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RESUMO

O consumo excessivo de etanol esta relacionado a diminuicdo da neurogénese
hipocampal e a diversas patologias cardiovasculares, como a hipertensdo. A
taurina € um aminoacido nao-essencial encontrado principalmente em estruturas
cujos tecidos sdo mais excitaveis, como musculo esquelético, tecido cardiaco,
vasos sanguineos e sistema nervoso central. Niveis normais deste nutriente séo
essenciais para o correto funcionamento do organismo e sua deplecdo pode
precipitar diversos quadros patologicos. A taurina tem apresentado resultados
promissores tanto no sistema cardiovascular quanto no sistema nervoso central.
Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da taurina na
funcdo cardiovascular bem como na neurogénese hipocampal de ratos
submetidos ao modelo de consumo forcado de etanol. Dessa forma, ratos Wistar
de aproximadamente 250 gramas receberam solugdes crescentes de etanol (5%
na primeira semana, 10% na segunda semana e 20% na terceira e quarta
semana), sem a oferta de agua; o grupo controle recebeu apenas agua. A taurina
foi administrada (i.p., 300 mg/kg) diariamente durante 28 dias e os animais do
grupo controle receberam injecdo apenas do veiculo. O presente trabalho foi
dividido em dois experimentos. No primeiro, a taurina foi administrada
juntamente com a oferta de etanol. Ja o segundo experimento, os animais foram
expostos ao etanol e depois, receberam a taurina. Os resultados do Experimento
1 ndo mostraram alteracdes significativas na fungéo cardiovascular em resposta
ao consumo de etanol ou a administracdo de taurina. A analise da neurogénese
hipocampal mostrou que a taurina promoveu significativa atividade
neuroprotetora contra os efeitos deletérios do etanol tanto na proliferacdo como
na sobrevivéncia celular, neurogénese e apoptose. Estes resultados mostraram
também que a taurina ndo provocou efeito tdxico no sistema cardiovascular. Ja
os resultados do Experimento 2 ndo mostraram diferencas estatisticamente
significantes na quantidade de etanol consumido, peso corporal, volume
hipocampal, neurogénese e apoptose. Na analise da proliferacdo celular, os
animais que receberam &gua e depois taurina apresentaram diminuicéo
significante no numero de células imunorreativas ao Ki-67. Os resultados
mostraram que o tratamento com taurina pode ter importantes correlagbes
clinicas positivas na prevencao dos efeitos do etanol no sistema nervoso central.

Palavras-chave: Taurina, Etanol, Neurogénese Hipocampal, Sistema
Cardiovascular



ABSTRACT

Excessive ethanol consumption is related with decrease in hippocampal
neurogenesis and various cardiovascular disorders such as hypertension.
Taurine is a non-essential amino acid and is found primarily in structures which
are more excitable tissues, such as skeletal muscle, heart tissue, blood vessels
and central nervous system. Normal levels of this compound are essential for the
correct functioning of the body and its depletion may precipitate various
pathological conditions. Among the various compounds studied to reverse or
protect against the effects of ethanol, taurine have shown promising results both
in the cardiovascular system and the central nervous system. Thus, the
objectives of this study was to investigate the effects of taurine on cardiovascular
function and hippocampal neurogenesis in rats submitted to the model of forced
consumption of ethanol. Wistar rats of 250g of body weight received ethanol
solution (5% in the first week, 10% in the second week and 20% in the third and
fourth week) without the offer of water. Taurine was administered (i.p., 300 mg /
kg) daily for 28 days. This study was divided into two experiments. In the first one,
to analyze the protective effects of taurine on the cardiovascular system and
hippocampal neurogenesis against the effects of ethanol consumption, taurine
was administered along with the ethanol consumption model. In the second
experiment, to analyze the effects of taurine in reversing the effects of ethanol
consumption, the animals were exposed to the ethanol consumption model and
then received taurine. The results of Experiment 1 showed no significant changes
in cardiovascular function in response to ethanol consumption or administration
of taurine. The analysis of hippocampal neurogenesis has shown that taurine
promoted a significant neuroprotective effect against the effects of ethanol in both
cell proliferation and survival, neurogenesis and apoptosis. The results of
Experiment 2 showed no statistically significant differences in the amount of
ethanol consumed, body weight, hippocampal volume, neurogenesis and
apoptosis. In the analysis of cell proliferation, the animals received water and
after taurine showed a significant decrease in the number of immunopositive cells
Ki-67. The results showed that treatment with taurine could have important
clinical correlations in the prevention of the effects of ethanol on the central
nervous system.

Keywords: Taurine, Ethanol, Hippocampal Neurogenesis, Cardiovascular
System
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1 INTRODUCAO

1.1 Consumo de Etanol

O alcoolismo é um dos principais fatores de risco a saude, sendo
responsavel por 4% do total das doencas no mundo. E considerado um grave
problema de salude publica com grandes repercussdes socio-econdmicas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011), pertencendo ainda ao grupo
das principais doencas oriundas dos transtornos mentais (WOJNAR et al.,
1997), ao lado da esquizofrenia e do disturbio bipolar (FIGUEIRA et al., 1999).

Os danos no individuo que faz uso de &lcool podem ocorer por trés
diferentes mecanismos: i. efeitos toxicos em érgdos e tecidos; ii. Intoxicacdo
levando a diminuicdo da coordenacdo motora, consciéncia, cognicao,
percepcdo, afeto ou comportamento; iii. dependéncia, onde o autocontrole
sobre o comportamento é prejudicado (WHO, 2014). Além disso, 0 consumo
excessivo de etanol esta associado com o aumento do risco de desenvolver
alcoolismo, que frequentemente conduz o paciente a diversas e severas perdas
sociais, financeiras e interpessoais (POZNYAK et al., 2005).

O alcoolismo, ou sindrome de dependéncia do alcool, pode ser
considerado uma sindrome multifatorial, pois compromete aspectos fisico,
mental e social do individuo (EDWARDS; GROSS, 1976). Dados mundiais
mostram que 47,7% dos homens e 28,9% das mulheres com mais de 15 anos,
consomem alcool rotineiramente e que dentro desses consumidores, a maior
incidéncia é na faixa dos 15 aos 19 anos (16,8% dos homens e 6,2% das
mulheres) (WHO, 2014). No Brasil, cerca de 5,7% das mulheres e 17,1% dos

homens séo dependentes alcoolicos. A faixa etaria mais prevalente é a dos 18
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aos 24 anos, onde 23,7% dos homens e 7,4% das mulheres sdo considerados
dependentes (CEBRID, 2016).

Muitos sdo os danos, diretos ou indiretos, causados pelo consumo de
alcool. Dentre eles encontramos as doencas gastrintestinais como cirrose e
pancreatite; cancer; condi¢cdes neuropsiquiatricas, danos intencionais como
suicidio e violéncia; danos nao intencionais como diminuicdo da capacidade
psicomotora; doencas cardiovasculares; sindrome alcodlica fetal e nascimento
prematuro; diabetes mellitus; doencas infecciosas causadas pelo
comprometimento do sistema imunolégico como pneumonia e tuberculose
(WHO, 2014).

A producédo de citocinas inflamatorias, como IL-1p3; IL-6, IL-8, e TNF-q;
TGF-B e das EROs no consumo crénico de alcool causa muitos danos
hepaticos como a esteatose, hepatite alcodlica, fibrose hepatica crbnica, cirrose

e cancer hepatico, como mostra a figura 1.
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Figura 1: Via da inflama¢do mediada pelo consumo crénico de alcool
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Fonte: préprio autor.
A compreensdo dos efeitos potenciais do consumo de etanol faz-se de

extrema importancia na prevencdo dos danos associados ao uso dessa

substancia.

1.2 Consumo de etanol e hipertenséo

O consumo crénico de etanol esta relacionado com diversos problemas

cardiovasculares, como cardiomiopatias, arritmias, doencas coronarias,

arteriosclerose e hipertensdo (CHAN et al., 1985; KAWANO, 2010; HUSAIN et

al, 2014, MARCHI et al, 2014; FERNANDEZ-SOLA, 2015).
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Lian et al. (1915) foram os primeiros a sugerir a correlacdo entre consumo
de etanol e elevacdo da pressao sanguinea. Estudos pré-clinicos mostraram
significante correlacéo entre a duracdo do consumo de etanol e a precipitacéo
da hipertensdo (ABDEL-RAHMAN; WOOLES, 1987; RUSS et al.,, 1991;
RESSTEL et al., 2006).

O consumo excessivo de etanol pode causar hipertensdo através de
diversos mecanismos, como a acdo direta sobre o sistema nervoso central
(SNC), barorreceptores, sistema nervoso autbnomo (SNA), células endoteliais
dos vasos sanguineos, sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), niveis

plasmaticos de cortisol e ions de célcio (Figura 2).

Figura 2: Efeitos do etanol na precipitacdo da hipertensdo (Adaptado de
HUSAIN; ANSARI; FERDER, 2014).

Etanol

2R

SNC Baroceptores SNA  Endotélio SRAA Cortisol Cilcio

Pressao arterial
(hipertensao)

O etanol desencadeia reag¢fes tanto do SNC quanto no sistema nervoso
periférico (SNP), que agem de maneira sinérgica para causar a hipertensao. O
etanol ainda ativa a porcdo simpatica do SNA, provavelmente através da
estimulacdo da liberacdo do hormdnio liberador de corticotrofina (CRF)

(POTTER et al., 1986). Este fato pode ser observado através de experimentos
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em que a microinjecéo intraventricular de CRF em ratos, promoveu o0 aumento
da pressao arterial (OVERTON; FISHER, 1989) e estimulou atividade simpatica
(KUROSAWA et al., 1986).

O consumo crbnico de etanol promove mudancas significativas na
atividade barorreflexa, principalmente no controle da frequéncia cardiaca
(ABDEL-RAHMAN et al., 1987; RESSTEL, et al., 2006; KAWANO, 2010). A
diminuicdo do barorreflexo nos barorreceptores presentes no tronco encefalico
pode estar relacionada com a precipitacdo da hipertensdo (RUSS et al.,1991).

A ativacdo da porcdo simpatica do SNA apdés o consumo de etanol
(RUSS et al.,1991; KAWANO, 2010) estimula reacdes mediadas por receptores
adrenérgicos (vasoconstricdo, taquicardia) e também estimula reacfes de
oxidacdo (RUPP et al., 1996; KAWANO, 2010)

O etanol, cronicamente, pode agir diretamente sobre as células
endoteliais dos vasos sanguineos, promovendo vasoconstricdo e consequente
aumento da presséao arterial (ALTURA; ALTURA, 1987; PUDDEY et al., 2001).
Estudos também demonstraram aumento dos niveis de substancias vasoativas
apos exposicdo cronica ao etanol (IBSEN et al., 1981; JING et al.,, 2008;
SOARDO et al, 2008) e aumento das respostas vasculares a estas
substancias (ABDEL-RAHMAN et al., 1987; RESSTEL et al., 2006; TIRAPELLI
et al., 2008; KAWANO, 2010) apdés consumo de etanol.

O SRAA patrticipa na hipertenséao induzida pelo consumo de etanol. A
angiotensina | é produzida através da conversdo do angiotensinogénio pela
renina, uma enzima liberada pelos rins quando ha baixa concentracao
plasmatica de sédio ou queda na pressao arterial. A angiotensina |, que nao

apresenta acao vascular, € convertida em angiotensina Il, que se liga a
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receptores especificos (AT1 e AT2), promovendo vasoconstricao e estimulando
a liberacdo de aldosterona pela glandula supra-renal.

A aldosterona promove a secrecdo de potassio e consequentemente a
reabsorcdo de soédio. Assim, 0 SRAA estimula a vasoconstricdo e a reabsorcao
de sodio, que promovem aumento da pressdo arterial (MAYAS et al, 2005;
SOMMER et al, 2007). Estudos mostraram significante aumento das
concentracfes plasmaticas de renina, da enzima conversora de angiotensina e
de aldosterona apds a exposicdo ao etanol (IBSEN et al., 1981; OKUNO et al,
1986; MAYAS et al, 2005; SOMMER et al, 2007). Outro estudo sugeriu que o
etanol promove aumento da atividade simpatica através do aumento da
concentracdo de vasopressina e da atividade da renina plasmatica (CHAN;
SUTTER, 1983).

A administracdo aguda intraperitoneal (i.p.) de etanol em ratos estimula
a secrecdo de CRF (RIVIER et al.,, 1984), que leva ao aumento indireto da
concentracdo plasmética de cortisol, levando a estimulacdo simpatica e
consequente aumento da presséao arterial (JENKINS; CONNOLLY, 1968; LI et
al, 2005; HEILIG; KOOB, 2007; SILBERMAN; MATTHEWS; WINDER, 2013).

Em ratos, a administracdo de etanol em ratos promoveu significante
vasoconstricdo (ALTURA; ALTURA, 1982). As alteracdes na ligacao de ions
célcio (Ca?*) na musculatura lisa de artérias e arteriolas promoveram maior
sensibilidade a vasoconstritores endoégenos, como a angiotensina I,
endotelina-1 e norepinefrina (GRASSI et al., 1989; LI et al, 2005; HEILIG;
KOOB, 2007; SILBERMAN; MATTHEWS,; WINDER, 2013), levando a

hipertenséao.
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Outro possivel mecanismo hipertensivo causado pelo etanol é o
aumento da concentracdo plasmatica do acetaldeido, produto metabdlico
primario da conversdo do etanol pela enzima alcool desidrogenase no figado.
O acetaldeido € um composto muito reativo, que pode se ligar a proteinas e
outros componentes biologicos, podendo causar distirbios metabdlicos, dentre
eles a hipertensdo (HARADA et al.,, 2000). Estudo da literatura mostrou
aumento da pressao arterial apds administracdo de disulfiram, um inibidor da
enzima aldeido desidrogenase (VASDEV et al., 1995a). O tratamento com N-
acetilcisteina, que previne a reacdo do acetaldeido com proteinas, promoveu

melhoras na hipertenséo induzida pelo etanol (VASDEYV et al., 1995b)

1.3 Efeitos do consumo de etanol no SNC

De modo geral, o etanol exerce acdo depressora no SNC, atuando na
fisiologia de diversos neurotransmissores e agindo diretamente sobre varios
orgaos periféricos. A intensidade de seus efeitos varia de acordo com as
caracteristicas individuais do usuario — como metabolismo, vulnerabilidade
genética, estilo de vida, género, fatores nutricionais e tempo de uso do etanol —
assim como da quantidade de substancia ingerida.

A extensdo dos danos cerebrais e déficits cognitivos foram descritos em
pacientes dependentes de alcool em processo de desintoxicacdo. Chanraud e
colaboradores (2007) investigaram a relacdo entre alteracbes regionais
encefalicas, performance executiva (relacionada a cognicéo) e o histérico de
dependéncia. Os volumes da substancia branca e cinzenta foram analisados
por ressonancia magnética, detectando-se diminuicbes significativas da

substancia cinzenta bilateralmente e no dorso lateral do cértex frontal; e em
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menor extensdo, no cortex temporal, insula e cerebelo. As perdas de
substancia branca mostraram-se espalhadas, especialmente no corpo caloso.
Através de testes neuropsicoldgicos, 0os pesquisadores concluiram que esses
resultados revelam que a degradacdo da funcdo neuropsicologica esta
relacionada a diminuicdo do volume da substancia cinzenta no lobo frontal,
insula, hipocampo, talamo e cerebelo e na diminuicdo da substancia branca por
todo o cérebro provocado pelo alcoolismo.

Estudos em modelos animais mostraram que o consumo crbénico de
etanol promoveu aumento significativo nos processos neurodegenerativos em
diversas estruturas encefalicas, como coértex entorrinal, bulbo olfatério e
hipocampo (WALKER et al., 1980; COLLINS et al., 1996; FADDA; ROSSETTI,
1998; COSTARDI et al, 2015). Em ratos, esses efeitos degenerativos do etanol
parecem estar diretamente relacionados com a quantidade e duracdo do
consumo (WALKER et al., 1980; ROSENWASSER, 2015), e com o padrao de
consumo (BONTHIUS; WEST, 1990; ROSENWASSER, 2015).

Os dados expostos acima mostram que o consumo excessivo do alcool
causa danos neuroldgicos permanentes tanto em animais quanto em humanos,
levando a diminuicdo de fun¢Bes cognitivas, como o aprendizado e a memaria
(PFEFFERBAUM et al., 1998; COSTARDI et al, 2015; YANG; LUO, 2015).
Estes problemas podem estar diretamente relacionados com a significativa
neurodegeneracdo e diminuicdo da neurogénese no hipocampo e no coértex
(MIKI et al., 2000; NIXON; CREWS, 2002; HAMELINK et al., 2005; NIXON,

2006; YANG; LUO, 2015).

1.3.1 Influéncia do consumo de etanol na neurogénese
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Introducdo

A zona subventricular e giro denteado do hipocampo (figura 3) sé@o as
Unicas estruturas encefélicas onde ha a proliferacdo de novos neurdnios
durante a vida adulta em diversas espécies animais, inclusive no homem

(GOULD et al., 1992, 1997; GAGE et al., 1995).

Figura 3: Encéfalo humano e de rato, mostrando hipocampo e zona
periventricular (Adaptado de CREWS; NIXON, 2004).
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A neurogénese € um processo complexo dividido em varias etapas:
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciacdo celular (CHRISTIE;
CAMERON, 2006).

Na etapa de proliferacdo, as células-tronco na zona subgranular do giro
denteado entram em processo de divisdo, gerando células progenitoras
neurais. A segunda etapa, chamada de sobrevivéncia, ocorre divisdo das
células progenitoras levando a formacdo de células precursoras neuronais e
gliais. Cerca de 50% dessas ceélulas serdo eliminadas no processo de morte
celular programada. Em seguida, ocorre a etapa de migracdo, onde as células

10
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remanescentes migram para o local onde exercerdo suas respectivas funcoes,
como por exemplo, memodria e aprendizado. A Ultima etapa, chamada de
diferenciacéo celular, ocorre a migracéo das células precursoras neurais para a
camada granulosa onde irdo ser diferenciadas em neurénios que integram-se
aos circuitos neurais locais. As células precursoras gliais migram para uma
camada adjacente, denominada hilo, e diferenciam-se em astrécitos ou

oligodendrocitos (TAKASE, 2010), como mostra a figura 4.

Figura 4. Etapas da neurogénese (TAKASE, 2010).
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A maioria dos estudos tem maior foco nos neurbénios formados no giro
denteado do hipocampo, pois podem estar envolvidos em diversos processos
cognitivos e fisioldgicos, como aprendizado e memoéria (GROSS, 2000);
regulacdo do humor (JACOBS et al., 2000); e modulacédo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenais nas respostas ao estresse (HERMAN et al, 1989).
Desordens psiquiatricas e neurologicas associadas a formacédo hipocampal
(JACOBS et al., 2000; SHORS et al., 2001) sdo associadas a diminuicdo da
neurogénese nesta estrutura.

A conexao entre neurogénese e memaria ainda ndo esta completamente
elucidada, mas ha evidéncias suficientes que sugerem sua participacdo na
aguisicao de novas memoérias (SHRUSTER et al., 2010).

A neurogénese pode ser estimulada ou inibida através de diversos fatores
endodgenos ou exdgenos. Aumento significativo na neurogénese foram
observados ap0s exposicdo a ambientes enriquecidos (SHORS et al., 2001),
exercicios fisicos (VAN PRAAG et al., 1999), antidepressivos (MALBERG et al.,
2000), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) (KUHN et al. 1996). A deplecdo serotoninérgica
(ROSENBROCK et al., 2005a), diversos fatores estressantes (PHAM et al.,
2003; YAP et al., 2006), privacdo do sono (TUNG et al., 2005), glicocorticoides
(GOULD et al., 1997), citoquininas (JACOBS et al., 2000) e alcool (NIXON;
CREWS, 2002; NIXON, 2006) promoveram inibicdo da neurogénese.

O consumo do etanol pode afetar potencialmente a neurogénese em
todas suas etapas (proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracao). O
tratamento agudo mostrou reducédo de aproximadamente 40% na proliferacéo

celular (NIXON; CREWS, 2002) e aumento de aproximadamente 134% no
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namero de células em apoptose (JANG et al., 2002) no giro denteado de ratos
quando comparados com o grupo controle. Os efeitos do tratamento crénico
ainda nao estdo totalmente esclarecidos, trabalhos na literatura apresentaram
resultados conflitantes. Enquanto alguns estudos demonstraram reducdo de
cerca de 47% na proliferacdo celular apds tratamento crénico com etanol
(JANG et al., 2002; HE et al., 2005; NIXON, 2006); outros ndo encontraram
diferencas significativas apos 10 dias (RICE et al., 2004) ou 6 semanas
(HERRERA et al., 2003) de exposicao cronica ao alcool, sugerindo tolerancia

aos seus efeitos inibitorios.

1.4Taurina

A taurina (&cido 2-aminoetanossulfénico) é o mais abundante aminoacido
livre em humanos, apresentando muitos beneficios para a saude através de
suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (ZHANG, 2014). Trata-se
de um aminoacido sulfurado que ndo é utilizado na sintese de proteinas
(HUXTABLE, 1992). A taurina foi descoberta e isolada da bile de touros (Bos
taurus) pela primeira vez pelos cientistas alemdes  Friedrich
Tiedemann; Leopold Gmelin em 1827.

A estrutura quimica da taurina (figura 5) ilustra a presenca do grupamento
sulfonato e a auséncia do grupo carboxilico, comum em outros aminoacidos

(RIPPS; SHEN, 2012).
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Figura 5: Estrutura quimica da taurina (Adaptado de RIPPS; SHEN, 2012).
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Aproximadamente 0,1% do peso corporal € representado pela taurina o
qual € encontrada em maiores concentracdes especialmente em estruturas
cujos tecidos sdo mais excitaveis, como musculo esquelético, tecido cardiaco,
retina e sistema nervoso central (MACAIONE et al., 1974; WARSKULAT et al.,
2004; OJA; SARANSAARI, 2007).

Em contraste com individuos adultos que sintetizam taurina no figado e
no SNC os recém-nascidos sao incapazes de sintetizar quantidades suficientes
do aminoacido, sendo portanto, dependentes do fornecimento alimentar. Com
isso, a taurina é muitas vezes referida como um aminoacido semi-essencial.
Por ndo possuir o grupamento carboxilico, seu carater acido torna o composto
completamente “zwitteridnico” em pH fisioldgico, o que o diferencia da maioria
dos aminoacidos carboxilicos ionizaveis (HUXTABLE 1992; LAMBERT, et al,
2015).

A natureza zwitteribnica da taurina confere alta solubilidade em agua e
baixa lipofilicidade, explicando assim sua impermeabilidade as membranas
biol6gicas (HOFFMANN; LAMBERT 1983, PASANTES-MORALES et al.,
1986).

Em mamiferos, o pool total de taurina € um equilibrio entre: i. Sintese a

partir da metionina/cisteina; ii. Absorcdo dos alimentos no intestino/reabsorcéo
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da urina nos rins; iii. Excrecdo como sal de bile (taurocolato) e taurina néo
conjugada na urina via renal (LAMBERT, et al, 2015).

A biossintese da taurina é realizada principalmente no figado, podendo
ser sintetizada em outras partes do organismo, como no SNC (MAGNUSSON
et al., 1989). A sintese hepatica ocorre através da via da acido cisteina sulfinico
(figura 6).

Figura 6: Biossintese da taurina (adaptado de DE LUCA et al, 2015).
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A reacao metabdlica hepatica consiste em uma primeira oxidacdo do
grupo sulfidrila da cisteina em acido cisteina sulfinico pela enzima cisteina
dioxigenase. O &cido cisteina sulfinico € em seguida descarboxilado para
hipotaurina pela cisteina sulfinato descarboxilase. A hipotaurina sofre entao,
oxidacdo espontanea ou oxidagdo enzimatica pela hipotaurina desidrogenase,
para formar a taurina.

Esta sintese € altamente variavel entre os individuos e também esta
relacionada com o estado nutricional, com a quantidade de proteinas ingeridas
e a disponibilidade da cisteina (HUXTABLE, 1992; FAGGIANO et al, 2005; DE
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LUCA et al, 2015). Por sua vez, a disponibilidade da cisteina & altamente
dependente do equilibrio metabdlico entre a homocisteina e metionina, via
acido fdlico e vitamina B12 além da eficiéncia da enzima metiltetraidrofolato
redutase.

Apesar de ser produzida endogenamente, uma certa quantidade de
taurina € introduzida através da alimentacdo, principalmente em carnivoros e
em menor quantidade em omnivoros (HUXTABLE, 1992).

Ha grande variacdo da quantidade de taurina presente nos alimentos,
sendo esta de <lumol por 100g de peso (frutas, verduras, vegetais, sementes
e legumes), aproximadamente 20 pumol por 100mL (leite de vaca), 40 pumol por
100mL (leite materno), entre 300-500 umol por 100g de peso (carne de vaca e
porco), 1000-6000 umol por 100g de peso (carnes de aves escuras, peixes e
mariscos) (LAIDLAW et al. 1990; STURMAN, 1993; LAMBERT et al, 2015).

No entanto, apesar da propriedade hidrossollivel da taurina, a sua alta
concentracdo intracelular € garantida pela presenca de transportadores ativos
especificos que concentram a taurina no interior das células contra o gradiente
de concentracdo (DE LUCA et al, 2015).

A absorcdo de taurina € mediada pelo transportador TauT (SLC6ASG,
Figura 7), membro da familia de transportadores SLC6 (transportadores solutos
6) dependentes de sodio e de cloreto, presentes nas microvilosidades
intestinais (LAMBERT, 2015). Esses transportadores consistem de pelo menos
16 membros altamente homodlogos (CHEN et al, 2004), incluindo os
transportadores de  neurotransmissores (GABA, glicina, dopamina,
noradrenalina e serotonina), bem como transportadores para creatina

(LAMBERT; HANSEN, 2011).
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Figura 7. Transportador de taurina - TauT (adaptado de Cloud-Clone Co.).

O inicio da absorcao de taurina ocorre a partir da ligacdo do s6dio com os
dominios intramembranas de TauT, mudando sua estrutura terciaria, facilitando
assim sua ligagéo e o seu transporte (LAMBERT, 2004). O transportador TauT
€ dependente de Na* e CI, possui baixa capacidade de transporte, porém alta
afinidade pela taurina (LAMBERT et al, 2015). A estequiometria de Na*, Cl- e
taurina é geralmente 2.5:1:1 (VOSS et al, 2004) embora essa proporcao seja
susceptivel a variacdes dependendo do tipo de células (LAMBERT, 2004;
LAMBERT; HANSEN, 2011).

A absorcdo de taurina ocorre também pelo transportador PAT1, que
pertence a familia SLC36. No entanto, PAT1 é pH dependente e independente
de Na* e CI e baixa afinidade pela taurina, isto €, PAT1 € responsavel pela
absorcdo da taurina advinda da dieta e ndo das microvilosidades intestinais
(ANDERSON et al., 2009; LAMBERT; HANSEN, 2011).

ApoOs ser absorvida pelo intestino, a taurina é liberada para a corrente
sanguinea através de uma via ndo saturada desconhecida (ROIG-PEREZ et
al., 2005; LAMBERT, 2015). Na corrente sanguinea, a mesma é distribuida
para o0s tecidos e células onde é mais uma vez absorvidos pelos
transportadores TauT ou PAT1. Foi verificado que a captagéo principal ocorre

pelo TauT, através de estudos em camundongos knockout para este
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transportador, onde a taurina foi reduzida em 90% em alguns tecidos
(LAMBERT, 2015).

A concentracdo de taurina nos tecidos varia de 5 a 50mM (JACOBSEN,;
SMITH, 1968), sendo que a mais alta concentracao foi verificada em tecidos
com atividade metabdlica (WRIGHT et al. 1986; LAMBERT, 2015), A
musculatura esquelética contém o maior pool de taurina no corpo, totalizando
70% do seu total (HUXTABLE, 1992).

Os mamiferos ndo possuem enzimas para metabolizar a taurina, portanto
sua excrecao ocorre através da urina (HAYES; STURMAN, 1981) ou pela
conjugacao com acidos biliares, sendo excretada pelas fezes (figura 8) (GLASS
et al., 1992; HANSEN, 2004). A elevada ingestdo de taurina também aumenta

a excrecao de acido biliar fecal (NISHIMURA et al., 2003; LAMBERT, 2015).

Figura 8: Conjugacado de taurina e acidos biliares. No lado esquerdo do
esquema, encontramos as células da regido periportal, ja no lado direito, regido

pericentral. (Adaptado de SOLAAS e col, 2000).
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Foi demonstrado que niveis normais de taurina sdo essenciais para o

correto funcionamento do organismo sendo que sua deplecdo provoca

problemas no desenvolvimento (STURMAN, 1993) e diversos quadros

patolégicos, como cardiomiopatias severas (PION et al., 1987; XU et al, 2008;

YAMORI et al., 2010; ZULLI, 2011), disfuncédo renal (YAMORI et al., 2010;

RIPPS; SHEN, 2012) e retinopatias (HAYES et al., 1975).

A taurina possui muitos e diferentes papéis fisioldgicos em varios tecidos.

Algumas ac¢des da taurina, tal como o efeito inibidor no SNC, parecem ser

mediados através de um mecanismo receptor, enquanto que os efeitos sobre
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0s outros tecidos e sistemas parecem ocorrer através de mecanismos de acéo
menos definidos. Na Figura 9 encontra-se os principais efeitos da taurina, como
a capacidade de controlar a reacdo imune e inflamacao, através da inibicdo de
NF-kB, assim como o principal papel da taurina em conjugacéo de sais biliares

(DE LUCA et al, 2015).

Figura 9: Taurina, suas funcbes e seus diferentes papeis fisioldégicos

(adaptado de DE LUCA et al, 2015).
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O estresse oxidativo € um dos principais fatores responsaveis para o
desenvolvimento de danos em tecidos, tais como infeccao, inflamacao aguda e
cronica, cancer e envelhecimento. Num sitio inflamatério, ocorre a migracéao de

leucocitos ao tecido promovendo a liberacdo de enzimas hidroliticas que
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Introducdo

encontram-se estocadas nos granulos citoplasmaticos dos neutroéfilos, como a
mieloperoxidase (MPQO), que esta presente nos granulos azurdfilos. Ocorre
entdo dano através da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
consequente oxidacao de biomoléculas (VELOSSA, 2007).

Sao duas, as enzimas essenciais para este processo: NADPH oxidase,
responsavel pela catalise da reducdo monovalente do oxigénio molecular e
anion superoxido e a MPO, que utiliza o peréxido de hidrogénio para oxidar o

ion cloreto a acido hipocloroso (HOCI). (Figura 10)

Figura 10: Mecanismo de formacédo de EROs pelos leucdcitos durante o

processo inflamatorio (VIZIOLI, 2009).
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Entre os EROs, encontramos o anion superoxido (O2) que é gerado apos
reducéo eletrénica do Oz, ocorrendo em quase todas as células, além da
ativacdo de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosinofilos. A forma
protonada (HO:2*), chamada de radical hidroxiperoxil, € mais reativa que o
préprio superéxido. O oxigénio, no seu estado excitado € chamado de oxigénio
singleto (*0O2), ndo é considerado um radical, pois ndo possui elétrons
desemparelhados, porém € altamente reativo, podendo oxidar facilmente
lipideos de membranas biolégicas. O peroxido de oxigénio (H202) é altamente
téxico, mesmo ndo sendo um radical livre, produz o radical hidroxil (HO"), que é
um dos mais reativos radicais livres, sendo capaz de reagir tanto com proteinas
ligadas ao ion Fe?* como com membranas bioldégicas. Quando a 6xido nitrico
sintase (NOS) é ativada ocorre a formacdo de dois radicais: 0 NO e o
peroxinitrito (OONO"). O NO é uma espécie reativa do nitrogénio, que, em meio
aguoso pode formar outras espécies reativas, ja o OONO- € um potente
oxidante, produto da reacdo do NO com Oz. O HOCI, é a espécie oxidante
mais ambundante, e é produto da oxidacdo do cloreto, € catalisada pela
mieloperoxidase. Por isso, pode dar origem ao radical hidroxil e o oxigénio
singleto, além de apresentar um alto padrdo de intoxicacao celular, pois os
mamiferos ndo possuem enzimas cataliticas capazes de detoxicar oxidantes
clorados (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Essas EROS desempenham um papel benéfico na defesa do hospedeiro
contra patogenos, porém pode levar ao desenvolvimento de lesdes nos tecidos
(WEISS 1988; SMITH, 1994; MARCINKIEWICZ; KONTNY, 2014). A taurina €
encontrada em concentracdes particularmente elevadas nos tecidos expostos a

niveis elevados de oxidantes, sugerindo o seu papel na atenuacao do estresse
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oxidativo (GREEN et al., 1991; JEON et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010.) A
melhor acdo antioxidante da taurina € a neutralizacdo do acido hipocloroso
(HOCI), um oxidante extremamente toxico gerado pelo sistema de
mieloperoxidase-halogeneto (WEISS et al., 1982), levando a formacdo de
taurocloramina (TauCl), um mediador anti-inflamatério mais estavel e menos
toxico (WEISS et al., 1982;. THOMAS, 1979; MARCINKIEWICZ; KONTNY,

2014).

Trabalhos sugerem que a Tau-Cl seja capaz de inibir a formacédo de
mediadores inflamatérios como NO, TNF-a e PGE2. Este efeito parece ser
observado com a Tau-Cl, mas ndo pela taurina isoladamente
(MARCINKIEWICZ et al., 1998).

Em 2006, KONTNY e colaboradores observaram, também, a inibicdo pela
Tau-Cl da proliferacdo de sinoviocitos FLS (fibroblasto-like sinoviécitos), células
que participam do processo de sinovite e hiperplasia sinovial, considerados
como fatores importantes na caracterizacdo da artrite reumatoide. Klamt e
Shacter (2005) demonstraram que a Tau-Cl minimizam os efeitos de respostas
inflamatorias incontrolaveis responsaveis pela morte celular (necrose)
causadas pela HOCI.

No sistema cardiovascular, a taurina promove uma série de beneficios
potenciais como diminuicdo da progressdo da aterosclerose e do
desenvolvimento de cardiomiopatia diabética, protecdo contra a isquemia-
reperfusdo (I-R) na lesdo miocéardica e melhora da funcédo cardiaca na

insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (figura 11) (XU et al., 2008).
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Figura 11: Efeitos da taurina nos disturbios cardiovasculares (adaptado

de Xu et al, 2008).
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A figura 12 apresenta a a¢éo da taurina diretamente nos canais de sédio
e calcio no sarcolema, promovendo um aumento no influxo destes ions e
através do sistema simporte TAU/Na+, o qual promove um aumento lento

intracelular dos niveis de sédio.

24
Patricia Rodella

\\



Figura 12: Efeito da taurina extracelular no transporte de calcio ao coragao

(adaptado de SHAFFER; BALLARD; AZUMA, 1994).

Assim, a taurina possui capacidade de melhorar a contratilidade cardiaca,
sendo Util em quadros de insuficiéncia. Entretanto o acimulo de Ca?* no
sarcolema é toxico ao midocito. Neste processo, a taurina promove o efluxo de
Ca?*, reequilibrando o sistema a normalidade (SHAFFER; BALLARD; AZUMA,

1994)

1.4.1 Efeitos da taurina na hipertenséao

A taurina tem sido estudada como um possivel agente para o controle da
hipertensdo. Essa hipotese surgiu no Jap&o onde se verificou em estudos de
correlacdo, que os alimentos ricos em aminoacidos sulfurados, como peixes,
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pareciam prevenir a hipertenséo e o acidente vascular cerebral (YAMORI et al.,
1996). Por isso, a taurina € vista como uma opcao atraente para o tratamento
da hipertensao, pois, além de ser um aminoacido, € relativamente barata, ndo
toxica e facilmente disponivel (MILITANTE; LOMBARDINI, 2002).

A taurina € bem conhecida por reduzir a pressdo arterial em modelos
animais hipertensos. No entanto, nenhum estudo clinico rigoroso validou se
este efeito benéfico da taurina ocorre na hipertensdo ou pré-hipertenséo
humana. Sun e colaboradores (2016) realizaram estudo duplo-cego,
randomizado, controlado por placebo, onde avaliaram os efeitos da intervencgao
com taurina na pressao arterial (PA) e na funcéo vascular na pré-hipertenséao.
Neste estudo, 120 individuos pré-hipertensos, escolhidos aleatoriamente,
receberam suplementacao de taurina (1,6 g por dia) ou um placebo durante 12
semanas e verificou-se que a suplementacdo com taurina diminuiu os valores
de PA. Na presséo sistolica a redu¢cdo média da PA (taurina/placebo) foi 7,2/2,6
mmHg, e diastolica foi de 4,7/1,3 mmHg, ou seja, o efeito anti-hipertensivo da
suplementacdo cronica de taurina mostra a promessa no tratamento da pré-
hipertenséo através da melhoria da funcéo vascular.

A hipertensdo tem sido estudada utlizando véarios modelos
experimentais sendo que a maioria emprega o uso de ratos (PINTO et al.,
1998). Enquanto o modelo mais comum é o rato espontaneamente hipertenso
(SHR), outros modelos sédo também utilizados, como o rato DOCA-sal (ratos
normais que receberam acetato de desoxicorticosterona), a Dahl-S (sensivel
aos efeitos de uma dieta de elevado teor de sal) e o rato hipertenso
renovascular (RHR) onde a hipertenséo foi induzida cirurgicamente em ratos

normais que sofreram corte cirargico da artéria renal, reduzindo, assim, o fluxo
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sanguineo para o rim, além do modelo de consumo forcado de etanol, que foi
foco do nosso estudo (MILITANTE; LOMBARDINI, 2002).

Militante e Lombardini (2002) relataram varios experimentos com 0s
modelos acima citados, onde o0s animais receberam a suplementacdo de
taurina na agua (concentracdo de 1,5% a 3% dependendo do modelo animal
utilizado). Foi verificado que os efeitos hipotensivos da taurina estavam
associados a reducdo de outros problemas cardiovasculares tais como
acidente vascular cerebral, hipercolesterolemia, aterosclerose e hipertrofia
cardiaca (YAMORI et al., 1996; DAWSON et al., 2000), sugerindo que a taurina
nado atua através de um mecanismo especifico, mas sim por meio da
modulacdo simultanea de varios processos fisioldgicos inter-relacionados com
0S aspectos cardiovasculares.

Em outro modelo hipertensivo os ratos receberam éster metilico de N-
nitro-L-arginina (LNAME), que levou a reducédo de 6xido nitrico, desenvolvendo
assim, um quadro hipertensivo. Esses animais receberam taurina 1% ou 2% na
agua de beber. Os resultados mostraram que a taurina aumentou 0s niveis
séricos de Oxido nitrico e éxido nitrico sintase, inibindo, assim,a elevacédo da
pressdo sanguinea (HU et al., 2009).

Ha poucos trabalhos na literatura relacionando o uso da taurina em
quadros de hipertenséo induzida pelo alcool. Alguns estudos mostraram que a
administragdo de taurina preveniu o desenvolvimento de quadro hipertensivo
em modelos animais (FUJITA; SATO, 1986; HARADA et al., 2000) e diminuiu a
pressdo arterial em casos de hipertenséo arterial idiopatica (YAMORI et al.,

1996; SUWANICH et al., 2013).
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Estes estudos sugerem que um dos possiveis mecanismos anti-
hipertensivos da taurina esta relacionado com o aumento do metabolismo do
etanol. A taurina aumenta os niveis séricos da aldeido desidrogenase, que €
responsavel pela degradacdo do acetaldeido. O acetaldeido € produto
metabdlico primario do etanol, é altamente reativo e pode se ligar a diversas
proteinas plasmaticas e outros componentes biolégicos, podendo causar 0s
efeitos adversos da intoxicacdo alcodlica (SORRELL; TUMA, 1987). A taurina
ativa a da aldeido desidrogenase, responséavel pela degradacdo do acetaldeido
(WATANABE et al., 1986; WU et al., 2013; HSIEH et al., 2014) diminuindo o0s
niveis deste composto apds a exposicao ao etanol (WATANABE et al., 1985).

Harada et al. (2000) mostraram que a suplementacdo de taurina
preveniu o desenvolvimento da hipertensédo induzida pelo etanol. O estudo
ainda mostrou diminuicdo da concentracdo do acetaldeido associado a
hemoglobina, um marcador de ligacdo proteica do acetaldeido. Estes dados
sugerem a suplementacdo de taurina promove melhoras em quadros
hipertensivos através da diminuicdo da reatividade do acetaldeido com

proteinas plasmaticas.

1.4.2 Taurina e SNC

A maior parte da biossintese da taurina € realizada no figado, no entanto
estruturas encefalicas como o hipocampo e o cerebelo também podem produzi-
la endogenamente em pequenas quantidades (CHAN-PALAY et al., 1982;

MAGNUSSON et al., 1989). Em sua estrutura molecular, como possui um acido
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sulfénico, e ndo um &acido carboxilico, a taurina apresenta propriedades fisicas
Gnicas quando comparada ao outros aminoacidos neuroativos, como maior
dificuldade em atravessar a barreira hematoencefalica. Sua concentracdo do
SNC depende principalmente da dieta e do complexo mecanismo de transporte
ativo, dependente de TauT, presente na barreira hematoencefalica (TSUJI,
TAMAI, 1996).

Apesar de nao ser classificada como neurotransmissor, a taurina possui
diversas fungdes caracteristicas de neurotransmissores, como associacdo com
estruturas das membranas sinapticas (KONTRO; OJA, 1987), sua co-
localizacdo com suas enzimas sintetizantes na membrana pré-sinaptica
(MAGNUSSON et al., 1989) e recaptacédo através de TauT (URQUHART et al.,

1974; TSUJI; TAMAL, 1996).

1.4.2.1 Taurina como neurotransmissor

Em geral, uma substancia pode ser considerada como um
neurotransmissor se apresentar o seguinte conjunto de critérios: i. a substancia
e/ou sua enzima de sintetizacdo devem estar presentes no neurdnio,
preferencialmente nos terminais do axoénio; ii. deve ser liberada de maneira
calcio-dependente; iii. induz respostas fisiologicas efetivas; iv. ter receptores
especificos e v. possuir mecanismo de inativagcdo (WU; PRENTICE, 2010).

Diversas evidéncias reforcam a teoria de que a taurina age como um
neurotransmissor em mamiferos: o acido sulfinico cisteina descarboxilase
(CAD/CSAD), enzima especifica responsavel pela biossintese da taurina, pode
ser observada no corpo celular, dendritos e terminais dos axonios de
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neurénios; a liberacdo de taurina na fenda sinaptica € feita tanto de maneira
calcio-dependente  quanto  nao-dependente; a taurina promove
hiperpolarizacdo, provavelmente através da abertura de canais de cloro no
cerebelo e hipocampo; identificacdo de receptores especificos para taurina na
membrana neuronal; e a presenca de mecanismos de inativacdo do sistema de
transporte de taurina. Em resumo, a taurina tem cumprido a maioria, se néo
todos os critérios para ser aceito como um neurotransmissor no SNC dos
mamiferos (WU; PRENTICE, 2010).

No SNC, a taurina apresenta diversas funcfes, quase todas relacionadas
a neuroprotecdo, como a regulacdo da osmolaridade celular (MORALES et al.,
2007), acao antioxidante (JONG et al., 2012), modulacdo da neurotransmissao
gabaérgica (WU et al., 2009), manutencdo da homeostase do calcio (EL
IDRISSI, 2008), inibicAo da excitotoxicidade mediada pelo glutamato (PAULA-
LIMA et al., 2005), inibicdo de mediadores inflamatérios (SUN et al., 2012),
inibicdo pro-proteinas apoptéticas e estimulacdo de proteinas anti-apoptoticas
(LEON et al., 2009; DAS et al., 2011).

O glutamato ou &cido glutamico (Glu) € o principal aminoacido e
neurotransmissor excitatorio do SNC de mamiferos e possui papel importante
na diferenciagdo, migracdo e sobrevivéncia neural no cérebro desenvolvido,
além da manutencdo das sinapses e plasticidade. Porém o excesso de Glu
extracelular pode causar dano e até morte da célula. E muito bem estabelecida
as propriedades neuroprotetoras da taurina contra o dano neuronal induzido
por glutamato, em cultura de células, pois ela mantem a homeostase do célcio
intracelular, além da integridade da membrana e suas fungbes antioxidantes
(WU et al., 2009).
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O efeito neuroprotetor da taurina contra a excitotoxicidade induzida pelo
glutamato esté relacionado principalmente com dois mecanismos: reducédo da
concentragdo de fons livre de calcio (Ca?*) intracelular e acdo inibitéria sobre o

estresse oxidativo (Figura 13).

Figura 13: Acdo da taurina contra a apoptose induzida por glutamato

(adaptado de WU; PRENTICE, 2010).

Mitochondria

Apoptosis

A taurina reduz a concentracdo de Ca?* intracelular através da inibicédo da
entrada deste ion fechando diferentes tipos de canais de calcio. Esse
aminoacido ainda reduz a liberagcdo de célcio pelas vesiculas de
armazenamento através da inibicdo da fosfolipase C. E também inibe a
ativacdo da calpaina e subsequente heterodimerizacdo da Bcl-2 (anti-
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apoptoética) e Bax (pré-apoptética), resultando na alteracdo de expresséo
destas proteinas, inibindo a liberacdo do citocromo C e a cascata de eventos
gue levam a apoptose neuronal. (HENSHALL et al, 2002; WU et al., 2009; WU;
PRENTICE, 2010).

A taurina protege 0s neurdnios contra a excitotoxicidade induzida pelo
excesso de glutamato, através da inibicdo da despolarizacdo da membrana.
Esse efeito, provavelmente ocorre pela abertura de canais de cloreto,
impedindo assim o influxo de célcio induzido pelo glutamato. A exposicdo
excessiva ao glutamato pode causar dano neuronal tanto através de apoptose
como de necrose, dependendo da recuperacdo da funcdo mitocondrial
(ANKARCRONA et al., 1995). A apoptose induzida por glutamato levando a
degeneracdo neuronal pode ser observada em doencas neurodegenerativas
como Doenca de Alzheimer (MASLIAH et al., 1998) e doenca de Huntington
(PORTERA-CAILLIAU et al.,, 1995; MENZIE et al., 2012). Esta acao
neuroprotetora pode estar relacionada com as melhoras cognitivas observadas

apos administracdo de taurina.

1.4.2.2 Taurina e neurogénese

Estudos demonstraram a importancia da taurina no desenvolvimento do
SNC. Seus niveis no cérebro imaturo sdo 3-4 vezes maiores que no cérebro
adulto, esta diminuicdo idade-dependente pode ser observada em diferentes
espécies, como camundongos, ratos, macacos e humanos (AGRAWAL et al.,
1968; STURMANAND; GAULL, 1975; MILLER et al., 2000). Deficiéncia em
taurina promoveu significativos déficits no desenvolvimento neural de gatos,
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ratos e macacos, e estes efeitos foram prevenidos pela suplementacédo de
taurina durante a gestacao (LIU et al., 2011).

Estudo in vitro, utilizando cultura de células de camundongos neonatos
mostrou a importancia da taurina nas fases iniciais do desenvolvimento do
sistema nervoso poés-natal, através da estimulacdo da proliferacdo celular e
sinaptogénese. A suplementacdo com taurina aumentou a proliferacdo de
células progenitoras neurais em culturas de células e no giro denteado de fatias
organotipicas de hipocampo (SHIVARAJ et al., 2012).

Hernandez-Benitez et al. (2012), utilizando cultura de células da zona
periventricular de camundongos adultos, mostraram que a exposi¢cao a taurina
aumentou significantemente o numero de células precursoras neurais, que se
arranjaram em neuroesferas ao redor de células tronco. Dados deste mesmo
estudo sugerem que o aumento das células progenitoras se deu pela
estimulacdo da proliferacdo celular através do aumento da atividade de
replicacdo do DNA no ciclo celular.

O lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina bacteriana que gera intensa
resposta inflamatéria e consequente inibicdo da neurogénese hipocampal
(FUJIOKA; AKEMA, 2010). Estudo in vivo demonstrou que o pré tratamento
com taurina reverteu esta inibicdo da neurogénese induzida pelo LPS em ratos
adultos (WU et al., 2013). Este mesmo trabalho mostrou ainda significante
reducdo na concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-1B nos animais que
receberam a taurina.

A apoptose neuronal ocorre principalmente durante o periodo de
desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso (SASTRY; RAO, 2000), no

entanto, o processo de morte celular ainda pode ser observado no giro
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denteado do hipocampo de animais adultos (BIEBL et al., 2000). Estudo da
literatura mostrou que cerca de 50% das novas células produzidas no
hipocampo se degradam e morrem mesmo em condi¢cdes normais (DAYER et
al., 2003). A taurina pode influenciar a sobrevivéncia celular modulando a
cascata de eventos que leva a apoptose através da inibicdo de pro-proteinas
apoptoticas e estimulacdo de proteinas anti-apoptoticas (LEON et al., 2009;
DAS et al., 2011).

Assim, espera-se que a administracdo de taurina possa ser capaz de
reverter a inibicAo da neurogénese observados em ratos submetidos ao
consumo cronico e excessivo de etanol. Além disso, os demais efeitos
neuroprotetores da taurina, como sua a¢ado antioxidante, neuromodulacdo da
neurotransmissdo gabaérgica e inibicAo da excitotoxicidade mediada pelo
glutamato e de mediadores inflamatérios, também possam influenciar tanto a

proliferacéo quanto a sobrevivéncia celular.
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Objetivos

Objetivos
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Objetivos

2 OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da taurina na funcéo
cardiovascular e neurogénese hipocampal em ratos submetidos ao consumo

cronico de etanol

2.1 Objetivos especificos:
No aspecto cardiovascular, o objetivo foi avaliar:
1 — Valores basais de pressao arterial e frequéncia cardiaca.
2 — Resposta cardiaca do barorreflexa.
3 — Respostas cardiovasculares induzidas por um estimulo estressor

agudo (restrigao).

No SNC, o objetivo foi analisar através da quantificacdo do volume
hipocampal, proliferagéo celular (células imunorreativas ao Ki-67), sobrevivéncia
celular (células imunorreativas ao BrdU), neurogénese (células imunorreativas
ao DCX) e apoptose (células picnéticas) no giro denteado do hipocampo:

1 — O efeito neuroprotetor da taurina na neurogénese hipocampal contra
os efeitos do consumo de etanol.
2 — Os efeitos da administracdo de taurina na reversao dos efeitos do

consumo de etanol na neurogénese hipocampal.
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Material e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais, analise da funcao cardiovascular
e perfusdo dos animais foram realizados no Laboratério de Farmacologia do
Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia — PANT - da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Araraquara, sob a
supervisao do Prof Dr Carlos César Crestani.

O processamento dos encéfalos, reacdes de imunohistoquimica e analise
da neurogénese hipocampal foram realizadas no Laboratério de Anatomia do
Departamento de Morfologia e Patologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da

Saude da UFSCar, sob a supervisédo do Prof Dr Luiz Fernando Takase.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal variando entre 240-260g.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (Botucatu-SP). Os animais foram transferidos para o Biotério do
Laboratério de Farmacologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara—UNESP no
minimo sete dias antes do inicio dos experimentos.

Os animais tiveram acesso livre a ragcdo granulada e agua e foram
submetidos a alternancia de luz (12h claro/ 12h escuro). O presente projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP

(protocolo: CEUA/FCF/CAr n° 72 de 2015) (anexo 1).

38
Patricia Rodella



3.2 Grupos experimentais

Os animais foram entdo divididos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: H20+Sal, EtOH+Sal, H2O+TAU e EtOH+TAU.

Os animais do grupo EtOH foram submetidos ao modelo de consumo de
etanol, onde foi ofertado aos animais garrafas contendo concentragfes variadas
de etanol (5 % v/v na 12 semana, 10% v/v na 2% semana e 20% v/v na 3%e 4%
semanas), sem a oferta de garrafas contendo apenas agua, durante o periodo
de 28 dias. Os animais do grupo controle (H20) foram mantidos com agua ad
libtum.

Ja os animais do grupo TAU receberam diariamente injecdo de taurina (i.p.,
300 mg/kg, diluida em solucao salina 0,9% estéril, no volume de 1ml/kg) durante
0 periodo de 28 dias. Os animais do grupo controle (Sal) receberam injecdes
apenas do veiculo (solucéo salina 0,9% estéril, no volume de 1ml/kg).

A Tabela 1 mostra os diferentes grupos experimentais do presente trabalho

e seus respectivos tratamentos.

Tabela 1 — Grupos experimentais utilizados no presente trabalho e seus respectivos

tratamentos.

Grupo experimental Tratamento

Animais foram mantidos com 4gua ad libtum e receberam injecbes
H,O+Sal . .

diarias do veiculo.

Animais foram submetidos ao modelo de consumo de etanol e
EtOH+Sal o s .

receberam inje¢Ges diarias do veiculo.

Animais foram mantidos com agua ad libtum e receberam injecoes
H,O+TAU nin . g 1e¢

diarias de taurina.

Animais foram submetidos ao modelo de consumo de etanol e
EtOH +TAU

receberam injecdes diarias de taurina.
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O presente também trabalho foi dividido em dois experimentos. O primeiro
experimento analisou os efeitos protetores da taurina sobre o sistema
cardiovascular e na neurogénese hipocampal contra os efeitos do consumo de
etanol; ja o segundo experimento analisou se a administracdo de taurina foi

capaz de reverter os efeitos do consumo de etanol na neurogénese hipocampal.

3.2.1 EXPERIMENTO 1 - Andlise do papel protetor da taurina no sistema
cardiovascular e na neurogénese hipocampal contra os efeitos do

consumo de etanol

Neste experimento, os animais foram submetidos ao protocolo de consumo
de etanol conforme descrito anteriormente. Juntamente com a oferta de etanol,
0s animais receberam injecdes diarias de taurina durante o periodo de 28 dias.
Os animais dos respectivos grupos controle receberam injecdo apenas do
veiculo.

No 26° dia, os animais foram submetidos a cirurgia de canulacao da artéria
e veia femoral para registro dos valores basais de pressdo arterial média e
frequéncia cardiaca; e analise das respostas cardiovasculares ao estresse de

restricdo agudo, realizados nos 27° e 28° dias, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14: Esquema dos experimentos realizados no presente trabalho.
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3.2.2 EXPERIMENTO 2 - Analise do papel da administracdo de taurina na

reversao dos efeitos do consumo de etanol na neurogénese hipocampal

No segundo experimento, os animais foram submetidos ao protocolo de
consumo de etanol conforme descrito anteriormente. Ao final do periodo de
oferta de etanol, as garrafas contendo solucdo aquosa de etanol foram
substituidas por garrafas contendo apenas agua.

Um dia ap6s o término do protocolo de consumo de etanol, os animais
receberam injecOes diarias de taurina durante o periodo de 28 dias. Os animais

dos respectivos grupos controle receberam injecao apenas do veiculo.
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3.3 Andlise da funcao cardiovascular

3.3.1 Canulacéao da artéria e veia femoral

No 26° dia da oferta de etanol, os animais foram anestesiados com
tribomoetanol (250 mg/kg, i.p.) para implantacdo de um cateter na artéria femoral
para realizacdo dos registros cardiovasculares e outro na veia femoral para
infusdo de farmacos. Os cateteres foram constituidos por segmentos de
polietileno PE-10 (4-5 cm) soldados a segmentos de polietileno PE-50 (12-13
cm) (Clay Adams, EUA), previamente preenchidos por solucdo salina e
anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugcdo salina) (Hepamax-S®,
Blausiegel, Brasil), e obstruidos com pino de metal. Apés implantacdo dos
cateteres, os mesmos foram exteriorizados na regido dorsal do animal através
de um trocater e fixados a pele por sutura cirdrgica. Ao término da cirurgia, 0s
animais receberam 0,3 mL do anti-inflamatério  n&o-esteroidal
flunexinameglumina (Banamine®, Schering-Plough, Brasil) por via subcutanea
para analgesia pds-operatéria. Os animais foram mantidos em caixas individuais

durante todo o periodo pGs-operatério e de registro cardiovascular.

3.3.2 Registro da presséo arterial média e frequéncia cardiaca

Antes do inicio dos registros, 0,1 mL de solugéo salina com heparina
(15U/mL) foi injetada no interior dos cateteres para lavagem das mesmas. O

cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao
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(Hewlett Packard, EUA) por um segmento de polietiieno PE-50. A presséo
arterial pulsétil foi registrada usando um pré-amplificador (HP7754-A, Hewlett
Packard, EUA) e uma placa de aquisicao de dados (MP100A, Biopac systems
Inc. EUA) conectado a um computador. A pressédo arterial media (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) foram derivadas da pressdo arterial pulsétil e

processadas on-line.

3.3.3 Avaliacéo da atividade barorreflexa

A andlise foi feita relacionando a variacdo da PAM com a variacao reflexa
correspondente da FC. A partir dos pontos obtidos da correlacdo na variacao da
PAM e FC durante as infusdes de fenilefrina e NPS foram tragadas curvas
sigmdides, como descritas na literatura (CRESTANI et al., 2010). A avaliacdo da
curva sigméide foi feita com base em cinco parametros: 1- platd minimo da
frequéncia cardiaca (P1, BPM); 2- platd maximo da frequéncia cardiaca (P2,
BPM); 3- variacdo da FC (AP, BPM, diferenca e P2); 4- pressao arterial média
(PA50, mmHg, valor de PAM que promove 50% de variacdo na FC) E 5- ganho
(G, BPM/mmHg, inclinacdo da porc¢éao linear da curva) (CRESTANI et al., 2010).
Além disso, partindo dos mesmos pontos obtidos da correlacdo dos valores de
PAM e FC correspondente, foram tracadas curvas de regressao linear para
analise individual da atividade barorreflexa durante o efeito pressor e depressor

da pressao arterial (CRESTANI et al., 2006, 2010).
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3.3.4 Estresse de restricao agudo

Para o estresse de restricdo agudo, cada rato foi colocado num tubo de
plastico cilindrico opaco (diametro de 6,5 cm, comprimento 15 cm), ventilados
por orificios (1 cm de didmetro) que compunham aproximadamente 20% da
superficie do tubo. A sessdo de estresse de restricdo durou 60 minutos
(CRESTANI et al., 2009), e imediatamente apds o fim do estimulo aversivo os
ratos foram devolvidos as suas gaiolas. Cada rato foi submetido a apenas uma

sesséo de restricdo a fim de evitar a habituagéo.

3.4. Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa Prism 5 (GraphPad
Software, Inc.). Os dados foram expressos como média + erro padrao da média
(EPM). O efeito dos tratamentos farmacoldgicos sobre os valores basais de PAM
e FC foram comparados utilizando a andlise de variancia monofatorial (ANOVA)
ou o teste t de Student. As curvas temporais de variacdo da PAM, FC e
temperatura cutdnea da cauda foram analisadas via analise de variancia
bifatorial (ANOVA), sendo o tratamento como fator principal e tempo como
medida repetida. Um teste t pos hoc com a correcao de Bonferroni foi utilizada
para identificacdo de diferencas entre os grupos. Os resultados dos testes

estatisticos com P<0,05 foram considerados significativos.
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3.5. Andlise da neurogénese

3.5.1 Administragcdo do BrdU

A 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), um nucleotideo halogenado analogo a
timidina, € um marcador exégeno de divisdo celular. Apos injetado no animal, o
BrdU é incorporado ao DNA das células que estéo na fase de sintese (S) do ciclo
de divisdo celular. As novas células que incorporaram o BrdU podem sofrer
apoptose (morte celular programada) ou se diferenciar em células da glia ou
neurdnios apos 28 dias (KUHN et al, 1996). Esta caracteristica torna o BrdU uma
importante ferramenta para o estudo da proliferacdo, sobrevivéncia celular e
neurogénese hipocampal.

Para o estudo da sobrevivéncia celular, os animais receberam Unica inje¢ao
de BrdU (i.p., 200 mg/kg, no volume de 5 ml/kg) no inicio da oferta de etanol a
5%, desta maneira, o BrdU se incorpora na mesma quantidade de células em
todos 0s grupos experimentais.

O BrdU (Sigma Aldrich Chemical Co.) foi dissolvido em soro fisiolégico
estéril (contendo 0,007 N de NaOH) na concentracao de 200 mg/mL, 30 minutos

antes da administragao.

3.5.2 Perfuséo e processamento do material bioldgico

Os animais foram perfundidos imediatamente apos a ultima anélise de

barorreflexo. Para a perfusdo, os animais foram anestesiados com inje¢éo i.p.
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de quetamina (150 mg/kg) e perfundidos transcardiacamente com solucéo salina
0,9%, seguida de paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sodio (PBS), 0,1M
e pH 7,4, a 4°C. Os encéfalos foram removidos, pés-fixados em paraformaldeido
4% em PBS a 4°C por 24 horas, crioprotegidos em solu¢éo de sacarose 30% em
PBS e criosseccionados em cortes coronais de 40um de espessura, coletados
em 12 séries. Os cortes foram armazenados em solugdo anti-congelante no

congelador a -20°C.

3.5.3 Técnica de Nissl

Uma série de cortes foi corada com violeta de cresila para a analise do
volume e do numero de células picnéticas (em processo de apoptose). Durante
0 processo de apoptose, a célula passa por mudancas morfolégicas que incluem
contragcdo celular, condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA
cromossomal. Quando estas células se encontram em um estado contraido e
associado com hipercromatose, sdo classificadas como células picnéticas.
HERRERA e colaboradores (2003) usam a analise quantitativa destas células
como indicativo de apoptose e morte celular.

Primeiramente os cortes foram montados sequencialmente em laminas
especiais (Superfrostplus Gold, Fisher Scientific, EUA) e secos em estufa a 37°C
durante 8 horas.As laminas foram entdo coradas com violeta de cresila e
montadas com laminulas utilizando DPX (BDH, Gallard-Schlesinger Industries

Inc., CarlePlace, NY, EUA) como meio de montagem.
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Para a analise do volume hipocampal, as imagens foram capturadas
atraves de camera digital acoplada ao microscopio e analisadas pelo programa
Axio Vision (Zeiss, Brasil). As areas analisadas foram somadas, multiplicadas
pela espessura do corte (40 um) e pela distancia entre os cortes para o calculo
da estimativa do volume total da estrutura, expresso em mm3,

Para a andlise quantitativa de células picndticas, foram consideradas
células picnoticas apenas aquelas que apresentaram corpo contraido e

condensacao nuclear intensamente corada (Figura 15).

Figura 15: Células picnaéticas no giro denteado do hipocampo.
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Setas cheias — células picnéticas. ZSG — zona subgranular; CGC — camada

granular celular. Aumento: 400x.

Os resultados da quantificacdo correspondem a média da somatéria dos
resultados encontrados em cada um dos mudltiplos cortes de um animal. Para a
andlise estatistica, foi utilizada ANOVA e o teste de mudultipla comparagéo

Bonferonni. O valor estatistico p<0,05 foi considerado significante.
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3.5.4 Ki-67, BrdU e DCX — Imunohistoquimica

O Ki-67 €& um marcador enddgeno cujo antigeno esta presente
exclusivamente na estrutura nuclear de células em proliferacéo, nas fases G1, S
e G2 do ciclo e na mitose. Células quiescentes ou na fase GO do ciclo nédo
apresentam o antigeno Ki-67 (GERDES et al, 1984). Apesar de ter a vantagem
de ser um marcador enddgeno, o Ki-67 s6 pode ser usado para a analise da
proliferagao celular, assim para o estudo da sobrevivéncia celular, deve-se usar
o marcador exdgeno BrdU.

Ja o DCX (Doublecortin) € uma proteina associada a microtibulos expressa
em células precursoras neurais e neurénios imaturos em estruturas corticais. As
células precursoras comecam a expressa ativamente o DCX durante a divisdo
celular e suas células-filhas continuam a expressa-la por 2-3 semanas, até se
tornarem neurdnios maduros (BROWN et al, 2003).

Para o processamento do material com técnicas de imunohistoquimica
contra Ki-67 (proliferacdo celular), BrdU (sobrevivéncia celular) e DCX
(neurogénese e maturagdo celular), inicialmente os cortes foram montados
sequencialmente em laminas especiais (Superfrost plus Gold, Fisher Scientific,
EUA) e secos em estufa a 37°C durante 8 horas.

Para desmascarar o antigeno, as laminas foram fervidas em &cido citrico
(0,01 M, pH 6,0) por 6 minutos e resfriadas em temperatura ambiente por 20
minutos. Apos este periodo, os cortes foram rapidamente mergulhados em agua
destilada e em seguida lavados em PBS. Nesta etapa, as laminas processadas
contra Ki-67 e DCX foram incubadas em anticorpo primario. As laminas foram

incubadas em anticorpo primario contra Ki-67 (feito em camundongo, 1:200,
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Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle, Reino Unido) em PBS contendo 0,5%
de Tween-20 (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante 48
horas a 4°C; ou em anticorpo primario contra DCX (feito em coelho, 1:500,
ABCam, Cambridge, MA, EUA) em PBS contendo 0,3% de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante 48 horas a 4°C.

Ja as laminas processadas contra o BrdU passaram pelas etapas
adicionais descritas a seguir. O tecido foi digerido em solucgéo de tripsina (0,1%
em tampao tris 0,1 M, pH 7,5, contendo 0,1% de CaClz) por 8 minutos. Apos
novas lavagem em PBS, os cortes foram denaturados em solucao acida (HCI
2,4N em PBS) durante 30 minutos. Apd6s novas lavagens os cortes foram
incubados em anticorpo primério contra BrdU (feito em camundongo, 1:200,
Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle, Reino Unido) em PBS contendo 0,5%
de Tween-20 (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante 48
horas a 4°C.

Apés este periodo, os cortes processados contra Ki-67 e BrdU foram
novamente lavados em PBS e incubados no anticorpo secundario biotinilado
(cavalo contra camundongo, 1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
em PBS durante 120 minutos em temperatura ambiente. Os cortes processados
contra DCX foram incubados no anticorpo secundario biotinilado (cabra contra
coelho, 1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) pelo mesmo periodo
de tempo.

Depois de novas lavagens em PBS, todos os cortes foram incubados no
complexo avidina-biotina (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) durante 90 minutos em temperatura ambiente. Apos

novas lavagens em PBS, os cortes foram reagidos utlizando o 3,3-
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diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como cromdgeno.
A reacao foi interrompida com novas lavagens em PBS. As laminas foram contra-
coradas com violeta de cresila e montadas com laminulas utilizando DPX (BDH,
Gallard-Schlesinger Industries Inc., Carle Place, NY, EUA) como meio de
montagem.

A andlise quantitativa dos neurdnios imunorreativos a Ki-67, BrdU e DCX
foi feita de forma cega em microscopia de luz, considerando apenas as células
com os limites bem estabelecidos e marcacdo evidente. A analise foi realizada
bilateralmente em todos os cortes em toda a extensdo do giro denteado do
hipocampo. Os resultados da quantificacéo correspondem a média da somatéria
de neurbnios encontrados em cada um dos mdltiplos cortes de um animal. Para
a analise estatistica, foi utilizada ANOVA e o teste de mdultipla comparacdo

Bonferonni. O valor estatistico p<0,05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO 1 - Anélise do papel protetor da taurina no sistema
cardiovascular e na neurogénese hipocampal contra os efeitos do

consumo de etanol

4.1.1 Peso corporal

O acompanhamento do peso corporal dos animais realizado semanalmente
mostrou aumento de peso constante e sem diferengas significantes entre os
grupos até a 3% semana do periodo experimental. Apenas na Ultima semana foi
observada significante reducdo do peso corporal dos animais do grupo
EtOH+TAU (16,7%) quando comparados com os animais do grupo H20+Sal
(Figura 16 e Tabela 2). Os animais do grupo EtOH+Sal e EtOH+TAU receberam
doses escalonadas de etanol, 5% na primeira semana, 10% na segunda e 20%

nas duas ultimas semanas.
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Figura 16: Efeitos da administracdo de taurina no peso corporal de ratos

submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.
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Valores correspondem a média +EP.
* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal
Analise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas compara¢des Bonferonni.

Tabela 2 - Efeitos da administracdo de taurina no peso corporal de ratos

submetidos ao mode

lo de consumo for¢ado de etanol.

Grupos
H>O+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Inicio 215,3+5,2 223,6+12,8 216,0+14,6 222,2+8,2
12 semana 263,4+10,6 257,8+11,0 246,4+11,5 249,0+5,8
22 semana 290,0+9,2 281,8+11,3 267,3+11,9 270,9+6,7
32 semana 314,9+9,8 304,8+12,7 291,2+12.8 288,2+9,2
43 semana 341,1+11,2 312,7+11,7 315,6+13,4 284,3+12 6**

Valores correspondem a média +EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal

Analise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas compara¢des Bonferonni.
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Relatos da literatura mostram que a oferta de diferentes concentracoes de
etanol, variando de 5%, 20% e 40%, promoveram significativa diminuicdo do
ganho de peso corporal de ratos quando comparados com seus respectivos
controles (LARUE-ACHAGIOTIS et al., 1990; MACIEIRA et al., 1997).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a diminuicdo do peso
foi significativa na ultima semana, com o grupo EtOH+TAU em comparagao ao
grupo controle. Os dados mostram que nao houve aumento de peso entre a 32
e 42 semana.

A acao da taurina que pode estar relacionada ao menor ganho de peso dos
animais do grupo EtOH+TAU € sua acdo no metabolismo de lipidios (CHEN et
al., 2016). Estudos sugerem que a suplementacédo de taurina pode prevenir
obesidade aumentando o gasto energético através de diversos mecanismos,
como aumento da expressdo de fatores envolvidos na oxidacdo de &cidos
graxos, como a adiponectina (NARDELLI et al., 2011); e reducéo da lipogénese
através da reducdo da oxidacéo pés-prandial da glicose (HARADA et al., 2004).
Estes estudos mostraram que a suplementacdo da taurina diminuiu 0 peso
corporal, mas sem modificar a quantidade de alimento ingerida pelos animais
(CHEN et al., 2016).

ZHANG e colaboradores (2004) realizaram estudo duplo-cego
randomizado utilizando voluntarios com indice de massa corporal normal e sem
sinais de diabetes. O grupo que recebeu suplementacao de 3 g diarias de taurina
durante sete semanas apresentou valores significantemente menores no peso
corporal, triglicérides e indice aterogénico quando comparados ao grupo

placebo.
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4.1.2 Consumo de liquidos

O consumo de liquidos, &gua ou etanol, nos diferentes grupos
experimentais foi avaliado diariamente durante o todo o periodo experimental

(Figura 17).

Figura 17: Consumo de liquidos dos diferentes grupos experimentais ao

longo do periodo experimental.
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Os resultados mostraram tendéncia dos animais submetidos ao consumo
forcado de etanol (grupos EtOH+Sal e EtOH+TAU) de ingerir menor quantidade
de EtOH em comparacdo aos animais mantidos com agua ad libtum (grupos
H20+Sal e H20 +TAU). Esta tendéncia se acentuou mais nas duas ultimas
semanas de tratamento, quando os animais receberam solucdo com 20% de

etanol.
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A figura 18 mostra o consumo de etanol nos grupos EtOH+Sal e EtOH+TAU

durante o periodo experimental. Os resultados ndo mostraram diferencas

significantes no consumo de etanol nos dois grupos experimentais.

O consumo total de liquidos durante o periodo experimental mostrou que

0S animais ingeriram menor quantidade de EtOH quando comparados com a

dgua. Em reacdo o grupo que recebeu TAU, grupos que receberam etanol

ingeriram menor quantidade de liquidos que os animais que receberam apenas

agua (Figura 19).

Figura 18: Consumo de etanol nos grupos EtOH+Sal e EtOH+TAU durante o

periodo experimental.
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Figura 19 - Consumo total de liquidos dos diferentes grupos durante o

periodo experimental.
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O grupo EtOH+Sal e EtOH+TAU consumiram quantidade significantemente
menor de liquidos quando comparados aos grupos H20+Sal (29,0% e 37,3%,
respectivamente) e H20+TAU (32,9% e 40,7%, respectivamente). Assim, 0s
animais ingeriram menor quantidade de EtOH quando comparados com a agua.
A taurina promoveu diminuicdo significativa no consumo de EtOH, mas nao
alterou o consumo de agua.

No grupo de animais que consumiram etanol 20%, houve 30% de
mortalidade ao longo do periodo experimental. Estudos recentes demostraram
que a interacdo do etanol com altas concentracdes de taurina pode causar
intoxicacao letal em camundongos neonatos, adultos e idosos (TARANUKHIN et
al., 2013; 2015a; 2015b). Este estudo mostrou 100% de letalidade com as
seguintes doses de taurina e etanol: camundongos neonatos (7 dias de idade),
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6 g/kg de taurina e 5 g/kg de etanol; camundongos adultos (5-6 meses de idade),
10 g/kg de taurina e 8 g/kg de etanol; e ratos idosos (12-13 meses de idade), 6
g/kg de taurina e 6 g/kg de etanol. As mesmas doses de taurina e de etanol
administradas isoladamente n&o causaram mortes nos camundongos
(TARANUKHIN et al., 2015a; 2015b). Exames de sangue mostraram draméatica
diminuic&o da glicemia sanguinea em 25-40% dos animais ap0s a administracao
de etanol e taurina. Estes dados sugerem que além da hipoglicemia, outros
mecanismos podem estar envolvidos na intoxicacédo letal causada pelo etanol e

taurina em camundongos.

4.3 Funcgéo cardiovascular

Estudo utilizando o mesmo protocolo de consumo de etanol demonstrou a
cascata de eventos neuroenddcrinos induzidos pelo consumo de etanol e
estabeleceu uma possivel relacdo entre a desidratacdo causada pelo etanol e 0
aumento da pressao arterial (DA SILVA et al., 2013). Assim, 0s experimentos

foram realizados com o intuito de observar a influéncia da taurina nesse disturbio.

4.3.1 Valores basais de pressao arterial média e frequéncia cardiaca

A presséo arterial basal e frequéncia cardiaca basal foram aferidas (Figura

20). Os resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significantes nos

grupos experimentais.
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Figura 20: Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca média (FC)

basais nos diferentes grupos experimentais.
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4.3.2 Respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo

Quando os animais (H20+Sal) foram expostos ao estresse de restri¢ao,
promoveu aumento da PAM (Fao.440) =19,34; P<0,001) e FC (F(19,440) =4,31;
P<0,001). Porém, este efeito ndo foi observado nos animais que consumiram
etanol (salina) ou etanol (+ taurina) e nem no grupo agua +taurina, sugerindo
que a taurina ndo promoveu alteracéo cardiovascular.

A variacao da presséo arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca média
(AFC) induzida pelo estresse de restricdo agudo (Figura 21) também n&o
mostraram diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos

experimentais.
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Figura 21: Variagdo da Pressado Arterial Média (A PAM) e Frequéncia
Cardiaca (A FC) ao longo do tempo nos diferentes grupos

experimentais.
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Apesar de diversos estudos mostrarem que o protocolo de consumo de
etanol utilizado promovem efetivas alteracdes no sistema cardiovascular
(RESSTEL et al.,, 2006; DA SILVA et al., 2013; CRESTANI et al., 2014), os
resultados observados no presente trabalho n&o evidenciaram mudancas na
pressao arterial, frequéncia cardiaca e mudancas na atividade barorreflexa nos
animais.

Este fato pode ser explicado baseando-se nos trabalhos de DA SILVA e
colaboradores (2013) que estabeleceram uma possivel relacdo entre a
desidratacdo causada pelo etanol e o aumento da pressao arterial. Desta
maneira, acreditamos que, apesar do menor consumo de liquidos observado nos
animais submetidos ao consumo de etanol, as injecdes diarias de taurina ou de
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solugéo salina (1 mL) reidrataram os animais e preveniram a precipitacao do
quadro hipertensivo. Esta hipotese é suportada por dados de ENGI et al. (2016),
gue ndo observaram alteracdes na pressao arterial de animais tratados com
solucéo de etanol 20%, mas também tiveram livre acesso a garrafa com agua.
Um Unico trabalho foi encontrado na literatura, envolvendo consumo de
etanol, hipertensao e taurina. HARADA e colaboradores (2000), realizaram dois
experimentos, sendo que no primeiro experimento, um grupo de animais
receberam etanol 15% e outro etanol 15% acrescido de taurina 1% na agua de
beber, durante 4 semanas. No segundo experimento, um grupo de animais
recebeu taurina 1% e outro grupo etanol 5% acrescido de taurina 1% por 8
semanas. Os resultados demonstraram que o grupo que recebeu etanol apenas,
promoveu aumento significativo de pressao arterial e apos a quarta semana, a
pressédo artéria média foi de 104.9 + 1.6, 132.6 £ 47 e 105.7 + 4.2 mmHg para o
grupo controle, grupo etanol e grupo etanol + taurina, respectivamente

(experimentos sem livre escolha).

4.3.3 Estimulacéao barorreflexa

Os resultados da avaliagéo da atividade barorreflexa (Figura 22) mostraram
que a taurina reduziu a resposta bradicardica nos animais com tratamento
cronico do etanol (Fa,29=4,2; P<0,05), sem alterar o componente taquicardico

(Fa,29=0,02; P>0,05). J4 nos demais grupos nao houve diferencas estatisticas.
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Figura 22: Analise de regressao néo-linear do barorreflexo correlacionando
Presséo Arterial Média (A PAM) e Frequéncia Cardiaca (A FC).
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O presente trabalho mostrou que a dose de taurina utilizada é segura com
relacdo as funcdes cardiovasculares. Os animais que receberam administracao
de taurina ndo apresentaram alteracdes na pressao arterial, frequéncia cardiaca
e atividade barorreflexa que possam sugerir efeito cardiotoxico deste composto.
Estes resultados sdo corroborados pelos estudos dos efeitos da taurina em
diversos modelos de hipertensdo que também ndo mostraram alteracfes da
funcado cardiovascular em animais controle que receberam taurina (MAIA et al.,
2014; LV et al., 2015).

Este composto vem ganhando espaco como um potencial agente na terapia
de patologias cardiovasculares, prevenindo arteriosclerose, AVESs e hipertensao
(YAMORI et al., 2010; ITO, SCHAFFER, AZUMA, 2014; MAIA et al, 2014).

Em humanos, a taurina mostrou efeito anti-hipertensivo em pacientes
jovens pré-hipertensivos em um estudo duplo-cego com grupo placebo e grupo

experimental (FUJITA et al., 1987). Interessantemente, pacientes com

62
Patricia Rodella



hipertenséo idiopética apresentaram deficiéncia em taurina (KOHASHI; KATORI,
1983) e a suplementacdo com este composto promoveu efeito anti-hipertensivo
nestes pacientes (YAMORI et al., 1996).

A suplementacdo de taurina atenuou o aumento da pressao sistdlica,
diastélica e média em ratos com quadro de hipertensivo induzido pela restricdo
proteica crénica (MAIA et al, 2014). O estudo ainda mostrou agéo antioxidante
da taurina na prevencdo da disfungdo endotelial relacionada com estresse
oxidativo. Resultados semelhantes foram observados por SCABORA et al.
(2015), que induziram hipertensdo em camundongos através da restricdo
proteica gestacional.

Estudos demonstram que o composto preveniu o desenvolvimento de
quadro hipertensivo em modelos animais (FUJITA; SATO, 1986; HARADA et al.,
2000) e diminuiu a pressao arterial em casos de hipertensdo arterial idiopatica
(YAMORI et al., 1996; SUWANICH et al., 2013).

HARADA et al. (2000) mostraram que a suplementacao de taurina preveniu
o desenvolvimento da hipertensao induzida pelo etanol. O estudo sugere que o
efeito anti-hipertensivo da taurina esta relacionado a diminuigdo da concentracéo
de acetaldeido plasmaético.

O acetaldeido € o produto metabdlico primario do etanol na sua rota de
conversdo a acido aceético, por ser altamente reativo, pode se ligar a diversas
proteinas plasmaticas e outros componentes biolégicos, podendo causar o0s
efeitos adversos da intoxicacdo alcodlica (SORRELL; TUMA, 1987). A taurina
ativa a enzima aldeido desidrogenase, responsavel pela degradacdo do

acetaldeido (WATANABE et al., 1986; WU et al., 2013; HSIEH et al., 2014)
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Resultados e Discussdo /

diminuindo os niveisdeste composto apds a exposicédo ao etanol (WATANABE
et al., 1985; HARADA et al., 2000).

Diante dos dados apresentados, novos experimentos sdo necessarios para
a avaliagcéo dos efeitos da administracao da taurina na hipertensao induzida pelo
consumo cronico de etanol. Outras vias de administragdo do composto devem
ser exploradas para que o etanol provoque quadro hipertensivo nos animais,

como a gavagem gastrica ou a sua diluicdo na solucéo de etanol.

4.4 Neurogénese

No intuito de facilitar a visualizacdo dos tecidos estudados, a figura 23

mostra o0 hipocampo e suas estruturas e funcoes:

Figura 23: Hipocampo e suas estruturas no cérebro humano e de rato (adaptado

de BIZON et al, 2005).
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4.1.4.1 Anélise volumétrica

A andlise volumétrica mostrou significante redug¢é&o no volume hipocampal
de todos o0s grupos experimentais quando comparados ao grupo H20+Sal
(Tabela 3 e Figura 24). O grupo EtOH+Sal apresentou diminui¢cdo no volume no
giro denteado como um todo (18,8%), o grupo H20+TAU apresentou diminuicéo
no volume no giro denteado como um todo (23,0%) e no hilo (24,7%); e o grupo

EtOH+TAU apresentou diminuicdo no volume apenas no hilo (6,9%).

Tabela 3 - Efeitos da administracao de taurina no volume hipocampal de ratos

submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.

Grupos
Volume H20+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
(mm?®)
Total 12,36226+1,53917 10,04155+0,20212 9,52152+0,53921 10,84123+0,51103
*% *%k%
Anterior 5,08508+1,19848 3,84620+0,10077 3,35689+0,21497 3,71245+0,11551
Posterior  7,27718+0,34074 6,19536+0,24083 6,16464+0,43300 7,12878+0,48910
CCG/ZSG 3,27341+0,29104 2,46813+0,20353 2,75107+0,21078 3,78732+0,40809
Anterior 1,28045+0,09668 0,95367+0,07898 1,08909+0,03094 1,10152+0,07934
Posterior 2,00947+0,20732 1,44919+0,12654 1,43784+0,08977 2,39427+0,25436
Hilo 8,99334+1,31628 7,57343+0,33789 6,77045+0,40031 *  7,05391+0,12157 *
Anterior 3,80463+1,12453 2,89252+0,14875 2,26780+0,19631 2,48492+0,17100
Posterior 5,18870+0,19987 4,68090+0,24565 4,50266+0,27223 4,56899+0,16133

Valores correspondem a média +EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H.O+Sal, *** p<0,001 vs. H.0O+Sal
# p<0,05 vs. EtOH+Sal, ## p<0,01 vsEtOH+Sal, ## p<0,001 vs. EtOH+Sal

Analise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas comparacdes Bonferonni.
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Figura 24. Efeitos da administracdo de taurina no volume hipocampal de

ratos submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.
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Neuroimagens de pacientes alcoolicos demonstraram significante
diminuicdo no volume cerebral, especialmente no hipocampo (JERNIGAN et al.,
1991; LAAKSO et al., 2000; SULLIVAN; MARSH, 2003). Estudos em modelos
animais também mostraram significante reducdo do volume hipocampal apés
exposicao ao etanol (RILEY E WALKER, 1978; MIKI et al., 2000).

A interacdo da taurina com etanol no SNC tem mostrado resultados
conflitantes. Estudos comportamentais mostraram que o0 pré-tratamento com
taurina reduziu a duracdo do sono induzido pelo etanol e atenuou a perda de
reflexo postural (IIDA; HIKICHI, 1976; BOGGAN et al., 1978). Entretanto, outros

estudos mostraram que a taurina ndo promoveu melhoras no reflexo postural
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(GINSBURG; LAMB, 2008) e até mesmo piorou os déficits causados pelo etanol

(FERKO, 1987).

4.4.2 Proliferagéo celular — Ki-67

A andlise da proliferacdo celular no giro denteado mostrou que a
administracao de taurina promoveu significante neuroprotecéo contra os efeitos

do etanol (Tabela 4 e Figura 25).

Tabela 4 - Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao Ki-67 no giro denteado de ratos submetidos ao
modelo de consumo forgado de etanol (n=5).

Grupos
H>O+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Total 3828+224 1626+354*** 3135+453## 39961681 ##
Anterior 2022+160 892+194* 1617+£317 2118+319#
Posterior 1806+300 734+188* 1518+148 1878+364%
CCG/zZSG 3369+234 1332+335%** 2742+407## 3297+549##
Anterior 1821+176 748+187* 1440+280 1866+275*
Posterior 1548+286 584+171 1302+136 14314275
Hilo 459459 294437 393450 699+142
Anterior 201+17 144+18 177+45 252445
Posterior 258+44 150+27 216+21 447+100

Valores correspondem a média +EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal

# p<0,05 vs. EtOH+Sal, # p<0,01 vsEtOH+Sal, ## p<0,001 vs. EtOH+Sal

Analise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas comparagdes Bomferonni.
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Figura 25: Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao Ki-67 no giro denteado de ratos submetidos ao
modelo de consumo forgado de etanol (n=5).
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* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H.O+Sal, *** p<0,001 vs. H-O+Sal
# p<0,05 vs. EtOH+Sal, ## p<0,01 vsEtOH+Sal, ### p<0,001 vs. EtOH+Sal

O grupo EtOH+Sal apresentou o0 menor numero de células imunopositivas
ao Ki-67 dentre os grupos experimentais. O EtOH promoveu significante
diminuicao da proliferacdo celular na proliferacao celular no giro denteado como
um todo (57,5%), em sua porcado anterior e posterior (55,9% e 59,4%,
respectivamente) e na camada celular granular (CCG) (60,5%). Promoveu,
quando comparado a H20, reducao significante na proliferagédo celular no giro
denteado como um todo (57,5%), em sua porgao anterior e posterior (55,9% e

59,4%, respectivamente) e na CCG (60,5%).
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Porém, a taurina promoveu significante neuroprotecéo contra os efeitos do
etanol na proliferagdo celular no giro denteado do hipocampo, sendo esta,
superior aos niveis controle. Os resultados (EtOH+ TAU) apresentaram
significante aumento no numero de células imunorreativas ao Ki-67 no giro
denteado como um todo (145,8%), em sua porcao anterior e posterior (137,4%
e 155,9%, respectivamente); e na CCG (147,5%) e em sua porcao anterior
(149,5%). A figura 26 mostra o padrdo de marcacao das células imunorreativas

ao Ki-67 nos diferentes grupos experimentais.

Figura 26 - Padrao de marcacao das células imunorreativas ao Ki-67 no giro

denteado do hipocampo nos diferentes grupos experimentais.

A ccol® - B

A - grupo H20+Sal, B - grupo EtOH+Sal, C - grupo H20+TAU, D - Grupo EtOH+TAU. CCG —

Camada Celular Granular, ZSG — Zona Subgranular. Barra de calibragdo: 50um.

A significante reducdo no numero de células imunorreativas ao Ki-67
observada nos animais tratados com etanol apenas é corroborada por estudos

da literatura que descrevem significante efeito inibitorio do etanol sobre a
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proliferagéo celular no hipocampo (JANG et al., 2002; NIXON; CREWS, 2002;
HE et al., 2005; MORRIS et al., 2010).

No entanto, os efeitos do consumo cronico de etanol sobre a proliferacao
celular ainda mostram resultados conflitantes. Outras pesquisas ndo observaram
diferencas estatisticamente significantes apos 10 dias (RICE et al., 2004) ou 6
semanas (HERRERA et al., 2003) de administracdo cronica de etanol, sugerindo

que o organismo dos animais adquiriu tolerancia aos seus efeitos inibitérios.

4.4.3 Sobrevivéncia celular — BrdU

A analise da sobrevivéncia celular no giro denteado mostrou que a
administracao de taurina promoveu significante neuroprotecéo contra os efeitos
do etanol (Tabela 5 e Figura 27). A figura 28 mostra o padrdo de marcacgéo das

células imunorreativas ao BrdU nos diferentes grupos experimentais.

Tabela 5 - Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao BrdU no giro denteado de ratos submetidos ao
modelo de consumo for¢gado de etanol (n=5).

Grupos
H.O+Sal EtOH+Sal H.0+TAU EtOH+TAU
Total 46862330 3363241+ 4569+197 ### 5180+ 397 ###
Anterior 20461114 1629+174 2046+139 2292+280
Posterior 2640+216 17344235 * 2523+120 ## 2888+117 ###
CCGIZSG 3342+342 2439+190 * 3165+83 #* 38764411 ##$
Anterior 1548+96 1242+132 1497+75 17804292
Posterior 17944246 1197+164 1668+109 2096+122 ##
Hilo 1344+12 924+141 1404+130 1304426
Anterior 498+18 387+68 549+81 52029
Posterior 846230 537+108 855+59 7844

Valores correspondem a média +EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal

# p<0,05 vs. EtOH+Sal, ##p<0,01 vsEtOH+Sal, ## p<0,001 vs. EtOH+Sal

$ p<0,05 vs. EtOH+TAU, % p<0,01 vSEtOH+TAU, %% p<0,001 vs. EtOH+TAU
Andlise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas comparagdes Bomferonni.
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Figura 27: Efeitos da administracdo de taurina no numero de células

imunorreativas ao BrdU no giro denteado de ratos submetidos ao

modelo de consumo forgado de etanol (n=5).
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Figura 28: Padrdao de marcacao das células imunorreativas ao BrdU nos
diferentes grupos experimentais. As setas indicam células

imunorreativas ao BrdU.
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A - grupo H20+Sal, B - grupo EtOH+Sal, C - grupo H20+TAU, D - Grupo EtOH+TAU. CCG —

Camada Celular Granular, ZSG — Zona Subgranular.Barra de calibragdo: 50um.

O grupo EtOH+Sal apresentou o0 menor niamero de células imunopositivas
ao BrdU dentre 0s grupos experimentais.

O etanol apresentou reducao significante na sobrevivéncia celular no giro
denteado como um todo (28,2%), em sua porcao posterior (34,3%) e na CCG
(27,0%), enquanto a taurina promoveu aumento da sobrevivéncia celular no giro
denteado como um todo (26,4%), em sua porc¢éo posterior (31,3%) e na CCG
(22,9%), ambos quando comparados ao controle (H20 + sal).

Os resultados mostraram que taurina promoveu protecao contra o efeito
deletério do etanol. Observou-se aumento significativo de células imunopositivas
ao BrdU no EtOH+TAU em comparagdao com EtOH + Sal, giro denteado como

um todo (54,0%), em sua porg¢ao posterior (66,6%), na CCG (58,9%) e em sua
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porcao posterior (75,1%), valores acima aos observados com o0 grupo controle
(H20+sal), mas ndo significativos. Porém, quando comparado ao grupo

H20+TAU, foi significantemente maior na CCG (22,5%).

4.4.4 Neurogénese — DCX

A andlise da neurogénese no giro denteado mostrou que a administracédo
de etanol e/ou taurina promoveu alteracdes significativas na neurogénese
hipocampal (Tabela 6 e Figura 29). A figura 30 mostra o padrdo de marcacao

das células imunorreativas ao DCX nos grupos EtOH+Sal e EtOH+TAU.

Tabela 6: Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao DCX no giro denteado de ratos submetidos ao modelo de
consumo forgado de etanol (n=5).

Grupos
H20+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Total 679156 411443 *** 54647 * 5804119 ##
Anterior 267455 209456 321+27 260+59
Posterior 412+3 202+15 ** 225+21 321490 #

Valores correspondem a média +EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal

# p<0,05 vs. EtOH+Sal, # p<0,01 vsEtOH+Sal, ## p<0,001 vs. EtOH+Sall

Andlise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas compara¢es Bonferonni.
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Figura 29: Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao DCX no giro denteado de ratos submetidos ao
modelo de consumo forgado de etanol (n=5).
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Figura 30: Padrdo de marcacdo das células imunorreativas ao DCX no giro denteado do

hipocampo nos diferentes grupos experimentais
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. A - grupo EtOH+Sal, B - Grupo EtOH+TAU. Barra de calibracdo: 50um.

A exposicédo ao etanol provocou significante redugcédo na neurogénese. Este
grupo (ETOH+SAL) apresentou o menor niumero de células imunorreativas ao
DCX dentre os grupos experimentais; quando comparado com a &agua,
apresentou reducéo significante da neurogénese no giro denteado como um todo
(39,5%) e em sua porcao posterior (51,1%).

A taurina promoveu significante neuroprotecao contra os efeitos do etanol
na neurogénese. Este grupo (EtOH+TAU) apresentou significante aumento no
namero de células imunorreativas ao DCX no giro denteado como um todo
(41,3%)e em sua porcao posterior (59%) em relacdo ao controle (EtOH + SAL).

A taurina apresentou, ainda, significante reducdo da neurogénese no giro
denteado como um todo (19,7%) quando comparado com o controle.

Os resultados mostraram que a taurina ndo promoveu aumento na
neurogénese nos animais quando comparados ao grupo controle. Entretanto,
trabalhos na literatura mostraram que a taurina pode promover melhoras

cognitivas e estimular a neurogénese em animais com déficits causados por
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fatores externos ou internos, mas ndo promove mudangas em animais
saudaveis.

RIVAS-ARANCIBIA e colaboradores. (2000) mostraram que a
administragao de taurina promoveu melhoras cognitivas em animais jovens,
adultos ou idosos expostos ao 0zonio, que produz significante estresse oxidativo.
O mesmo trabalho mostrou ainda que 0s animais controles, ndo expostos ao
0zO6nio, mas que receberam a taurina, ndo apresentaram mudancas nos testes
cognitivos quando comparados aos animais controle que receberam injecao de
salina. Outros estudos mostraram resultados semelhantes, onde a taurina
promoveu melhoras na neurogénese hipocampal apds injecdo de
lipopolissacarideo (WU et al., 2013) ou em animais idosos (NEUWIRTH, 2013),
mas nado promoveu mudancas nNOS grupos controles ou animais jovens
saudaveis, respectivamente.

Sabe-se que o uso de isofurano, um anestésico que pode induzir déficits
cognitivos especialmente em pacientes idosos ap0s cirurgia. Por isso, ZHANG e
colaboradores (2016) verificaram que o pré tratamento com taurina, em ratos
idosos que foram submetidos ao isofurano, impediu a disfungéo cognitiva nesses
animais por inibir a apoptose no hipocampo.

Assim, de acordo com estes dados, € provavel que a taurina ndo estimule
a neurogénese ou promova melhoras cognitivas em cérebros adultos saudaveis,
mas somente em situacdes onde ja existe um déficit pré-existente causado.

O consumo excessivo de etanol provoca neuroinflamacdo em diversas
estruturas encefalicas. Estudos observaram aumento da producéo e secrecao
de citocinas pela micrdglia apos a exposicao ao etanol (CREWS et al., 2006; QIN
et al., 2008). Estas citocinas sao potentes fatores de inibicdo da neurogénese
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hipocampal (EKDAHL et al., 2009). A IL-1B pode inibir a neurogénese em
praticamente todos seus estagios, desde a proliferacdo, sobrevivéncia até a
maturacédo celular (ZOU; CREWS, 2012; ZUNSZAIN et al., 2012). A taurina tem
importante fungdo na protegdo dos tecidos contra o estresse oxidativo
relacionado a estes processos inflamatérios, tendo papel fundamental na
citoprotecéo e atenuacgao da apoptose (RIPPS; SHEN, 2012; MARCINKIEWICZ;
KONTNY, 2014). Estes dados sugerem que a neuroprotecédo na neurogénese da

taurina pode estar relacionada com seus efeitos anti-inflamatorios.

4.1.4.5 Apoptose — células picnoticas

De maneira geral todos 0s grupos experimentais apresentaram significante

aumento na apoptose no giro denteado ou em suas divisdes anterior e posterior,

guando comparados ao grupo controle, sem tratamento (Tabela 7 e Figura 31).

Tabela 7 - Efeitos da administracdo de taurina na apoptose hipocampal de ratos

submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol (n=5).

Grupos
H20+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Total 2994+108 4980+196*** 392411 35***## 383414295
Anterior 1254+44 2034+181** 1518+125 1590+124
Posterior 1740+97 29464135 *** 2406+30 * 22444175 ##

Valores correspondem a média +EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal

# p<0,05 vs. EtOH+Sal, #* p<0,01 vsEtOH+Sal, ## p<0,001 vs. EtOH+Sal

$ p<0,05 vs. H20 +TAU, % p<0,01 vs H20 +TAU, % p<0,001 vs. H20 +TAU
Andlise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas compara¢des Bomferonni.
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Figura 31: Efeitos da administracdo de taurina na apoptose hipocampal de ratos

submetidos ao modelo de consumo for¢gado de etanol.
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* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal
# p<0,05 vs. EtOH+Sal, ## p<0,01 vs. EtOH+Sal, ### p<0,001 vs. EtOH+Sal

A analise quantitativa mostrou significante aumento do numero de células
picnoéticas no giro denteado como um todo (66,3%) e em suas por¢des anterior
e posterior (62,2% e 69,3% respectivamente) no grupo EtOH+Sal; a taurina
promoveu protecdo contra os efeitos do etanol, promovendo um reducéo 38, 2%
das células picndricas no no giro denteado como um todo, sendo estes valores,
semelhantes aos observados com o tratamento da taurina somente (H20 + TAU)

A administracéo cronica de etanol também levou a um significante aumento
da apoptose na camada celular granular e diminuicdo do volume hipocampal

guando comparados ao grupo controle. Estes dados também séo consistentes
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com trabalhos da literatura. O consumo cronico e excessivo de etanol pode
prejudicar as vias de transduc¢ao de sinais neuronais (TATENO; SAITO, 2008).

Estudos in vitro, utilizando culturas de neurdnios corticais de ratos
revelaram que o etanol induziu uma reducéo da atividade do CREB e diminuiu a
expressao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), que é essencial na
sintese de neurotransmissores e outras moléculas necessarias para a
sobrevivéncia neuronal (SAKAI et al., 2005). Estes dados sugerem que a morte
neuronal apds exposicdo ao etanol estd relacionada com alteracdo da
sinalizacdo intracelular causada pela supressédo da atividade de CREB e
diminuicdo dos niveis do BDNF.

S&o0 poucos os estudos dos efeitos neuroprotetores da taurina contra o
etanol, e até o presente momento, estes estudos analisam apenas o cerebelo de
camundongos neonatos. TARANUKHIN et al. (2010, 2012), mostraram acéo
neuroprotetora da taurina em células cerebelares de camundongos neonatos
submetidos a intoxicacdo aguda de etanol. Estes estudos mostraram significante
reducdo no numero de células imunopositivas para os marcadores de apoptose
Caspase-3 e Tunel em diversas regifes cerebelares apds administracdo aguda
de taurina em animais que receberam injecéo subcuténea de etanol. No entanto,
também mostraram que a taurina ndo foi capaz de neuroproteger as células de
Punkinje em animais de 4 dias de vida. Desta maneira, 0s autores sugeriram que
os efeitos neuroprotetores da taurina ndo séo lineares, apresentando diferencas
de acordo com o tipo neuronal estudado e a concentracéo de taurina no plasma.

A analise do numero de células picnoticas através da coloracao com violeta

de cresila pode ser usada como indicativo de apoptose (FRYE; MCCORMICK,
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2000). No entanto, novos estudos devem ser realizados utilizando técnicas de

imunohistoquimica mais especificas para apoptose, como a Caspase-3.

4.2 EXPERIMENTO 2 - Analise dos efeitos da administracdo de taurina na

reversao dos efeitos do consumo de etanol na neurogénese hipocampal

Neste experimento, diferentemente do anterior, 0s animais receberam
taurina pos etanol, com o intuito de observar se a taurina promove reversao dos
efeitos deletericos do etanol, na neurogénese hipocampal. Assim, 0s parametros

estudados foram os mesmos.

4.2.1 Peso corporal
O acompanhamento do peso corporal dos animais realizado semanalmente
mostrou aumento de peso constante e sem diferencas significantes entre os

grupos em todo periodo experimental (Tabela 8 e Figura 32).

Tabela 8 - Efeitos da administracdo de taurina no peso corporal de ratos

submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.

Grupos
H,O+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Inicio 284,4+12,3 242,6+16,8 262,8+18,0 243,616,7
1% semana 304,8+12,3 269,2+17,4 282,0+18,1 268,4+8,3
2isemana 35784133 291,6+17,5 314,418 4 284,818,9
Fsemana 54724139 308,6+17,8 340,0420,0 304,0£9,4
Atsemana  3gg8+14,7 326,8+16,5 363,4+18,6 325,08,8

Valores correspondem a média +EP.
Andlise estatistica: Two-way Anova. Nao foram detectadas diferencas estatisticamente
significantes.
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Figura 32: Efeitos da administracdo de taurina no peso corporal de ratos

submetidos ao modelo de consumo for¢cado de etanol. (n=8)
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4.2.2 Consumo de etanol

A figura 33 mostra o consumo de etanol nos grupos EtOH+Sal e
EtOH+TAU durante o periodo experimental. Conforme esperado, os resultados
nao mostraram diferencas significantes no consumo de etanol nos dois grupos

experimentais.
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Figura 33: Consumo de etanol nos grupos EtOH+Sal e EtOH+TAU durante

o periodo experimental.
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4.2.3 Andlise volumétrica

A analise volumétrica ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes

entre 0s grupos experimentais (Tabela 9 e Figura 34).
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Tabela 9 - Efeitos da administracdo de taurina no volume hipocampal de

ratos submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.

Grupos
Volume H20+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
(mm°)

Total 10,56060+1,46681 10,91056+1,30071 9,71863+1,14263 9,48331+1,37000
Anterior 5,13207+0,96041 3,64709+0,29817 3,31896+0,35086 3,38753+0,27393
Posterior 5,42852+0,79271 7,26346+1,10776 6,39967+0,85093 6,09578+1,27249

CCG/ZSG 2,95701+0,38283 3,44498+0,37652 2,96266+0,52089 2,64812+0,41388
Anterior 1,51283+0,25227 1,35442+0,09274 1,35019+0,29253 1,17730+0,23180
Posterior 1,44418+0,21550 2,09056+0,33438 1,61247+0,24195 1,47082+0,25428

Hilo 7,60359+1,10831 7,46558+0,96729 6,75597+0,64120 6,83519+1,06357
Anterior 3,61925+0,71099 2,29268+0,23049 1,96877+0,10218 2,21023+0,09516
Posterior 3,98434+0,61746 5,17290+0,84616 4,78720+0,62665 4,62496+1,03964

Valores correspondem a média +EP.
Andlise estatistica: Two-way Anova. Nao foram detectadas diferencas estatisticamente

significantes.

Figura 34: Efeitos da administracdo de taurina no volume hipocampal de

ratos submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.
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4.2.4 Proliferacéo celular — Ki-67

A andlise da proliferacdo celular no giro denteado mostrou significante
reducdo na proliferagdo celular no grupo H20+TAU (Tabela 10 e Figura 35).
Quando comparado ao grupo H20+Sal, apresentou reducdo significante na
proliferagéo celular no giro denteado como um todo (-22,7%), em sua porgéo
posterior (-36,0%). Quando comparado ao grupo EtOH+TAU, apresentou
reducao significante na proliferacdo celular no giro denteado como um todo (-

28,9%), em sua porgéao posterior (-34%).

Tabela 10 - Efeitos da administracdo de taurina no namero de células
imunorreativas ao Ki-67 no giro denteado de ratos submetidos ao
modelo de consumo for¢cado de etanol (n=5).

Grupos
H.0+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Total 8920+500 8632+729 6896+136 * 97041436 %%

Anterior 32804361 3760+£918 31924529 44161257

Posterior 6800+545 605611116 4352+769 ** 6592+394 $
CCG/zZSG 69444525 6416+448 5632498 7144+405
Anterior 2792+347 3024+742 2840+520 3656+331
Posterior 53124455 4576798 3440+583 4792+409
Hilo 1976+161 2216+283 1264+180 2560+32
Anterior 488+16 736179 352429 760+£118
Posterior 1488+168 1480+£319 9124190 1800+123

Valores correspondem a média EP.

* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal, *** p<0,001 vs. H20+Sal

$ p<0,05 vs. H20 +TAU, % p<0,01 vs. H20 +TAU, %% p<0,001 vs. H20 +TAU
Andlise estatistica: Two-way Anova e teste de multiplas comparagbes Bomferonni.
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Figura 35: Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao Ki-67 no giro denteado de ratos submetidos ao

modelo de consumo forcado de etanol (n=5).
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* p<0,05 vs. H20+Sal, ** p<0,01 vs. H20+Sal
$ p<0,05 vs. H20 +TAU, % p<0,01 vs. H20 +TAU, %% p<0,001 vs. H20 +TAU

Os resultados observados neste experimento mostraram que ap0s 28 dias
do fim do consumo de etanol, a proliferacdo celular voltou aos parémetros dos
animais do grupo controle, que receberam apenas 4gua. Provavelmente isto se
deu ao fato de que apos a exposicdo ao etanol, durante o periodo de abstinéncia,
ocorre 0 processo natural de recuperacdo no cérebro, tanto em humanos
(AGARTZ et al, 2003) quanto em animais (NIXON; CREWS, 2004; NIXON et al,
2008). Apesar deste mecanismo ainda n&o estar completamente entendido, ele
pode fornecer importantes informacdes sobre este processo endégeno de auto

reparacgao.
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Estudos demonstraram que em resposta a exposicdo ao etanol, o
hipocampo de roedores apresentaram dois periodos distintos de grande
proliferacdo celular: o primeiro, apos dois dias de abstinéncia (NIXON et al, 2008)
e 0 segundo depois de sete dias (NIXON; CREWS, 2004). De acordo com estes
estudos, neste segundo periodo, ha um aumento de quatro vezes na proliferacédo
celular, com as taxas de sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal similar as
observadas nos animais do grupo controle (NIXON; CREWS, 2004). Estes dados
sugerem que este complexo mecanismo de auto-reparacdo hipocampal é o
responsavel pela repopulacdo neuronal nesta estrutura.

Estudos demonstraram que esta auto-reparacdo neuronal pode ser
influenciada positivamente por diversos fatores como exercicio fisico
(MAYNARD; LEASURE, 2013) e ambientes enriquecidos (WILL et al, 2004). Os
animais do grupo EtOH+TAU néo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes quando comparados aos animais dos grupos H20+Sal e EtOH+Sal.
Novos experimentos sdo0 necessarios para avaliar se a taurina afetou a
velocidade desta auto-reparagao hipocampal.

Ao comparar os resultados obtidos nos dois experimentos deste trabalho,
podem-se observar niveis de proliferacdo celular significante maiores nos
animais do Experimento 2. O estresse € um importante fator inibitério na
neurogénese, lembrando que os animais do Experimento 1 foram submetidos a
cirurgia de canulagcéo das artéria e veia femoral e também foram expostos ao
estresse agudo de restricdo antes da perfusao.

Fatores estressantes podem inibir significantemente a neurogénese em
todas suas fases: proliferagcéo, sobrevivéncia e diferenciagéo celular (GOULD et
al, 2000). A revisédo publicada por SCHOENFELD e GOULD (2012) mostrou
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diversos estudos onde foi observada significante redugdo da neurogénese
hipocampal apds os animais serem submetidos a diferentes modelos de estresse
agudo e croénico.

O estresse pode ativar diversos mecanismos fisioldégicos responsaveis pela
inibicdo da neurogénese. A ativagao do eixo hipotadlamo-hipofise-glandula supra-
renal pelo estresse promove a liberacdo de glicocorticoides na corrente
sanguinea, que é considerado um potente fator inibitério na neurogénese
(SCHOENFELD; GOULD, 2013).

Alguns fatores estressantes podem aumentar os niveis de citocinas, como
a interleucina-1 (IL-1), central e perifericamente (GRIPPO et al, 2005; DEAK et
al, 2005). A interleucina-1 pode inibir a neurogénese através da estimulagdo da
liberacdo de glicocorticéides pelas glandulas supra-renais (BERNTON et al,
1987) e através da neuroinflamacao mediada por esta citocina (KOO; DUMAN,
2008).

Estudos demonstraram que o modelo de estresse de restricéo, tanto agudo
(WOOD et al, 2003; BAIN et al, 2004) quanto cronico (WOOD et al, 2003;

ROSENBROCK et al, 2005), promoveram significante inibicdo da neurogénese.

4.2.5 Neurogénese — DCX

A analise da neurogénese ndo mostrou diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos experimentais (Tabela 11 e Figura 36).
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Tabela 11 - Efeitos da administracdo de taurina no namero de células
imunorreativas ao DCX no giro denteado de ratos submetidos ao
modelo de consumo forgado de etanol (n=5).

Grupos
H.0+Sal EtOH+Sal H20+TAU EtOH+TAU
Total 464+35 502+48 490+42 565+95
Anterior 225+25 24648 25023 304+42
Posterior 239+21 256+11 240+21 261+57

Valores correspondem a média +EP.
Andlise estatistica: Two-way Anova. Nao foram detectadas diferencas estatisticamente
significantes.

Figura 36: Efeitos da administracdo de taurina no numero de células
imunorreativas ao DCX no giro denteado de ratos submetidos ao modelo de

consumo forcado de etanol.
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Estudo recente realizados por GEBARA et al (2015), foi observado
significante aumento na neurogénese no hipocampo de camundongos idosos
apos administracdo cronica de taurina (i.p., 268 mg/kg durante 40 dias). Este
resultado indica que talvez seja necessario maior tempo de administracao e
concentracdo do composto para observacdo dos efeitos. Lembrando que o

metabolismo de camundongos € diferente do de ratos, desta maneira, 40 dias e
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268 mg/kg para os primeiros, pode representar duragcdo e concentracdo

consideravelmente maiores nos segundos.

4.2.6 Apoptose — células picnoticas

A andlise quantitativa do ndmero de células picnoticas ndo mostrou

diferencas estatisticamente significantes nos niveis de apoptose hipocampal nos

diferentes grupos experimentais (Tabela 12 e Figura 37).

Tabela 12 - Efeitos da administracdo de taurina na apoptose hipocampal de ratos

submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol (n=5).

Grupos
H.0+Sal EtOH+Sal H0+TAU EtOH+TAU
Total 662+38 691+40 648+23 656177
Dorsal 273123 242+21 209+18 221427
Ventral 389446 449+27 438+20 436+69

Valores correspondem a média +EP.
Analise estatistica: Two-way Anova. Nao foram detectadas diferengas estatisticamente significantes.

Figura 37: Efeitos da administracdo de taurina na apoptose hipocampal de
ratos submetidos ao modelo de consumo forgado de etanol.
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Ao comparar o numero de células em apoptose com 0s animais do
Experimento 1, que foram submetidos a cirurgia de canulacdo e ao estresse
agudo, os animais do experimento 2 apresentaram menor apoptose hipocampal.
Assim como os resultados da proliferacao celular, a neurogénese e apoptose
observadas no grupo EtOH+TAU é similar aos dos grupos H20+Sal e EtOH+Sal.
Novos experimentos sdo necessarios para avaliar se a taurina afetou a

velocidade desta auto-reparagao hipocampal.
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Conclusoes
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Conclusées

5 CONCLUSOES

No Experimento 1, ap0s analise dos efeitos da taurina na funcéo
cardiovascular e neurogénese hipocampal de ratos submetidos ao protocolo de
consumo forgado de etanol, podemos concluir:

v" A dose de taurina utilizada no presente trabalho ndo promoveu mudancas
significativas na funcdo cardiovascular nos grupos experimentais,
evidenciando que a taurina ndo apresentou efeitos toxicos sobre o
sistema cardiovascular.

v A hidratacdo dos animais tem papel importante na precipitacdo do quadro
hipertensivo no modelo utilizado no presente trabalho.

v O modelo de consumo crbnico de etanol foi eficaz em promover
significante reducdo da neurogénese hipocampal.

v' As andlises da proliferacdo e sobrevivéncia celular, neurogénese e
apoptose no giro denteado mostraram que a administracdo de taurina

promoveu significante neuroprotecdo contra os efeitos do etanol.

No Experimento 2, apds analise dos efeitos da taurina na reversao dos

efeitos do etanol na neurogénese hipocampal, podemos concluir:
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Conclusbes
v" O hipocampo dos animais voltou a apresentar seus valores basais de

proliferacéo celular, neurogénese e apoptose apds 28 dias sem receber
etanol, sugerindo complexo mecanismo de auto-reparacéo neuronal.
v" Novos experimentos sdo necessarios para analisar os possiveis efeitos

da taurina neste mecanismo de auto-reparacao.
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7 ANEXO

7.1 Protocolo CEUA

\

Protocolo CEUA/FCR/CAr n® 72/2015

Interessada: PATRICIA RODELLA

Crientadora: Profa. Dra. Chung Man Chin

Projeto: Estudo do papel protetor da taurina nos sistemas cardiovasculares e
nenvoso de ratos submetidos ao protocolo de hiperensio induzida
pelo consumo de etanol

Parecer n® 11/2016 — Comiss&o de Em::a no Uso de Animais

A Comissdo de Efica no Uso de Animais desta Faculdade, reunida em 03 de margo
de 2016, considerou que o protocolo para uso de animais na pesguisa: “Estudo do
papel protetor da taurina nos sistemas cardiovasculares e nenvoso de ratos
submetidos ac protocolo de hipertensao induzida pelo consumo de etanol’,
apresentado pela Pds-graduanda PATRICIA RODELLA, sob orientagio da
Professora Doutora Chung Man Chin, do Departamento de Farmacos e
Medicamentos desta Faculdade, estda estruturado dentro dos principios éticos na
experimentacdo amimal do Conselho MNacional de Controle de Experimentagio
Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua Execucan.

O relatorio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em NOVEMERO de
2016 em formulario para este fim.

Araraquara, 09 de margo de 2016.

f 1

z!rf{ {ariile Ao oL/ ’f (AL

Profa Dra ALEXANDRA |"u"'[j DE MEDEIROS
Vice-coordenadora da CEUA
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