and Methods 

This section may be divided by subheadings. This section should contain sufficient 

detail so that when read in conjunction with cited references, all procedures can be 

repeated. For experiments reporting results on animal or human subject research, an 

ethics approval statement should be included in this section (for further information, 

see section Materials and Data Policies) 

Results 

This section may be divided by subheadings. Footnotes should not be used and have to 

be transferred into the main text. 

Discussion 

This section may be divided by subheadings. Discussions should cover the key findings 

of the study: discuss any prior art related to the subject so to place the novelty of the 

discovery in the appropriate context; discuss the potential short-comings and limitations 

on their interpretations; discuss their integration into the current understanding of the 

problem and how this advances the current views; speculate on the future direction of 

the research and freely postulate theories that could be tested in the future. 
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the supplementary material. Where control images are re-used for illustrative purposes, 

this must be clearly declared in the figure legend. Image grouping and splicing must be 

clearly stated in the manuscript and the figure text. 

For additional information, please see our Editorial Policies: 3.5 Image Manipulation. 
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Tables should be inserted at the end of the manuscript. If you use a word processor, 

build your table in word. If you use a LaTeX processor, build your table in LaTeX. An 

empty line should be left before and after the table. 

Please note that large tables covering several pages cannot be included in the final PDF 

for formatting reasons. These tables will be published as supplementary material on the 

online article abstract page at the time of acceptance. The author will notified during the 

typesetting of the final article if this is the case. A link in the final PDF will direct to the 

online material. 

For additional information, please see our Editorial Policies: 3.5 Image Manipulation. 

Figure and Table Requirements 

Legends 

Figure and table legends are required to have the same font as the main text (12 point 

normal Times New Roman, single spaced). Legends should be preceded by the 

appropriate label, for example "Figure 1" or "Table 4". Figure legends should be placed 

at the end of the manuscript (for supplementary images you must include the caption 

with the figure, uploaded as a separate file). Table legends must be placed immediately 

before the table. Please use only a single paragraph for the legend. Figure panels are 

referred to by bold capital letters in brackets: (A), (B), (C), (D), etc. 

Image Size 

Figure images should be prepared with the PDF layout in mind, individual figures 

should not be longer than one page and with a width that corresponds to 1 column or 2 

columns. 

 All articles are prepared using the 2 column layout: 2 column articles can 

contain images 85 mm or 180 mm wide. 
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The following formats are accepted: 

TIFF (.tif) TIFF files should be saved using LZW compression or any other non-lossy 

compression method. JPEG (.jpg) 

EPS (.eps) EPS files can be uploaded upon acceptance 

Color Image Mode 

Images must be submitted in the color mode RGB. 

Resolution Requirements 

All images must be uploaded separately in the submission procedure and have a 

resolution of 300 dpi at final size. Check the resolution of your figure by enlarging it to 

150%. If the resolution is too low, the image will appear blurry, jagged or have a stair-

stepped effect. 

Please note saving a figure directly as an image file (JPEG, TIF) can greatly affect the 

resolution of your image. To avoid this, one option is to export the file as PDF, then 

convert into TIFF or EPS using a graphics software. EPS files can be uploaded upon 

acceptance. 

Chemical Structures 

Chemical structures should be prepared using ChemDraw or a similar program 

according to the guidelines given below: 

Drawing settings: chain angle, 120° bond spacing, 18% of width; fixed length, 14.4 pt; 

bold width, 2.0 pt; line width, 0.6 pt; margin width 1.6 pt; hash spacing 2.5 pt. Scale 

100%Atom Label settings: font, Arial; size, 8 pt. 

Assign all chemical compounds a bold, Arabic numeral in the order in which the 

compounds are presented in the manuscript text. Figures containing chemical structures 

should be submitted in a size appropriate for incorporation into the manuscript. 



 
84 

 

 
 

Legibility 

Figures must be legible. Check the following: 

 The smallest visible text is no less than 8 points in height, when viewed at actual 

size. 

 Solid lines are not broken up. 

 Image areas are not pixilated or stair stepped. 

 Text is legible and of high quality. 

 Any lines in the graphic are no smaller than 2 points width. 

Funding disclosure 

Details of all funding sources must be provided in the funding section of the manuscript 

including grant numbers, if applicable. All Frontiers articles are published with open 
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Frontiers automatically fulfil or exceed the requirements for open access mandated by 

many institutions and funding bodies, including the National Institutes of Health, the 
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submits funding data to the Open Funder Registry which is a funder identification 

service from CrossRef resulting from collaboration between scholarly publishers and 

funding agencies. 

Availability of Materials 

Authors are strongly encouraged to make all materials used to conduct their research 

available to other researchers. Research materials necessary to enable the reproduction 

of an experiment should be clearly indicated in the Materials and Methods section. 

Relevant materials such as protocols, analytic methods, and study material should 

preferably be uploaded to an online repository providing a global persistent 

link/identifier. If this is not possible, authors are strongly encouraged to make this 

material available upon request to interested researchers, and this should be stated in the 

manuscript. 
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Availability of Data 

Frontiers requires that authors make all data relevant to the conclusions of the 

manuscript available to editors and reviewers during peer-review to enable complete 

and objective evaluation of the work described. 

We strongly encourage authors to make the raw data supporting the conclusions of the 

manuscript available in publicly accessible repositories. To comply with best practice in 

their field of research, authors are required to make certain types of data available to 

readers at time of publication in specific stable, community-supported repositories such 

as those listed below. Authors are encouraged to contact our data availability office 

at datapolicy@frontiersin.org prior to submission with any queries concerning data 

reporting. 

Statistics 

Frontiers requires that all statements concerning quantitative differences should be 

based on quantitative data and statistical testing. For example, if a quantitative 

statement is made regarding the abundance of a certain protein based on a western blot, 

we request that the blot be scanned and the abundance assessed quantitatively using the 

correct analytic software (e.g. ImageJ) and statistics in order to support that statement. 

Statistics should/must be applied for independent experiments. The number of 

independent samples and the deviation parameters (e.g. Standard Error of the Mean, 

Standard Deviation, Confidence Intervals) should be clearly stated in the Methods or the 

Figure legends. In general, technical replicates within a single experiment are not 

considered to be independent samples. Where multiple comparisons are employed (e.g. 

microarray data or Genome-wide association studies), any analysis should correct for 

false positive results. Descriptions of statistical procedures should include the software 

and analysis used, and must be sufficiently detailed to be reproduced. 

Image Manipulation 

Frontiers takes concerns regarding image manipulation seriously. We request that no 

individual features within an image are modified (eg. enhanced, obscured, moved, 

recycled, removed or added). Image processing methods (e.g. changes to the brightness, 
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contrast or color balance) must be applied to every pixel in the image and the changes 

should not alter the information illustrated in the figure. Where cropped images of blots 

are shown in figures, a full scan of the entire original gel(s) must be submitted as part of 

the supplementary material. Where control images are re-used for illustrative purposes, 

this must be clearly declared in the figure legend. If any form of image processing is 

legitimately required for the interpretation of the data, the software and the 

enhancement technique must be declared in the methods section of the manuscript. 

Image grouping and splicing must be clearly stated in the manuscript and the figure text. 

Any concerns raised over undeclared image modifications will be investigated and the 

authors will be asked to provide the original images. 

Bioethics 

All research submitted to Frontiers for consideration must have been conducted in 

accordance with Frontiers guidelines on study ethics. In accordance with COPE 

guidelines, Frontiers reserves the right to reject any manuscript that editors believe does 

not uphold high ethical standards, even if authors have obtained ethical approval or if 

ethical approval is not required. 

Studies involving animal subjects 

All research involving regulated animals (i.e. all live vertebrates and higher 

invertebrates) must be performed in accordance with relevant institutional and national 

guidelines and regulations. Frontiers follows International Association of Veterinary 

Editors guidelines for publication of studies including animal research. Approval of 

research involving regulated animals must be obtained from the relevant institutional 

review board or ethics committee prior to commencing the study. Confirmation of this 

approval is required upon submission of a manuscript to Frontiers; authors must provide 

a statement identifying the full name of the ethics committee that approved the study. 

For most article types, this statement should appear in the Materials and Methods 

section. An example ethics statement: 

This study was carried out in accordance with the principles of the Basel Declaration 

and recommendations of [name of guidelines], [name of committee]. The protocol was 

approved by the [name of committee]. 
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Should the study be exempt from ethics approval, authors need to clearly state the 

reasons in the cover letter and manuscript. Studies involving privately owned animals 

should demonstrate the best practice veterinary care and confirm that informed consent 

has been granted by the owner/s, or the legal representative of the owner/s. Frontiers 

supports and encourages authors to follow the ARRIVE guidelines for the design, 

analysis and reporting of scientific research. 

Humane Endpoints 

All manuscripts describing studies where death is an endpoint will be subject to 

additional ethical considerations. Frontiers reserves the right to reject any manuscripts 

lacking in appropriate justification. 

Corrections 

Frontiers recognizes our responsibility to correct errors in previously published articles. 

If it is necessary to communicate important, scientifically relevant errors or missing 

information, and compelling evidence can be shown that a major claim of the original 
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location(s) of the change(s) needed in the cover letter. Corrections can be submitted if a 

small portion of an otherwise reliable publication proves to be misleading, e.g. an error 

in a figure that does not alter conclusions OR an error in statistical data not altering 

conclusions OR mislabeled figures OR wrong slide of microscopy provided, or if the 

author / contributor list is incorrect when a deserving author has been omitted or 

somebody who does not meet authorship criteria has been included. 

The title of the submission should have the following format: "Corrigendum: Title of 

original article". It is advised to use the corrigendum Word and LaTeX templates. 

If the error was introduced during the publishing process, the Frontiers Production 

Office should be contacted. 

 

 


