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Resumo

Introducédo: A doenca de Alzheimer (DA), € uma patologia neurodegenerativa e
irreversivel que ocasiona declinio progressivo da memodria e comprometimento
cognitivo. A taurina € um aminoacido que esta distribuido em varios tecidos
corporais, com destaque para o cérebro, tem efeitos neuroprotetores. Objetivos:
Verificar os efeitos da taurina sobre alteragbes comportamentais, de locomocéo e
memoaria, e na imunorreatividade de marcadores para neurbnios, células gliais e
receptor de insulina no hipocampo de animais expostos ao modelo de deméncia
esporadica do tipo Alzheimer com injecdo de estreptozotocina intracerebroventricular
(STZ-ICV). Materiais e métodos: Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, a
metade desses animais foi tratada por 25 dias com taurina, por via oral, uma vez ao
dia, na dose de 100 mg/kg. No grupo controle, os animais receberam veiculo (VE,
solucédo salina). Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 10):
[, veiculo (VE); Il, taurina 100 mg/kg (TAU), lll, STZ (STZ, 3 mg/kg ICV) e IV,
STZ +taurina 100 mg/kg (STZ + TAU). Os animais dos grupos lll e IV receberam
injecdo ICV bilateral de STZ, enquanto os animais dos grupos | e Il receberam
apenas liquido cefalorraquidiano artificial. Ap6s, os animais foram avaliados em
tarefas comportamentais e eutanasiados por perfusdo transcardiaca, e os cérebros
fixados para a realizacdo das técnicas de imunoperoxidase e imunofluorescéncia.
Resultados: Verificou-se que a taurina foi capaz de melhorar a memaria espacial e
sensorial de longa e curta duragdo dos animais. Houve um efeito positivo da taurina
sobre os receptores de insulina das regides hipocampais. A taurina pode
desenvolver um papel importante na sobrevivéncia e protecdo de neurdnios
maduros, principalmente na regido CAl do hipocampo. Além disso, o tratamento

reduziu a neuroinflamagdo hipocampal. Conclusdo: A taurina possui efeitos



benéficos e importantes sobre o hipocampo de animais que receberam STZ-ICV,

podendo ser usada como terapia complementar no tratamento da DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, estreptozotocina, taurina, memoria espacial,

memoria sensorial/reconhecimento, neuroinflamacao.



Abstract

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is an irreversible neurodegenerative
pathology that causes progressive memory decline and cognitive impairment.
Taurine is an amino acid that is distributed in various body tissues, especially the
brain, and has neuroprotective effects. Objectives: To verify the effects of taurine on
behavioral changes, locomotion and memory, and on the immunoreactivity of
markers for neurons, glial cells and insulin receptor in the hippocampus of animals
exposed to the model of sporadic dementia of the Alzheimer type with injection of
intracerebroventricular streptozotocin (STZ -ICV). Materials and methods: 40 male
Wistar rats were used. Half of these animals were treated for 25 days with taurine,
orally, once a day, at a dose of 100 mg/kg. In the control group, the animals received
vehicle (VE, saline solution). The animals were divided into four experimental groups
(n=10): I, vehicle (VE); I, taurine 100 mg/kg (TAU), lll, STZ (STZ, 3 mg/kg ICV) and
IV, STZ +taurine 100 mg/kg (STZ+ TAU). Animals in groups Il and IV received
bilateral ICV injection of STZ, while animals in groups | and Il received only artificial
cerebrospinal fluid. Afterwards, the animals were evaluated in behavioral tasks and
euthanized by transcardiac perfusion, and the brains were fixed for
immunoperoxidase and immunofluorescence techniques. Results: It was found that
taurine was able to improve the short and long-term spatial and sensory memory of
animals. There was a positive effect of taurine on insulin receptors in the
hippocampal regions. Taurine may play an important role in the survival and
protection of mature neurons, particularly in the CALl region of the hippocampus.
Furthermore, the treatment reduced hippocampal neuroinflammation. Conclusion:

Taurine has beneficial and important effects on the hippocampus of animals that



received STZ-ICV, and it can be used as a complementary therapy in the treatment

of AD.

Keywords: Alzheimer's disease, streptozotocin, taurine, spatial memory, sensory

memory/recognition, neuroinflammation.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 HIPOCAMPO

O sistema limbico é a regido responsavel pelo comportamento emocional,
incluindo impulsos motivacionais, atuando também na criagdo, armazenamento,
evocacdo de memorias e aprendizado, e a principal estrutura de execucao dessas
funcbes € o hipocampo. O hipocampo estd presente no encéfalo, circundando o
ventriculo lateral do lobo temporal, € um arco orientado sagitalmente com um
segmento anterior dilatado e um segmento posterior estreito. Nos adultos possui
cerca de 4 a 5¢cm de comprimento e cerca de 1cm de largura (Figura 1) 2.

Estruturalmente, o hipocampo € formado por laminas celulares interligadas: o
giro denteado (GD) e os cornu Ammonis (CAs), em que predominam células
piramidais, e sdo subdivididos latero-medialmente em cornu Ammonis 1 (CAl),
cornu Ammonis 2 (CA2), cornu Ammonis 3 (CA3) e cornu Ammonis 4 (CA4),
definidas pelo tamanho, morfologia das células piramidais e pelas conexdes
realizadas em cada regido. Nos CAs observa-se o0 corpo celular dos neurdnios
piramidais ocupando a regido, enquanto os dendritos sdo extremamente ramificados e
se estendem para fora 14,

O GD, por sua vez, é formado por trés porcoes:

| - Camada granular: formada por neurénios granulares, com corpo celular
esférico, dendritos que surgem na parte apical e se direcionam para a camada
molecular, em que recebem conexdes sinapticas, e axdnios, que partem do corpo
celular em direcédo oposta dos dendritos, também chamados de fibras musgosas .

Il - Camada molecular: que recebe os dendritos das células granulares 4.
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Il - Hilo: em gque os axdénios dos neurdnios granulares fazem conexfes com
interneurénios 4.

Além das fungBes caracteristicas do sistema limbico, foi demonstrado que a
regido da zona subgranular (SGZ) do GD é um dos locais em que ocorre a
neurogénese, ou seja, formacdo de novos neurbnios no cérebro adulto. Esse
fenbmeno também pode ser observado na zona subventricular (SVZ) ao redor dos

ventriculos laterais 5.

Hipocampo

Amigdala

Zona subgranular (SGZ)

©) Newrdnio granulado
Processo de neurogénese 4

@ Célula tronco
S Neuroblasto
W Neurdalo imaturo

Figura 1. Localizacdo anatdmica e caracteristicas estruturais do hipocampo
Legenda: CAl: cornu Ammonis 1; CA2: cornu Ammonis 2; CA3: cornu Ammonis 3;
CA4: cornu Ammonis 4 (Adaptado de Vescovi et al., 2006) °.

Um dos circuitos intrinsecos mais importantes do hipocampo, associado com
o processamento de informacdes, € o circuito trissinaptico (Figura 2). Este é formado
por axénios que partem do cértex entorrinal, enviando suas projecées para o GD,
local em que ocorrem sinapses (sinapse 1) com as células granulares, que, por sua
vez, projetam seus axonios, as fibras musgosas, para a regido CA3, onde fazem

conexao (sinapse 2) com as células piramidais. O CA3 fara conexdo com a regiao

CALl (sinapse 3) por meio da via colateral de Schaffer. Por fim, as projecoes de CA1l
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partem para o cOrtex entorrinal, que faz conexado nervosa com nucleos da amigdala,
do septum, com o cértex pré-frontal antero-lateral, com o cértex parietal associativo
e com grande parte do cortex sensorial. Dessa forma, o CAl esta interligado a
diversas regides do cérebro 4.

Assim, acredita-se que esse circuito esta intimamente relacionado com a
formacdo e consolidacéo, principalmente da memoria de longo prazo. As sinapses
envolvendo a liberacdo e ligagdo de neurotransmissores, como a ligagdo do
glutamato aos receptores metabotrépicos e aos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), promovem reacdes bioquimicas em cascata que auxiliam a formacdo da
memoria e a consolidacdo. Tais sinapses acontecem na regido CA1l envolvida no
circuito, visto que essa etapa é fundamental para tornar todas as memdarias mais

sélidas 67,

Células piramidais Giro Célula granular
CA3 denteado

Fornix

Cértex

Via Colateral de — entorrinal

Schaffer

Fibras musgosas

Figura 2. Circuito trissinaptico do hipocampo
Legenda: 1. Conexdo dos neurdénios do cortex entorrinal com o giro denteado do
hipocampo; 2: conex&do dos neurdnios do giro denteado com a regidao CA3; 3:
conexao dos neurdnios de CA3 com neurbnios da regidao CA1. CAl e CA3: Cornu de
Ammonis 1 e 3 (Adaptado de Bear, 2017) 8.
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1.2 MEMORIA

A memodria pode ser definida como a habilidade de adquirir, armazenar e
utilizar alguma informacgéo sobre o ambiente. Juntamente com a aprendizagem sao
recursos cognitivos de extrema importancia para os individuos . A memoéria
compreende varios processos, como aquisicao, consolidacao, retencdo e evocacao.
A aquisicdo esta relacionada com o momento em que se é exposto ao estimulo,
guando sao selecionadas as informacdes para serem guardadas. A consolidacéo é
um processo mais duradouro, no qual as memodrias sédo transformadas para um
estado mais estavel. Para isso, ocorre a participacao de varias estruturas cerebrais,
com intensa atividade metabdlica celular, producdo de muitas proteinas e
favorecimento da plasticidade sinaptica, que acontece aproximadamente de 3 a 4
horas apés a aquisicdo 112, J4 a evocacdo estid associada ao uso da memdria
anteriormente consolidada "12.

De acordo com sua hatureza, a memoéria pode classificada em: memoéria
declarativa, também chamada de explicita, que se refere a capacidade de ter
lembrangas conscientes de significados semanticos, de fatos ou eventos, para
pessoas, lugares e objetos, com envolvimento do lobo temporal medial e hipocampo.
E em memodria ndo declarativa, ou implicita, que é inconsciente e refere-se ao
conjunto de habilidades motoras, habitos, emocdes, sentimentos e sensac¢des 2.

Com base na memoria explicita, pode-se classificar a memoéria ainda em
episddica, associada a eventos especificos, com detalhes espaciais e temporais
bem elucidados, como lembrar da ultima viagem de férias. E a memoéria semantica,
gue esta associada a fatos, ndo havendo os detalhes espaciais e temporais, como

saber a capital de um estado 4.
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Ja de acordo com a duracdo, a memoéria pode ser dividida em: memoéria de
curta duracdo, que estd relacionada a experiéncias e conhecimentos vividos
recentemente e que terdo um armazenamento por um periodo curto. A memoria de
trabalho que também é de curta duracdo e estda envolvida com processos de
armazenamento temporarios de conhecimento declarativo, como manter numeros de
telefone na memdria durante a discagem. A memdéria de longa duracdo, que esta
associada com conhecimentos adquiridos ha muito tempo, ou seja, ha o
armazenamento de muitas informa¢des por um periodo indefinido. Para isso, faz-se
necessario o processo de consolidacdo, que pode ocorrer com base em uma
memoria de curto prazo. Alternativamente o processo pode acontecer de maneira
independente da memoaria de curta duragéo, ocorrendo com base em um estimulo

sensorial (Figura 3) 1015,

Aquisicio Memodria de
curto prazo

Informagéo 3 |Meméria de Consolidagao > |Memédria de Informagéo / Consolidagao 3 |Memdria de
sensorial curto prazo longo prazo sensorial longo prazo
H Aquisicdo

Tempo i——> // Tempo T l
(a) i Dias, meses, anos (b)

Menor < 1min

Milissegundos

Figura 3. Consolidacdo da memoaria de longa duracéo.

(a): Memdria consolidada com base na meméria de curto prazo

(b): Memdria consolidada sem a participacdo da memoria de curto prazo, a partir da
informacéo sensorial (Adaptado de Bear, 2017, e Izqueirdo et al., 2006) "2,

1.2.1 Analise de comportamento e memoria

Para entender os mecanismos e circuitos que fazem parte da memobria, é
necessario estuda-la também em modelos experimentais com animais. Para tanto,

existem técnicas e protocolos experimentais desenvolvidos e ja consolidados na
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literatura. Alguns desses protocolos requerem reforgos aversivos, como choque
elétrico para condicionar o medo e levar ao aprendizado. Outros envolvem meio
liguido ou recompensa alimentar. Neste caso a formacgéo e a evocacao da memoria
dependem de respostas que podem trazer desconforto para 0os animais. Também
existem as técnicas que estdo envolvidas com a tendéncia natural dos animais de
explorarem o ambiente, como a exposicdo a um novo ambiente e a exposicao de
objetos com cores e formas diferentes. Essas tarefas sdo menos custosas e mais
faceis de serem empregadas e que deixam 0s animais mais confortaveis, eliminando
0 Vviés que pode ser gerado por um possivel estresse, tornando o0 seu uso mais

vantajoso 6.

1.2.1.1 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto € um dos testes mais antigos para avaliar o
comportamento de roedores e baseia-se na atividade de locomocéao exploratoria dos
animais. Assim, os roedores sao colocados em uma arena (que pode ser quadrada
ou redonda), circundada por paredes, sem ter visdo com 0 meio externo, com um
piso dividido por quadrantes (Figura 4). O tempo de teste tem variacdes na literatura,
mas a exploracdo de pelo menos cinco minutos no local € capaz de ser utilizada
para a avaliar a atividade locomotora gasta pelos animais. Avaliacdo ocorre
guantificando-se a contagem do numero de quadrantes que o animal percorre e 0

tempo gasto tanto no centro como na periferia do aparato *’.
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Figura 4. Esquema da arena para realizar o teste de campo aberto.
A: Visdo da area do aparato; B: Visao tridimensional do aparado (Imagem da Autora,
programa utilizado: BioRender 2023).

Essa tarefa € muito utilizada para avaliar o nivel de excitabilidade do sistema
nervoso central (SNC). A utilizacdo de substancias sedativas, por exemplo, pode
reduzir a atividade locomotora dos animais, repercutindo no comportamento,
enquanto que animais com maior atividade locomotora podem representar
comportamentos excitatérios 7.

Cabe salientar que a tarefa do campo aberto também tem sido empregada na
avaliacdo do estado de ansiedade de roedores, pois 0 ambiente novo e aberto gera
um comportamento natural de inseguranca e ansiedade no animal, sendo
interessante para avaliar a capacidade ansiolitica de substancias. Com a frequéncia
com que o animal permaneceu nos quadrantes centrais e na periferia, o levantar do
animal, quando ele se apoia nas patas traseiras e/ou quando coca o focinho e lambe
fazendo a autolimpeza, pode revelar o comportamento de ansiedade e o estado

emocional do roedor 7.
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1.2.1.2 Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos é empregado para mimetizar a
memoria declarativa de humanos utilizando roedores, sendo possivel mensurar tanto
a memoria de curta como a de longa duracdo. Esse teste baseia-se na tendéncia
natural dos animais de explorar mais o objeto novo em relacdo ao familiar, em um
contexto conhecido 8. O teste é dividido em trés etapas, a primeira etapa é
chamada de habituacdo, em que o animal é colocado em uma arena (a mesma
utilizada para o teste de campo aberto) sem a presenca de objetos e permanece
explorando o ambiente por 5 minutos sendo retirado ap0s este periodo; a segunda
etapa, o treinamento dos animais ocorre 24 horas apés a habituacdo, quando o
animal retorna para a arena, porém agora ha dois objetos idénticos para exploracao
durante o0 mesmo periodo e apds removido da arena. Na etapa seguinte, a terceira,
0s roedores estdo aptos para realizar o teste propriamente dito. Se for avaliada a
memoaria de curta duracao, ele retornara para o aparato 4 horas apés o treino. Nessa
ocasido, terd um objeto idéntico ao presente no treino (objeto A) e um segundo
objeto diferente (objeto B). Para avaliar a memoéria de longa duracdo, o roedor
retornard a arena 24h depois do treino e |4 tera o objeto A e um novo objeto
diferente dos demais (objeto C) como mostrado na figura 5 18,

A memoéria serd avaliada comparando o tempo explorando o objeto ja
conhecido em relacdo ao tempo explorando o objeto novo, lembrando que os
objetos sdo posicionados em dois lados adjacentes e, quando substituidos, séo
colocados sempre na mesma posicdo. Cabe salientar que explorar para o
analisador é considerado quando o animal toca o nariz e/ou patas ou chega perto do

objeto a uma distancia de menos de 2 cm 18,
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Figura 5. Teste de reconhecimento de objetos em todas as suas etapas.
(Imagem da Autora, programa utilizado: BioRender 2023 com adaptacdo de
Brodziak, Kolat, Rézyk-Myrta, 2014) *°,

1.2.1.3 Teste do labirinto em Y

O teste do labirinto em Y (ou pode ser em forma de T) é utilizado para avaliar
a memoria espacial dos animais. O aparato € composto por trés bragos com
aproximadamente 25cm de comprimento, 14cm de altura e 5cm de largura. Para
realizar o teste, o animal vai passar por um processo de treinamento, em que sera
colocado em um dos bracos (braco inicial) e terd livre acesso para explorar o
aparato por 5 minutos e sera retirado. Nesse momento, um dos bracos tera o acesso
fechado (braco novo), restando dois bragcos para a exploracdo. No momento do
teste, o animal retorna ao aparato e agora os trés bracos terdo livre acesso para
exploracéo (Figura 6) 2021,

Assim, é determinado o numero total de entradas no braco novo. Com isso,
uma alta taxa de entrada no braco novo indica que o animal pode lembrar em qual
braco entrou por ultimo e explorou mais o braco que é novidade no ambiente ja

conhecido 2021,
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Treino Teste

Figura 6. Teste do labirinto em Y.
Treino e teste (Imagem da Autora, programa utilizado: BioRender 2023 com
adaptacéo de Brodziak, Kolat e R6zyk-Myrta, 2014) *°.

1.3 TIPOLOGIAS DEMENCIAIS E A DOENCA DE ALZHEIMER

A deméncia é uma sindrome: grupo de sinais e sintomas concomitantes,
resultante de doencas cronicas e progressivas no ceérebro, em que ocorre
comprometimento de funcdes corticais superiores, como memoria, pensamento,
compreensao, capacidade de aprender, linguagem, julgamento, associado a
mudancas no controle emocional, comportamento social ou motivacional, o que
deixa o individuo incapaz de realizar tarefas corriqueiras 2>23. A idade média de
inicio € por volta dos 65 anos e, depois dessa idade, a prevaléncia para o
desenvolvimento da deméncia dobra a cada 5 anos, sendo a principal causa de
incapacidade em idades mais avancadas. Globalmente, estima-se que cerca de 7%
dos individuos acima de 65 anos estdo com algum tipo de deméncia, e esse
namero aumenta quando se trata de paises desenvolvidos, devido a uma

expectativa de vida mais longa 23.
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Entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento de deméncias
pode-se citar: idade avancada, perfil genético, histérico de doenca vascular
sistémica e estilo de vida. A maioria dos casos estdo associados a um grau de
neurodegeneracdo 23. Existem diferentes tipos de deméncia, como a doenca de
Alzheimer (DA), a deméncia vascular, a deméncia por corpusculos de Lewy, a
frontotemporal, entre outras 2324,

A deméncia vascular est4 associada a uma doenga cerebrovascular, como
responsavel pelo quadro demencial, ou seja, ocorre uma lesédo encefalica devido a
dano isquémico. E considerada a segunda maior causa de deméncia e representa
20-30% dos casos. Observa-se principalmente altera¢des do tipo cértico-subcortical,
gue resulta em sintomas iniciais, como déficits nas funcbes executivas ou focais. A
memoéria ndo esté tdo afetada como acontece na DA. As alteracbes de humor séo
mais frequentes associadas a uma grande fragilidade fisica 2224,

Esse tipo de deméncia acomete pacientes acima de 40 anos e tem como
principal fator de risco a presenca de alteracbes vasculares, como hipertenséo,
arritmias, infarto do miocardio, doenca vascular periférica e também alteracdes
lipidicas, diabetes melito, vasculites autoimunes e tabagismo, pois a causa esta
associada a infarto cerebral. Assim, a apresentacdo clinica também vai variar de
acordo com o local desse infarto. Além disso, podem ocorrer multiplos infartos de
maneira difusa 2.

A deméncia vascular se desenvolve em cerca de 15 a 30% dos individuos em
torno de trés meses apds em acidente vascular encefalico (AVE), mas também pode
ocorrer de maneira tardia, muito tempo apos a alteracao vascular em 20 a 25% dos

casos 2°.
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A deméncia por corpusculos de Lewy é caracterizada por ter um inicio rapido e
declinio progressivo, e as principais alteracées cognitivas sdo na fluéncia verbal, nas
atividades audiovisuais com a presenca de alucinacdes e sintomas psicéticos 2425,

Os corpusculos de Lewy séo inclusdes eosinofilicas e hialinas presentes no
citoplasma de células nervosas, compostos sobretudo de a-sinucleina e ubiquitina,
encontrados principalmente na regido do neocoértex, prosencéfalo, no tronco
encefalico e em outras partes do sistema nervoso. Associados a placas senis e em
menor quantidade aos emaranhados neurofibrilares e degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos sdo as caracteristicas patogénicas desse tipo de deméncia 242,
Acometem cerca de 10 a 20% dos pacientes com quadro demencial. Além das
alteragbes cognitivas ja& mencionadas, observam-se também sintomas motores,
como quedas, disfungcdo autondmica, tremor e rigidez muscular, o parkinsonismo,
que geralmente é bilateral 28,

A deméncia frontotemporal se caracteriza por alteragdes importantes nas
regides frontais e temporais com atrofia nesses locais, 0 que leva a alteracdes
cognitivas progressivas no comportamento, linguagem e personalidade. Representa
em torno de 10 a 15% dos casos de deméncia com inicio apés 40 anos de idade, e a
sobrevida esta estimada em cerca de 6 a 11 anos desde o inicio dos sintomas 2427,

Nessa deméncia observam-se sindromes clinicas distintas, uma delas
chamada de variante comportamental, a mais comum, em que se destacam
anormalidades comportamentais, como desinibicdo, apatia, perda de empatia,
comportamento estereotipado ou compulsivo. A segunda € a variante afasia
progressiva ndo fluente associada a déficits motores e na fala. A terceira sindrome,
a afasia progressiva primaria semantica, envolve a alteracdo no conhecimento

relacionada a objetos e palavras 2.
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A DA, que representa cerca de 60% a 80% dos casos de deméncia na
populacdo. Foi diagnosticada pela primeira vez em 1906, por Alois Alzheimer, que
relatou o caso de uma mulher de 51 anos com alteragGes cognitivas, desorientacao,
delirios e importantes alteragbes comportamentais. No post mortem, a avaliacdo do
tecido nervoso dessa paciente revelou atrofia cerebral, emaranhados fibrilares, perda
neuronal e deposicéo, especialmente no cortex, de uma substancia 2.

Atualmente, a DA pode ser definida como uma doenca neurodegenerativa,
irreversivel com aspectos neuropatolégicos bem estabelecidos, como o surgimento
das placas beta amiloides, emaranhados neurofibrilares, associado a astrogliose e a
ativacdo microglial, o que gera perda progressiva de memoria, alteracbes
comportamentais e cognitivas importantes, impedindo o individuo de realizar tarefas
rotineiras 2°.

A DA é considerada um problema de saude publica. Na populacdo americana,
estima-se que, de cada dez pessoas com mais de 65 anos, uma tenha DA. O custo
anual da doenca nos Estados Unidos da América (EUA) pode chegar a 600 bilhdes.
Ja na Inglaterra essa deméncia foi a principal causa de morte registrada no ano de
2015 3. A doenca pode atingir mais de 80 milhdes de pessoas no ano 2040 e, no
Brasil, 13% da populagdo acima de 65 anos foi diagnosticada com DA em 2020 3.

A progressao da DA envolve fases amplas, como fase pré-clinica, em que os
individuos tém alteracOes cerebrais e marcadores que indicam a doenca, mas ainda
nao tém sintomas associados, como as alteracdes de memoéria e cognicao; fase de
comprometimento cognitivo leve, em que o individuo tera evidéncias cerebrais e
biomarcadores para a doenca, junto com pequenas alteracbes na memobria e
cognicao, geralmente observadas por pessoas proximas, mas tais alteracbes nao

impedem que ele realize tarefas corriqueiras 3.
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Ha também a fase de deméncia, em que as alteracdes de memoria, cogni¢ao
e comportamento prejudicam as atividades corrigueiras do individuo. Assim, ao
longo do tempo, os sintomas véao se alterando, refletindo o grau das alteracdes nas
células nervosas. O ritmo em que eles acontecem é variavel de pessoa para pessoa
e pode ser leve, moderado ou severo 2.

Quando os sintomas sao leves, os individuos ainda tém um pouco de
independéncia e realizam algumas tarefas sozinhos. Quando sdo moderados, ha
dificuldade de comunicagcdo, de realizar tarefas corriqueiras, mudancas de
personalidade e comportamento. Na formas severas, 0s pacientes ficam com um
comprometimento cerebral muito importante, tornam-se acamados, com problemas
de degluticdo, incontinéncia urinaria e fecal e em outros 6rgéos 2.

Além disso, a DA pode apresentar-se na forma precoce ou familiar, mais rara e
responséavel por 5% dos casos com manifestacdo antes dos 65 anos. Nestes casos a
causa € basicamente genética, com mutacbes autossémicas dominantes em genes,
como o gene da APP, no cromossomo 21, gene presenilina-1 (PSEN-1), localizado no
cromossomo 14, e o gene presenilina-2 (PSEN-2), no cromossomo 1, que seriam
responsaveis por mudancas na producdo e processamento do peptideo beta amiloide
(BA), promovendo a patogenia da doenca 3334,

Ja a forma tardia ou idiopatica, que representa a maioria dos casos da
doenca, é um disturbio complexo que se correlaciona com a idade, e geralmente
acomete pacientes acima dos 65 anos, tem etiologia heterogénea e com relacéo
genética 33,

A apoliproteina E (APOE), envolvida com o transporte e metabolismo de
lipidios, também tem uma relacdo genética com a DA. A presenca de alguns alelos

da proteina sdo fatores de risco para o desenvolvimento da doenca. O alelo 4
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aumenta o risco da doenca e diminui a idade de apresentacdo, podendo estar
presente nas duas formas comentadas .

Com relacéo as alteracdes genéticas, um gene associado ao déficit cognitivo
€ o Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-2 (TREM-2), que produz uma
variante a R67H, modifica sua acdo neuroprotetora e faz com que o individuo
acometido por essa variante tenha trés vezes mais risco de desenvolver a DA. Além
disso, fatores ambientais que levam as mudancas fenotipicas também podem estar
relacionados com a DA, classificada com etiologia multifatorial 3.

A patogenia da DA é associada as placas beta amiloides, que sé&o
provenientes da deposicao extracelular do BA, que contém 40 a 42 aminoacidos
agregados, que se originam do metabolismo da proteina precursora amiloide (APP),
apos sua clivagem pelas enzimas secretases em neurdnios 2°. A APP é um tipo de
proteina transmembrana presente em varias células. No sistema nervoso, ela sofre
clivagens sequenciais por vias diferentes: uma via de acao fisiologica, quando ocorre
a atuacgédo das a secretases, e outra via por meio da clivagem por 3 secretases, que
ird gerar um produto extracelular de 99 aminoacidos, que é clivado novamente por
uma y secretase, gerando os BA. O surgimento de varias dessas estruturas fibrilares
gera as placas beta amiloides (Figura 7). Com o aparecimento das placas, ha um
comprometimento importante dos neurénios, que sofrem alteracbes na fenda pré-
sinaptica e também nos botdes de seus axdnios terminais, além de gerar estresse

oxidativo, disfungcdes mitocondriais e perda de espinhos dendriticos 3°.
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Figura 7. Clivagem da APP por duas vias distintas.
Legenda: AB: peptideo B-amiloide; AICD C49-50: dominio intracelular amiloide com
fragmento carboxi-terminal de 49 a 50 residuos; APP: proteina precursora amiloide;
C83: fragmento carboxi-terminal de 83 residuos; C99: fragmento carboxi-terminal de 99
residuos; GPI: glicofosfatidilinositol p3: proteina extracelular; sAPPa: ectodominio N-
terminal soluvel a da proteina precursora amiloide; sAPP[3: ectodominio N-terminal
soltvel B da proteina precursora amiloide (Adaptado de Querfurth e Laferla, 2010) 26,

Ja os emaranhados neurofibrilares, que também fazem parte da patogenia da
DA, estdo presentes no interior dos neurbnios, constituidos principalmente pela
proteina tau aberrantemente dobrada e hiperfosforilada 37. A proteina tau esta
associada com a formacao de microtubulos nos neurénios. Logo, é responsavel pela
montagem dos microtubulos, bem como a estabilidade deles ja formados, o que é de
extrema importancia para o transporte axonal nos neurdnios. Quando
hiperfosforilada, a tau é insoltuvel, ndo tem afinidade por microtubulos, desprende-se
e se torna filamentos helicoidais (Figura 8) 38, A proteina tau anormalmente

fosforilada pode afetar compartimentos pré e pos-sinapticos, prejudicando cascatas

de sinalizacdo e transporte axonal, 0 que leva a processos de morte celular 27,
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Figura 8. Organizacdo dos microtubulos nos axénios neuronais.
(Adaptado de Brunden, Trojanowski e Lee, 2009) 3°

1.4 GLIA E A DOENCA DE ALZHEIMER

A participagdo da glia no processo de neurodegeneracédo caracteristico da DA
tem sido apontada como relevante. As células gliais em forma de “estrela”,
chamadas de astrécitos, sdo muito versateis e estéo envolvidas na DA. Os astrocitos
possuem inimeros prolongamentos citoplasmaticos que fazem contato com
sinapses em diferentes regides do sistema nervoso. Seus prolongamentos também
entram em contato com vasos sanguineos, dando suporte bioquimico as células que
formam a barreira hematoencefalica (BHE). Estas expressam receptores para muitos
neurotransmissores, demonstrando papel ativo para a formagdo de sinapses:
controlando, regulando e integrando inimeros processos envolvendo glia e neurbnio
e, por fim, fazem a manutencédo de ions extracelulares 4041,

Sabe-se que, quando hé injdria no tecido nervoso, a populacao de astrocitos
torna-se reativa, e hd maior expressdo da proteina acida fibrilar glial (GFAP) no

citoesqueleto dos astrocitos, com hipertrofia do corpo celular e producédo de
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by

inomeras citocinas. A astrogliose reativa em relacdo a expressdo de genes pro-
inflamatorios ou anti-inflamatorios esta associada a formacéo de fenétipos diferentes
de astrocitos, o fendtipo Al e A2. O fendtipo Al expressa varios genes com
potencial destrutivo para sinapses, sendo associado a liberagcdo de citocinas pro-
inflamatérias. Ja o fendtipo A2 expressa fatores neurotréficos e secretam proteinas
gue promovem sinaptogénese, mostrando funcdes reparadoras e neuroprotetoras,
fenotipo anti-inflamatério (Figura 9) 4%42.

Kraft et al. (2013) mostraram em seu estudo que a reatividade astroglial na
DA leva a formacao de cicatrizes astrogliais. Ou seja, hd um espessamento do soma
celular, e os astrocitos conseguem assim sustentar e dar suporte para uma maior
area neuronal, tendo um efeito benéfico para o tecido. Esses astricitos
apresentariam fenétipo A2 3. Por outro lado, na DA, ja foi observado o fenétipo Al
dos astrécitos, em que liberam uma gama de citocinas, interleucinas, 6xido nitrico

(NO) e outras moléculas citotéxicas, exacerbando assim a neuroinflamacéo 4.
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Figura 9 . Diferentes fendtipos dos astrécitos e sua acao nos neurdnios.

Legenda: NF-kB: fator nuclear kappa-B; STAT3: transdutor de sinal e ativador da
transcricdo3; PI3K/Akt: fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B; TrkB: receptor
de tropomiosina quinase B; CXCRY: receptor de quimiocina 7; E2: 17B-estradiol;
FGF: fator de crescimento de fibroblastos; MFGS8: fator de crescimento epidérmico 8;
TGF: fator transformador de crescimento-f3.

(Adaptado de Fan e Huo, 2021) %,

Outro aspecto relevante para a DA séo as respostas microgliais associadas a
doenca. A micréglia, conhecida como as células imunoldgicas do tecido nervoso, €
responsavel pela fagocitose, entre outras fungbes. Apresenta prolongamentos
altamente ramificados, que interagem com uma gama de neurbnios e até mesmo
podem induzir a apoptose neuronal. E o primeiro tipo de célula a responder a um insulto
na regido, o que faz com que a ativagdo microglial seja comum em neuropatologias e
em doencas neurodegenerativas, como a DA. Acredita-se que a micréglia € capaz de

ser atraida pelas placas BA, sendo que a ativagdo microglial libera mediadores que

levam a ativacdo astrocitaria #>#¢. Assim como os astrdcitos, a micréglia também possui
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dois fendtipos: M1, relacionado as atividades pro-inflamatérias, com ativacdo associada
a liberacao de citocinas como fator de necrose tumoral a (TNF a) e interleucinas, com
atividade fagocitaria prejudicada, e o M2, associado as atividades anti-inflamatorias,

com acdo fagocitaria intensa (Figura 10) 47
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Figura 10. Fendtipos da micréglia, suas acdes e produtos liberados.

Legenda: GDNF: fator neutréfico derivado da glia IFN-y: Interferon y; IL-6 e IL-1[3:
Interleucinas 6 e 1B; IL-4, IL-10, IL-13: Interleucinas 4, 10 e 13; LPS:
Lipolissacarideo; NGF: fator de crescimento de nervo; TGF: fator transformador de
crescimento (Adaptado Fan, Xie e Chung, 2017) 48,

A micréglia interage diretamente com a astroglia por meio da liberacdo de
sinalizadores. Alguns autores propdem que a micréglia pode estimular o fenétipo dos
astrécitos, quando libera citocinas pro-inflamatorias a astroglia torna-se reativa tipo
Al, sendo prejudicial ao tecido. Os astrocitos interagem com a micrdglia e podem
modular sua atividade. A interagdo astrOocitos e microglia desempenha um papel
importante na formacao de diversas neuropatologias, alterando a ativacdo microglial,
migracéo e fagocitose #2.

Além dessa cascata patogénica associada a neuroinflamacéo, a DA conta com

uma teoria colinérgica importante. A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor que tem
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atividade excitatoria e € utilizada por todos os neurénios colinérgicos. Sua producdo se
da no interior desses neurbnios a partir da agcdo da enzima colina acetiltransferase
(ChAT), tendo como base para a reagdo as moléculas de colina, que serdo acetiladas, e
acetil-coenzima A (Acetil-CoA) que sera a doadora do grupo acetil 420,

A ACh desempenha um papel importante na formag¢éo da memoaria, 0s neurdnios
colinérgicos inervam densamente o hipocampo, e o comprometimento do sistema
colinérgico se manifesta em pacientes com DA. Nesse sentido, estudos mostram a
atrofia colinérgica no prosencéfalo basal (principal entrada de neurdnios colinérgicos
para o hipocampo) de pacientes com a doenca precoce ou em individuos com alto risco
de desenvolvé-la, sendo que pode ocorrer uma diminuicdo no nimero de neurdnios
colinérgicos, mas também nos niveis de ChAT nesses individuos 512,

A elevacao dos niveis de ACh, por meio do bloqueio de acetilcolinesterase
(AChE), enzima que promove a hidrdlise de ACh na fenda sinptica, € um método

frequentemente usado para tratar pacientes com DA 52,

1.5 DOENCA DE ALZHEIMER E A INSULINA

A insulina, hormdnio peptidico secretado pelas células B pancreaticas, é
conhecido por regular o metabolismo da glicose nos tecidos periféricos, ou seja,
neutraliza o aumento dos niveis de glicose no sangue, impedindo a hiperglicemia.
No sistema nervoso central (SNC), ndo é diferente, sendo essencial para a
sobrevivéncia neuronal. Além disso, a insulina participa da plasticidade sinaptica,
transmissao sinaptica, dos processos de neurogénese, lembrando que a glicose é a

principal fonte de energia das células nervosas °4.
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A maior parte desse horménio presente no SNC é proveniente da periferia.
Ap6s a producdo pelo pancreas, a insulina é transportada por um transportador
especifico via BHE, chegando as células nervosas, e uma pequena porcado de
insulina é produzida pelos préprios neurdnios %57,

A insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) exercem
seus papéis se ligando aos seus receptores especificos, os receptores de insulina
(IR) e o receptor de IGF-1 (IGF-1R), que estdo amplamente distribuidos nas
diferentes células do tecido nervoso em locais como o bulbo olfatério, o hipotalamo,
0 coOrtex cerebral, o cerebelo e o hipocampo. Percebe-se, assim, a importancia
desse hormdnio, jA que alteracBes na sinalizacdo de insulina na regido podem
acelerar o envelhecimento cerebral, afetar a plasticidade neuronal e participar de
processos de neurodegeneracao 8.

O IR é formado por quatro subunidades: duas a subunidades, que sé&o
extracelulares, e duas 3 subunidades, que sao intracelulares e se unem por ligacdes
dissulfetos para formar um tetramero, encontrado principalmente na membrana
plasmatica das células (Figura 11A) 555

A ligacéo da insulina com as subunidades extracelulares do IR leva a fosforilagcao
das subunidades intracelulares, ativando tirosina quinase e recrutando importantes
proteinas, como o substrato do receptor de insulina 1 a 4 (IRS 1-4). As proteinas IRS 1-
4 sao fosforiladas em tirosinas, recrutando p85, que € uma subunidade fosfatidilinositol
3-quinase (PI13-K) que ira se ligar aos IRS 1-4, ativando um dominio catalitico p110 que
catalisa a adicdo de um grupo fosfato ao fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2),
convertendo-o em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP3 pode ser degradado
por fosfatase homodloga atensina (PTEN) e pela enzima dominio SH2, contendo

Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 5-fosfatase 2 (SHIP2) 555759,
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A PIP3, por sua vez, ativa a proteina quinase 1 dependente de fosfoinositideo
(PDK1), que fosforila e ativa a proteina quinase b (Akt), que esta envolvida na
maioria dos eventos metabdlicos da insulina, como a captacdo de glicose via
transportador de glicose 4 (GLUT4). Também é capaz de inativar a via glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3), fosforilando-a, além de atuar modulando a plasticidade
singptica, polaridade neuronal, neurotransmissdo. Além disso, outra cascata €
ativada quando ocorre a interacdo da insulina com seu receptor, a cascata da
proteina quinase é ativada por mitégeno (MEK), induzindo a expressédo génica,

proliferacdo, regeneracéo e reparo neuronal (Figura 11B) 555760,
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Figura 11 . Via de sinalizag&o da insulina no SNC.

Legenda: A: Estrutura do receptor de insulina; IR a: Receptor de insulina alfa; IR [3:
Receptor de insulina beta; IRS1-4: Substrato do receptor de insulina 1 — 4; P:
fosfato; PTP: Proteinas tirosinas fosfatases; SH2B2: Adaptor Protein 2; Shc:
Peptideo homdélogo de colageno.

B: Sinalizacdo da insulina no SNC; Akt: proteina quinase b; AS160: Substrato da Akt
de 160 kDa; Erk: quinases reguladas por sinal extracelular; FOXO: Forkhead box;
G6P: Glicose -6-fosfato; GLUT4: transportador de glicose 4; GSK3: glicogénio
sintase quinase 3; Grb2: Proteina ligada ao receptor do fator de crescimento 2; HK:
Hexoquinase; IRS: Substrato do receptor de insulina; MEK: proteina quinase ativada
por mitbgeno; p85: subunidade fosfatidilinositol 3-quinase; p110: dominio catalitico;
PDK1: proteina quinase-1 dependente de fosfoinositideo; PIP3: fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato; PTEN: fosfatase homologa a tensina; Raf: proteina quinase Raf;
Ras: pequena GTase; SHIP2:dominio SH2 contendo fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
5-fosfatase 2; SOS: son of sevenless.

(Adaptado de Saltiel, 2021) *°.
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Na DA, ha uma falha nas células nervosas em responder a insulina, atribuida
a deficiéncia e/ou resisténcia a esse hormoénio pancreatico. Isso ocorre, por
exemplo, quando h&4 uma desregulacdo nos receptores de insulina, que se tornam
incapazes de se ligarem a ela. Isso resulta em comprometimento da
neuroplasticidade, ou até mesmo um comprometimento na liberagcdo de
neurotransmissores, ocasionando alteracbes de cogni¢cado e humor, sugerindo que a
DA é uma espécie de diabetes mellitus tipo 3 5458,

A disfuncdo da via de sinalizacdo da insulina PI3-K leva a resisténcia a
insulina e também ja foi associada a hiperfosforilacdo da proteina tau, pois ativa a
GSK-3, contribuindo para a formagdo dos emaranhados neurofibrilares. O estresse
oxidativo também ativa a via GSK-3, que é consequéncia da resisténcia a insulina 2.
A insulina também esté envolvida na via fisioldgica de quebra da APP, estimulando a
via. Portanto, o comprometimento da sinalizagdo de insulina pode resultar no
estimulo da outra via (via das B secretases) de quebra da APP, que resulta na

formacao das placas amiloides 5862,

1.6 MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DA DEMENCIA ESPORADICA
DO TIPO ALZHEIMER

A estreptozotocina (STZ) é uma molécula proveniente de bactérias
ambientais. Quimicamente, apresenta-se como glucosamina-nitrosoureia, que foi
isolada com o intuito de ser um antibidtico e agente anticancerigeno. Porém
observou-se que ela é capaz de ser captada pela proteina transportadora de glicose
2 (GLUT2), presente nas membranas celulares. No interior das células que possuem
esse transportador, a STZ age provocando alquilagdo do acido desoxirribonucleico

(DNA). Como consequéncia, a célula ativa uma via de reparo de DNA, que gasta
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energia na forma de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e adenosina
trifosfato (ATP), resultando em necrose celular 623,

A GLUT2 est& presente nas células do pancreas, principalmente nas células
beta pancreaticas, produtoras de insulina. Com isso, 0 uso de STZ prejudica a
producédo de insulina. Essa proteina transportadora de glicose se encontra em outros
orgaos, como figado e rins, assim a administracdo intraperitoneal (IP) ou intravenosa
(IV) de STZ é considerada modelo animal para diabetes do tipo | ou I, dependendo
da dose. Como a BHE né&o possui receptores GLUT2, o STZ ndo exerce efeitos
diretos sobre o0 SNC, quando administrado dessa forma 62-64,

A injecdo intracerebroventricular (ICV) de doses pequenas de STZ altera o
metabolismo cerebral da glicose, o que estd de acordo com a resisténcia a insulina
presente nos pacientes com DA, sendo entdo um modelo ndo transgénico proposto para
a doenca. O mecanismo de acdo da STZ no tecido nervoso parece estar também
envolvido com sua atuacdo nos receptores GLUT2, ja que eles foram encontrados em
neurdnios. Além disso, a estrutura quimica (Figura 12) da STZ sugere que esse

composto leva ao surgimento de radicais livres, NO e perdxido de hidrogénio (H202) 6364,

Estreptozotocina (STZ)
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Figura 12. Estrutura quimica do STZ.
(Adaptado de Grieb, 2016) 2.
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A partir das primeiras publica¢cfes, por volta de 1994, o uso de STZ ICV
como modelo para deméncia esporadica do tipo Alzheimer (DETA) comecgou a ser
utilizado. A principal alteracdo bioquimica proposta pelo modelo é no
metabolismo cerebral de glicose, resultante da falta de transducéo de sinal do
receptor cerebral de insulina, o que gera uma drastica diminuicdo do uso de
glicose cerebral, com diminuicdo nos niveis de ATP celular. Além disso, produz
varios disturbios metabdlicos e comportamentais no cérebro, levando esse modelo a
ser conhecido também com um estado cerebral resistente a insulina 635,

Estudos com a utilizagdo desse modelo também evidenciaram que a
injecdo ICV de STZ e as alteragdes cognitivas e comportamentais seguem um
padrdo temporal, ou seja, dentro do primeiro més ap0s a inje¢cdo, 0s animais
desenvolvem uma resposta aguda. J4 de 1 a 3 meses, observa-se uma tendéncia
de melhora nos parametros alterados e, por fim, de 6 a 9 meses apdés a injecdo
de STZ, hd uma descompensacdo importante, com o agravamento progressivo da
doenca. Situacdo semelhante acorre na histéria natural da DA, o que diferencia e
traz vantagens para esse modelo em relagdo a um modelo de animais
transgénicos 9366,

Além disso, com o passar do tempo, sdo observados no cérebro dos animais
submetidos ao modelo alteracées importantes em diferentes areas, em locais
relativamente distantes dos ventriculos, como hipocampo e cortex cerebral,
alteracbes, como o surgimento das placas PBA, presenca de proteina tau
hiperfosforilada, estresse oxidativo, danos mitocondriais, alteracdes que levam a
morte celular por apoptose 3.

Deng e colaboradores (2009) sugeriram que o mecanismo chave para o

desenvolvimento da DA humana com o uso de STZ é o desenvolvimento da
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resisténcia cerebral a insulina que leva a degeneracao neurofibrilar por meio de duas
vias interligadas: uma delas diminuindo a sinalizacdo de PI3K/AKT e outra por
superativacdo da glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3 ) com diminuigédo da
expressdo de GLUT1/3, que resultaria em todas as alteragBes relacionadas a

doenca, como ilustrado na figura 13 7.
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Figura 13. Vias relacionadas a resisténcia cerebral de insulina com o uso de STZ.
Legenda: Akt/PKB: proteina quinase; PBA: Peptideo beta amiloide; Glut 1, 2, 3:
Transportador de glicose 1, 2, 3; IGF-1:Fator de crescimento semelhante a insulina
1; IGF-1R: Receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1; IR: receptor de
insulina; GSK3B: glicogénio sintase quinase 3 beta; PI3K: Fosfatidilinositol 3-
qguinase; PKC: proteina quinase fosforilada; STZ: Estreptozotocina; Tau-P: proteina
Tau fosforilada (Adaptado de Kamat et al., 2016) 2,

1.7 ANTICORPOS DE DETECCAO POR IMUNORREATIVIDADE

Uma forma de analisar moléculas em diferentes tecidos de maneira sensivel e
especifica € com o uso das técnicas de imuno-peroxidase e imunofluorescéncia. Tais
técnicas baseiam-se na deteccdo de antigenos, que, neste caso, pode ser qualquer

molécula de interesse, com utilizacdo de um anticorpo especifico, por meio de reacoes
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guimicas. Esses métodos permitem também correlacionar a presenca de um antigeno
com a sua localizagdo no tecido ou na célula, tornando-se uma ferramenta importante
para estudo de lesGes e danos celulares nos tecidos normais e patoldgicos %70, Na
técnica de imuno-peroxidase, o complexo antigeno-anticorpo sera evidenciado com a
adicdo de um agente cromégeno, jA& na técnica de imunofluorescéncia 0 mesmo
complexo sera visualizado com a adicédo de fluoréforos .

Assim, por meio das técnicas descritas, € possivel observar caracteristicas
celulares e teciduais presentes em processos inflamatérios e doencas
neurodegenerativas, como na DA. Pode-se destacar alguns marcadores importantes
nesse contexto: nos astrécitos, a presenca das proteinas GFAP, proteina B de
ligacdo de calcio (S100 B), o fator de transcricdo 9 (SOX9); na micréglia, a proteina
adaptadora de ligacédo ao célcio (Ca*?) ionizado 1 (Iba-1), a presenca de neurdnios
por meio da proteina nuclear neuronal (NeuN) e a presenca dos RI também pode ser

observada, entre outros marcadores 9.

1.7.1 Marcadores celulares associados aos astrocitos

1.7.1.1 GFAP

A GFAP é uma das principais subunidades proteicas que compdem o
citoesqueleto das células gliais, principalmente dos astrocitos, fazendo parte dos
filamentos intermediarios (FI) junto com a vimentina, nestina e sinemina. Possui
peso molecular equivalente a 47kDa, com uma cabeca amino terminal, uma porgao
central em que ha uma sequéncia de aminoacidos extensa em forma de a-hélice,

geralmente conservada, e, por fim, uma cauda carboxi terminal. Como faz parte do
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citoesqueleto, encontra-se GFAP no citoplasma, sendo um dos marcadores de
astrocitos mais conhecidos, observada inicialmente no cérebro de pacientes com
esclerose multipla 417172,

Entre as principais funcbes, a GFAP esta associada com a manutencdo da
forma e sustentagdo mecéanica dos astrocitos, sendo considerada essencial no
processo de astrogliose reativa e formacado de cicatriz glial. A astrocitose reativa é
marcada por alteracbes moleculares, celulares e funcionais nos astrocitos em
resposta a qualquer forma de agressao ao tecido nervoso. Nesse caso, ocorre 0
aumento da producdo de GFAP relacionada com o aumento de tamanho e
hipertrofia dos astrécitos (Figura 14) 473,

Outras fungBes também podem ser atribuidas a GFAP, como os efeitos sobre
a proliferacdo celular, plasticidade sinaptica, regulacdo de neurotransmissores,
comunicacgao entre astrocito e neurénio, auxilio a manter a integridade da BHE e da
bainha de mielina %72,

Ja foram identificadas isoformas da proteina: GFAPa, GFAPy, GFAP&/E,
GFAPk, GFAPA164, GFAPA135, GFAPAexon6, GFAP+1, que podem ser expressas
de forma heterogénea no SNC adulto saudavel ou patolégico. Geralmente, elas
diferem umas das outras na porcdo terminal, o que faz com que as isoformas
tenham funcdes diferentes. Consequentemente, a alteracéo na razdo das isoformas,
no interior da célula, modifica a funcdo dos astrocitos e possivelmente afeta os
neurdnios proximos 2.

A astrogliose reativa com excessiva producdo de GFAP é marcadamente
observada em doencas neurodegenerativas, como a DA, e esta associada ao
aumento da producdo de radicais livres, alteracdo na transmissdo sinaptica e na

plasticidade neuronal 772,
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A) Astrécitos normais

,&4"

Figura 14. Astrécitos e sua expressao de GFAP.

Imuno-peroxidase para observacdo do GFAP: A) Expressdo de GFAP na astroglia
normal e na imagem B) expressdo de GFAP aumentada associada a astroglia
reativa (Adaptado de Sofroniew, 2009) 3.

1.7.1.2 S100PB

A proteina S1008 pertence a familia das proteinas sinalizadoras de ligacdo ao
Ca*2. E chamada S100 devido a sua completa solubilidade em sulfato de aménio
saturado em pH (potencial hidrogenionico) neutro. Essa familia existe
exclusivamente em vertebrados, com cerca de 24 membros observados em
humanos. A S100B pode ser expressa principalmente em astrgcitos, células de
Schwann, melandcitos, condrécitos e adipécitos, entre outras células 7478,

E encontrada no citoplasma das células, onde esta na sua forma sollvel,
também presente ligada & membrana plasmatica ou a outras membranas celulares,
aos centrémeros, aos microttbulos e aos Fl do citoesqueleto 4.

As funcbes da proteina S1008 podem ser de atuacdo intracelular. Nesse
caso, estdo relacionadas com a transmissdo de sinais de receptores da superficie
celular para moléculas alvo no interior da célula. Dessa forma, promove a
proliferacdo e migracdo celular, inibindo apoptose e diferenciacdo, auxilia na

manutencdo da forma da célula, na transcricdo, na degradacdo proteica, na
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homeostase do Ca*?, no metabolismo energético e nas funcdes enzimaticas por
interagir com muitas proteinas 7.

A acdo também pode ser extracelular, uma vez liberada por células
danificadas, a S1008 exerce efeitos regulatérios, ligando-se a receptores, como 0s
receptores para a extremidade de glicacdo avangcada (RAGE), levando a efeitos que
podem ser benéficos ou ndo, atuando em um grande niimero de células 4.

Acredita-se que, no tecido nervoso, em pequenas concentragdes, ela é capaz
de estimular o crescimento e a sobrevivéncia durante o desenvolvimento neuronal,
porém, em concentragcbes mais altas, ela tem efeitos prejudiciais ao tecido,
aumentando a expressdo de citocinas pré-inflamatérias e induzindo a morte
neuronal 7476,

Nos astrdcitos, a S1008 atua de forma autécrina. Em doses baixas, estimula a
proliferacéo celular e, em doses mais altas, ativa a sintese de oxido nitrico induzivel
(INOS), ativando uma via por meio do fator nuclear kappa B (NF-kB), gerando
apoptose astrocitaria. Além disso, esses altos niveis de S1008 regulam
positivamente a expressédo de interleucina 1B (IL-1B), estimulando a liberagcéo de
interleucina 6 (IL-6) e TNF-a e ativando os astrdcitos (Figura 15). Com isso, altos

niveis de S100B contribuem para a neuroinflamacéo 4.



46

S100B

Em altas concentragdes

Atuacdo extracelular
através do receptor

RAGE (\/

\\ TNF-a /

Figura 15. Acdo do S100B via receptor RAGE nos astrécitos.

Legenda: IL-1B e IL-6: Interleucina 13 e 6; INOS: sintese de 6xido nitrico induzivel;
NF-kB: fator nuclear kappa B; RAGE: receptor para a extremidade de glicagédo
avancada; TNF-a: fator de necrose tumoral (Adaptado de Donato et al. 2019) 74.

A S100p é utilizada, entdo, como marcador de dano e/ou reacdo astrocitica
em patologias neurodegenerativas, por meio de técnicas como imuno-peroxidase ou
imunofluorescéncia ou, ainda, por dosagens bioquimicas no liquido cefalorraguiano
(LCR) e no sangue. Chaves e colaboradores (2010), em um estudo no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, em pacientes com DA, mostraram uma relagdo positiva

entre a gravidade da doenca e os niveis séricos de S1008 7678,

1.7.1.3 SOX9

O SOX9 é uma proteina de transcricdo, ou seja, trata-se de proteina
especifica presente nas células eucariéticas, e tem como principal funcdo promover

a ligacdo entre a enzima RNA-polimerase e a molécula de DNA, permitindo a sua
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transcricdo e, consequentemente, sua traducdo. Pertence a familia SOX de
proteinas nos mamiferos, que compreende muitos membros (SOX1 a 15, SOX17,
S0OX18, SOX21 e SOX30), que sao divididos em oito grupos de A a H, como
observado na Tabela 1. Dentro do mesmo grupo, as proteinas SOX apresentam um
alto nivel de homologia, mais de 90%, ou seja, carregam um dominio de 79
aminoacidos que permite a ligacgdo a uma mesma sequéncia consenso de
nucleotideos, promovendo uma angulacdo na estrutura da dupla-hélice de DNA,

facilitando a aproximacéo de elementos potencializadores de transcricédo 7981,

Tabela 1. Classificacao das proteinas SOX

GRUPO GENE/PROTEINA
SOXA SRY
SOXEB SOXB1: SOX1, SOX2, SOX3
SOXB2: SOX14 e SOX21
SOXC SOX4, SOX11, SOX12
SOXD SOX5, SOX6, SOX13
SOXE SOX8, SOX9, SOX10
SOXF SOX7, SOX17, SOX18
SOXG SOX15
SOXH SOX30

Legenda: SRY — Regido Y determinante do sexo (Adaptado de Stevanovic et al.,
2021) 8,

A funcao dessas proteinas € regular a especificacdo e diferenciacdo de varios

tipos celulares, portanto sdo proteinas nucleares. A SOX9 parece estar envolvida na
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formacao de células especializadas do sistema esquelético, pancreas, intestino, rim,
testiculos, valvulas cardiacas e células do SNC 7°.

No SNC, a expressao génica dos membros da familia de proteinas SOX esta
envolvida no desenvolvimento das linhagens celulares, incluindo neurbnios,
astrocitos, oligodendrdcitos, ou seja, as proteinas SOX expressas atuam em locais
especificos do DNA e coordenam a expressdo de genes para tornar as células
especializadas. A partir de uma célula progenitora neural, os genes membros dos
grupos SOXB e SOXC atuam em sequéncia. Se o destino desta célula é se
transformar em neur6nio, os genes SOXB1 atuam primeiramente, aumentando sua
expressao, porém, se a célula ira se diferenciar e se tornar célula glial, ocorre a acao
de SOXC. As proteinas de SOXB1 sao essenciais para a formacdo do
neuroectoderma e da placa neural 882,

A SOX21 promove o processo de diferenciacdo neuronal, neutralizando a
acdo de SOXB1, ou seja, SOX21 permite a progressao da célula para uma nova
fase dentro do processo de neurogénese, enquanto SOXB1 faz a manutencdo da
célula progenitora. Para a célula se tornar um neurénio imaturo, ha um aumento na
expressdo das proteinas do grupo SOXC e SOXD e, para terminar o processo de
diferenciacdo neuronal e o neurbnio se tornar maduro, ha uma diminuicdo na
expressdo de SOX11 (Figura 16) 81-83 |

Por outro lado, quando uma célula progenitora ira se transformar em uma
célula glial, ocorre, primeiramente, a acdo de SOX9, promovendo a transformacéo
celular para uma célula progenitora glial. Se for mantida a acéo das proteinas SOX9,
a célula glial se tornara um astrécito. Ja se a acdo de SOX9 der lugar a acdo de

SOX10, a célula se transformara em um oligodentdcito (Figura 16) 8.
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Figura 16. Acéo das proteinas da familia SOX no desenvolvimento de células do
tecido nervoso.
(Adaptado de Stevanovic et al., 2021) 8,

Assim, estudos sugerem que, no cérebro adulto, a SOX9 € expressa quase que
exclusivamente por astrocitos, sendo um marcador especifico para sinalizar a ocorréncia
dessas células fora das regides de neurogénese. Anticorpos produzidos para a

identificacdo dessa proteina tém apresentado vantagens em relacéo a outros marcadores

de astrécitos, pois sua expressdo ndo € diminuida pela idade, sdo regulados
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positivamente no tecido com cicatriz glial, facilitando, com isso, a quantificacdo do nimero

relativo de astrécitos no tecido com o uso de técnicas de imunomarcagéo &,

1.7.2 Iba-1 como marcador associado a micréglia

A Iba-1 é codificada pelo gene do fator inflamatério 1 do aloenxerto (Aifl). E
considerada uma proteina pequena, com 17kDa, composta por 147 aminoacidos,
possui dois EF hands (“maos EF”), caracteristica estrutural de algumas proteinas de
ligacdo ao Ca*?, e que sua estrutura alterna hélice-alca-hélice, tornando-se semelhante
aos dedos da mdo humana. A al¢ca gerada por essa estrutura € o local em que os ions
de Ca*? sdo ligados (Figura 17). Essas porcdes presentes em Iba-1 mostram homologia
com outras proteinas adaptadoras de Ca*?, porém suas regides amino e carboxi

terminal ndo tém homologia com qualquer outra proteina conhecida 858,

Estrutura EF-hands

N=2)
C i\ Hélice (E)
Y
\oc

W

Hélice (F)

Figura 17. Estrutura EF-hands de proteinas ligadoras de Calcio.

Legenda: C: extremidade carboxi terminal da proteina; Ca*2: célcio E: hélice
proteica; F: hélice proteica; N: extremidade N-terminal da proteina (Adaptado de
Kazakov et al., 2016) 8.
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Uma copia gendémica do gene Iba-1 foi mapeada dentro do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) classe Ill, sendo que a proteina foi expressa em
linhagens de células monociticas, e o acido ribonucleico mensageiro (MRNA) de Iba-
1 foi especificamente isolado em microglia de células cerebrais cultivadas. Assim,
sugere-se que lba-1 funciona como a molécula adaptadora de Ca*? na linhagem
monocitica incluindo a micréglia 5.

Com isso, lba-1 é uma proteina citoplasmatica expressa exclusivamente por
macréfagos e micrdglia. E um 6timo marcador para essas células, interage com os
filamentos de actina, auxilia na migracéo celular e est4 associada as atividades pro-
inflamatoérias .

Lituma e colaboradores (2021) realizaram um experimento com camundongos
utiizando uma abordagem de perda genética. Observaram que animais sem a
producdo de Iba-1 apresentaram alteragdes microgliais na estrutura e funcéo, além
de déficits nas sinapses excitatdrias e mudancas no comportamento. Mostrando que
a proteina tem uma funcdo importante no neurodesenvolvimento até o refinamento
sindptico, fornecendo contribuicées importantes para entender a interacdo microglia

— sinapse .

1.7.3 NeuN como marcador nuclear de neurdbnios maduros

A NeuN foi descoberta em 1992, esta presente somente no tecido nervoso,
visto que ndo foi encontrada nas células gliais, portanto ela € uma proteina
especifica de neurdnios. Ela surge durante a embriogénese, nos neuroblastos pos-

mitoticos, e permanece nos neurdnios em diferenciacéo e ja diferenciados ao longo
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da vida neuronal. E uma proteina predominante no nicleo da célula e com uma
peguena quantidade no citoplasma perinuclear 899,

Foram observadas duas isoformas de NeuN: uma de 46kDa e outra de
48kDa. Acredita-se que elas diferem em uma curta sequéncia de amino&cidos e na
relacdo de sua concentracdo no ndcleo e citoplasma, sendo que a isoforma 48kDa
sempre predomina no citoplasma. Dentro do nucleo, a proteina se localiza em locais
com baixa densidade de cromatina e est4 ausente em &reas com empacotamento
denso de DNA 8990,

Existem evidéncias de que a proteina NeuN é um produto do gene Fox-3, um
membro da familia de genes Fox, que produzem proteinas reguladoras de splicing,
processo em que ocorre a remocdo dos introns, com posterior organizacdo dos
€Xxons para gerar novas proteinas, ou seja, essas proteinas fazem a orientacdo dos
éxons, gerando um mRNA. Com isso, uma das fun¢des descritas de NeuN é como
proteina reguladora de splicing nos neurénios .

O splicing € um mecanismo interessante para a regulacdo pdés-transcricional
da expressao génica, pois é uma importante fonte para a diversidade gendmica. No
caso do splicing neuronal, pode influenciar diretamente na neurogénese, formacao
de sinapses, nas atividades neurologicas, sendo fundamental para o
desenvolvimento e funcdes do sistema nervoso %2

A NeuN é um marcador sensivel e especifico, principalmente em tecidos
fixados com formol e embebidos em parafina. Ap0s uma recuperacao antigénica, 0s
ndcleos neuronais e 0 citoplasma proximo a regido do nucleo ficam muito bem
corados. Os axbnios e dendritos ndo expressam esse marcador, e a expressao

também é mais rara em neuroblastos antes da sua migragao %.
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Algumas alteragbes no SNC mudam a expressdo de NeuN, como nas
doencas neurodegenerativas, em que se observa uma diminuicdo na marcagao por
imuno-histoguimica dessa proteina, pois, nesse caso, o0 tecido nervoso pode estar
sofrendo com a perda de diferenciacdo neuronal ou aumento da morte celular por

apoptose®.

1.8 TAURINA

A taurina (acido 2-aminoetanossulfénico) (C2H7NO3S) é um aminoacido
especial que contém em sua estrutura um grupo sulfonato e ndo possui 0 grupo
carboxila (Figura 18). Recebeu esse nome porque foi isolada pela primeira vez em
1827, a partir da bile do boi, ou seja, da espécie taurus. Esta amplamente distribuida
em varios tecidos corporais, com destaque para o cérebro, medula espinhal,
coracdo, células musculares, leucécitos e retina. E considerada um osmolito
organico, isto €, uma molécula que faz um contrabalanco com o ambiente, ao
estresse osmotico, envolvida na regulacdo do volume celular. Fornece substrato

para os sais biliares e tem papel na regulacdo da concentracéo intracelular de Ca*

93,94

Taurina

O

I
Ho_ﬁ\//\NHQ
O
&

Grupamento sulfonato

Figura 18. Estrutura quimica da taurina.
(Adaptado de Chen et al., 2019) °4.
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A taurina pode ser ingerida na alimentacdo, e estd presente em diversos
alimentos, como carne bovina, de frango, ostra, camaréo, atum, figado, leguminosas
e oleaginosas. Nesse caso, sera absorvida no intestino, mas também ¢é sintetizada
no organismo por diferentes vias. Uma via importante de formacdo da taurina € a
partir da cisteina, que sofre trés rea¢gdes enzimaticas sequenciais: comeg¢ando com
acdo de cisteina dioxigenase, que forma o &cido cisteina sulfinico, seguida pela
acao da sulfinoalanina descarboxilase, gerando a hipotaurina, e, por fim, age a
enzima hipotaurina desidrogenase, formando a taurina (Figura 19) °°. Outra
maneira de formar a substancia € por meio da via de transulfuracdo, que ira
converter a homocisteina, que pode ser proveniente do aminoacido metionina, em
cistationina pela agdo da enzima cistationina [B-sintase, entdo a cistiatonina €
convertida em cisteina e pode entrar na via anteriormente comentada. A taurina
pode também ser formada a partir da coenzima A, que é degradada em cisteamina,

gue consegue ser oxidada em hipotaurina, que entra na primeira via %%,

Y
NH2

Enzima cisteina dioxigenase —» l

0
‘. . s . HO._ /\)\
Acido cisteina sulfinico S l OH
Il
O  NH,

Enzima sulfinoalanina descarboxilase —» l

_ _ HO g~ NH2
Hipotaurina T
O

Enzima hipotaurina desidrogenase —» l

0

b
0

Figura 19. Principal via de formagao da taurina.
(Adaptado de Ripps e Shen, 2012) %,
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A taurina ndo € um aminoacido incorporado nas proteinas, sua acdo se da em
varias células de diferentes tecidos. Para isso, a taurina precisa ser transportada
através da membrana plasmatica para o interior das células, pois possui uma baixa
capacidade de difusdo passiva. Para os diversos locais do corpo, existem
transportadores tipicos de taurina (TauT), como a familia de transportadores de
solutos 6 membrana 6 (SLC6A6) que esta distribuida em células do musculo
esquelético, tireoide, coragdo, pulmao, cérebro, figado, rim, intestino e osteoblastos.
Outro transportador conhecido de taurina € o transportador préton-depende 1
(PAT1), que é capaz de transportar outros substratos, como glicina, acido gama-
aminobutirico (GABA) e prolina, sendo encontrado em diferentes 6rgdos, como
intestino, coracdo, musculo, figado, rim, pulm&o, cérebro, estbmago, baco e
testiculo. Os TauT usam um sistema de transporte dependente dos ions sédio (Na*)
e cloro (CI) de alta afinidade 94,

A taurina é produzida principalmente no figado e, devido a sua estrutura
guimica, presenca do grupo sulfonato, dificulta sua passagem pela BHE, ja que tem
baixa solubilidade em agua. Portanto, sabe-se que na membrana celular da BHE
tem o transportador GABA e um transportador de solutos 6 membrana 13
(SLC6A13), também conhecido como GAT-2, que é um TauT capaz de auxiliar no
transporte da taurina e da hipotaurina para o sistema nervoso °7:%,

Para melhorar essa passagem, pesquisas mostram que farmacos
lipossolUveis com taurina na sua composi¢ao, ou outros derivados de taurina que
atravessam a BHE, tém a capacidade de se transformar em taurina no sistema
nervoso, aumentando assim a disponibilidade da taurina e sua acéo nesse local .

No sistema nervoso, observa-se a presenca de TauT em maior quantidade

nos astrocitos e em menor quantidade nos neurdnios, sendo este transportador
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fundamental para a captacdo da taurina dentro do parénquima cerebral. J& a
liberacdo de taurina acontece através de canais de anion regulados por volume

(VRACSs) ativados por edema celular®,

1.8.1 Taurina e suas funcdes biol6gicas

As funcgbes biologicas da taurina sdo inumeras. Uma delas é a modulacéo da
homeostase de fons de Ca*2. Nesse contexto, a taurina é capaz de estabilizar a
quantidade de Ca*? dentro da célula, lembrando que o excesso deste ion pode levar
a morte celular. Assim, a taurina protege contra o influxo de Ca*? induzido pelo
glutamato, que, por sua vez, aumenta o nivel de Ca*? intracelular e provoca um
colapso nas membranas mitocondriais, o que leva a um esgotamento da produc¢éo
de energia. A taurina também regula indiretamente a acdo da calcio ATPase
reticular, que é responsavel pela eliminacéo de Ca*? do citosol 99101,

A osmoregulagdo é outra funcdo importante desse aminoacido. Em ambientes
hipertonicos, as células acumulam taurina, pois, devido as caracteristicas quimicas,
ela consegue entrar na célula sem provocar alteracdes no volume celular. JA& em
ambientes hipoténicos, a célula libera taurina. Além disso, a taurina influencia no
equilibrio dos ions de Ca*?, Na* e potassio (K*) 99100,

A taurina provoca protecado contra estresse oxidativo nas mitocéndrias, por
diferentes mecanismos. Um deles seria por meio de um eliminador direto de acido
hipocloroso (HOCI), que sera gerado a partir de H202, na presencga de ions de cloreto,
produzindo a N-clorotaurina. Esse composto, por sua vez, tem um papel na regulacéo
da resposta inflamatéria. Outra maneira de a taurina exercer sua funcao antioxidante é

promovendo aumento da glutationa reduzida intracelular (GSH), molécula essencial
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para desintoxicacdo celular. Também ja foi observada a presengca de taurina
conjugada a uridinas, formadoras do acido ribonucleico transportador (tRNA) de
mitocdndrias, promovendo tradugfes de proteinas, sem ser incorporado nelas, o que
também pode estar associado a funcdo antioxidante °4100.102,

Outra funcdo bastante conhecida da taurina é a conjugacéo de sais biliares no
figado, fazendo com que a bile seja excretada adequadamente. O estudo de
Johnson e colaboradores (1991) purificou a enzima conjugadora de acidos biliares e
conseguiu mostrar que tal enzima utiliza taurina como substrato 103,

A taurina também é conhecida por reduzir os sintomas associados ao
estresse oxidativo em pacientes com diabetes mellitus 1l, bem como melhorar
complicagbes, como nefropatia, retinopatia e neuropatia relacionadas com essa
doenca. Quando se suplementa a taurina em pacientes com diabetes, 0s niveis de
glicose sédo restaurados, a secrecdo de insulina € aumentada e o metabolismo da
glicose e de lipideos nas mitocondrias séo estimulados 100104,

No sistema cardiovascular, a taurina pode melhorar a insuficiéncia cardiaca
congestiva, aumentando a forca de contracdo do musculo cardiaco, além de atenuar
a aterosclerose e doencas coronarias, reduzindo o nivel da apolipoproteina B100
(APO B100) ou melhorando a eficAcia das contragGes '%. Uma meta-analise
realizada por Waldron e colaboradores (2018) mostrou que a suplementagéao oral
com taurina tem efeito anti-hipertensivo, ou seja, ela foi capaz de reduzir a presséo
arterial, sem causar efeitos colaterais, tendo uma magnitude clinicamente relevante
nesse contexto 1%,

No musculo esquelético, por sua vez, a taurina mostra-se eficiente em
promover a excitacdo para a contracdo dependente de Ca*?, mantém a defesa

antioxidante, melhora a diferenciacdo e crescimento das fibras musculares, sendo
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de extrema necessidade para esse tecido 1. No sistema renal, a taurina é
importante na manutencdo osmética normal, afetando o ciclo e a apoptose celular,
sendo protetora contra glomerulonefrites induzidas por toxicidade ou imunoldgica e
em outras patologias renais 1.

A taurina esta presente em altas concentracfes na retina, e a deficiéncia da
substancia nesse local ocasiona algumas doencas. Atua na protecdo de células
fotorreceptoras, faz a regulacdo do transporte de Ca*? e inibicdo da fosforilacdo de
proteinas, o que é fundamental para manter o desenvolvimento normal da retina 1%.

No sistema nervoso, a taurina estd em grande concentragcdo em todas as
regides do cérebro na fase de desenvolvimento. Nos adultos, foram observados
altos niveis de taurina, principalmente no bulbo olfatério. E considerada um fator
trofico para o desenvolvimento do cérebro, promove proliferacéo celular e protege de
danos induzidos por substancias téxicas. Atua como osmorreguladora, regulando
principalmente o volume celular, hiperpolariza os neurénios aumentando o influxo de
ions cloreto e previne a disfuncdo mitocondrial. Assim, € importante contra a
neuroinflamacéo e o estresse oxidativo (Figura 20), além de participar de funcdes

associadas a cognigéo 10111,
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Figura 20. Acéo da taurina no SNC.
Legenda: CQ: Controle de Qualidade (Adaptado de Jong, Sandal e Schaffer, 2021)
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A taurina mostrou atividade neuroinflamatoria em diversos estudos por
mecanismos distintos: induzindo a diminuicdo de muitas interleucinas e elevando
somente o nivel da proteina 1 alfa inflamatéria em macrofagos. Também pode elevar
a producéo de citocinas pro-inflamatoérias nos astrocitos, pode melhorar a ativacao
microglial causada por agentes intoxicantes e mostra protecdo dopaminérgica via
inativacdo dependente de micréglia 9112113,

Um estudo realizado por Warton e colaboradores (2004) mostrou niveis
plasméaticos de taurina mais baixos associados a baixas pontua¢cdes no indice de
desenvolvimento mental de Bayley para dezoito meses de vida, mostrando a relacéo

da taurina com alteracdes cognitivas 4.
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Em modelos animais, a taurina também se mostra eficiente em melhorar
atividades associadas a cogni¢do. Sajid e colaboradores (2017) constataram que a
injecdo intraperitoneal de 0,1g por kg por uma semana em ratos Wistar, melhora a
forca muscular e o desempenho dos animais na tarefa do labirinto aquético de
Morris, que avalia a memodria 5. Nesse sentido, Rahmeier e colaboradores (2016)
utilizaram ratos Wistar saudaveis e diabéticos, administrando taurina (100mg por Kg)
por gavagem, e observaram que o0s animais tratados melhoraram sua memoéria e
atividade exploratéria. Além disso, a taurina interferiu diminuindo a apoptose
neuronal, glial e a neurodegeneracao 6. A taurina também tem acdo importante no
cerebelo de animais, local em que parece proteger contra os efeitos inflamatorios
provocados por lipopolissacarideo (LPS) e também tem atividade antiapoptoética
nesta regido do encéfalo 7.

Com relacdo a DA, a taurina ja foi associada a essa doenca, mostrando
resultados controversos. Alguns estudos descreveram que o conteudo enddgeno de
taurina no LCR de pacientes com DA no estégio final foi significativamente reduzido,
sugerindo uma mudanca de equilibrio no ambiente neuronal. Porém outro estudo
com pacientes no estagio inicial da doenca relatou altos niveis plasmaticos de
taurina. Assim, a taurina poderia estar desenvolvendo um papel protetor no inicio da
doenca, e os niveis enddégenos do aminoacido poderiam predizer clinicamente
estagios diferentes da doenca, o que também reflete na cognicéo do paciente 118119,

A administracdo de taurina associada a vitamina D3 também ja foi utilizada
como terapia complementar em pacientes com DA e se mostrou eficaz para
melhorar a meméria e fungdes cognitivas '2°. Muitos modelos animais para DA

também séo utilizados para avaliar a acdo da taurina nos fendmenos cognitivos e
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memaria, como 0 modelo animal da deméncia esporadica do tipo Alzheimer (DETA),
induzido por STZ °4,

Nesse contexto, Javed e colaboradores (2013) observaram que, em um
modelo de DETA induzida por STZ, a taurina foi capaz de proteger contra o estresse
oxidativo, melhorando os niveis de GSH, diminuindo o nivel elevado de substancias
reativas provenientes do acido tiobarbitarico. Além de impedir o esgotamento de
enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa-
S-transferase, catalase e superoxido dismutase e a alteracdo morfoldégica dos
neurbnios piramidais do hipocampo. A taurina também conseguiu restaurar as
atividades das enzimas acetilcolinesterase e da colina acetiltransferase, que séo
importantes na regulacéo da acetilcolina 2.

Em outros modelos experimentais para DA, a taurina também foi capaz de
melhorar as alteragbes cognitivas, como em camundongos por ligagcao direta com o0s
BA e também em uma linhagem de ratos adultos (APP/PS1) 122,

Além de ter beneficios contra a DA, a taurina mostrou efeitos positivos no
sistema nervoso na doenca de Parkinson, também com mecanismos que levam a
diminuicdo do estresse oxidativo. Na doenca de Huntington, mostrou efeito
neuroprotetor, melhorando as disfungcbes comportamentais, e efeito antioxidante. Ja
em modelo de esclerose lateral amiotréfica, a taurina protegeu neurdnios motores
cultivados de lesdo neurotdxica induzida por glutamato e também protegeu contra a
perda de neurdnios motores em camundongos transgénicos .

Na neuropatia diabética, a taurina também tem um papel farmacolégico
conhecido, tendo acdes contra o estresse oxidativo induzido por altas concentragdes

glicose, o que pode ser observado em alguns modelos com o0 uso de STZ,
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mostrando que ativa vias antioxidantes, além de aumentar a expressdo de
transportadores de glicose 1 e 3 23,

Considerando a importancia da taurina para regular diversos processos
biolégicos, ainda existe uma lacuna de evidéncias da atuacdo desse composto sobre
a populacdo de neurbnios e células gliais no hipocampo. Ha caréncia também no
gue se refere a caracterizacdo de seus possiveis beneficios sobre a memoéria. Nesse
contexto, torna-se relevante avaliar seu efeito em um modelo que mimetize a DA
esporadica, como o modelo DETA induzido por STZ.

Sabendo-se que a DA provoca intensa inflamacdo no tecido nervoso,
associada com perda de memoéria com o hipocampo afetado, torna-se relevante o
estudo da dindmica do hipocampo com relacdo aos aspectos histolégicos em um
modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer, além de observar o que a taurina

pode reverter nesse contexto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos subjacentes da melhora cognitiva, regulacao
neuronal e glial do tratamento com taurina sobre as alteragdes moleculares,
morfolégicas e neuroinflamatdrias encontradas no modelo de Deméncia Esporadica
do Tipo Alzheimer (DETA), utilizando injecbes de estreptozotocina

intracerebroventricular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar parametros comportamentais de locomog&o, bem como a
memoria de curta e longa duragdo dos animais;

b) Observar a memoéria espacial dos animais por meio da analise da
tarefa de labirinto em Y;

c) Avaliar marcador microglial (Iba-1) nas diferentes regibes do
hipocampo (GD, CAl e CA3);

d) Investigar marcadores de astrocitos (GFAP, S1008 e SOX-9) e de
neurénios adultos (NeuN) nas diferentes regides do hipocampo (GD,
CAl e CA3);

e) Verificar a imunorreatividade dos receptores de insulina nas diferentes

regides do hipocampo (GD, CAl e CA3).
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Abstract

This study aimed to analyze whether taurine has a nootropic effect on short-
term and long-term memory in a model of sporadic dementia of the
Alzheimer’s type (SDAT). Moreover, we evaluated the immunoreactivity and
insulin receptor (IR) distribution and markers for neurons and glial cells in the
hippocampus of rats

with SDAT and treated with taurine. For this, Male Wistar rats received STZ
(ICV, 3 mg/kg, bilateral, 5ul per site, aCFS vehicle) and were treated with
taurine (100 mg/kg orally, 1 time per day, saline vehicle) for 25 days. The
animals were divided into 4 groups: vehicle (VE), taurine (TAU), ICV-STZ (STZ)
and ICV-STZ plus taurine (STZ+TAU). At the end of taurine treatment, short-
and long-term memory were assessed by performance on object recognition
and Y-maze tasks. Insulin receptor (IR) was evaluated by immunoperoxidase
while mature neurons (NeuN), astrocytes (GFAP, S100B, SOX9), and microglia
(Iba-1) were evaluated by immunofluorescence. STZ induced worse spatial and
recognition memory (INDEX) in YM and ORT tasks. Taurine protected against
STZ-induced memory impairment. SDAT reduced the population

of mature neurons as well as increased astrocytic and microglial reactivity, and
taurine protected against these STZ-induced effects, mainly in the CA1 region
of the hippocampus. Taurine increases IR expression in the hippocampus, and
protects against the reduction in the density of this receptor in CAl induced by
STZ. In conclusion, these findings demonstrate that taurine is able to enhance
memory, up-regulates IR in the hippocampus, protects the neuron population,
and reduces the astrogliosis found in SDAT.
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Sporadic dementia of Alzheimer’s type— Glia—
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Abstract

This study aimed to analyze whether taurine has a nootropic effect on short-term and long-term memory in a model of
sporadic dementia of the Alzheimer’s type (SDAT). Moreover, we evaluated the immunoreactivity and insulin receptor (IR)
distribution and markers for neurons and glial cells in the hippocampus of rats with SDAT and treated with taurine. For this,
Male Wistar rats received STZ (ICV, 3 mg/kg, bilateral, 5ul per site, aCFS vehicle) and were treated with taurine (100
mg/kg orally, 1 time per day, saline vehicle) for 25 days. The animals were divided into 4 groups: vehicle (VE), taurine
(TAU), ICV-STZ (STZ) and ICV-STZ plus taurine (STZ + TAU). At the end of taurine treatment, short- and long- term
memory were assessed by performance on object recognition and Y-maze tasks. Insulin receptor (IR) was evaluated by
immunoperoxidase while mature neurons (NeuN), astrocytes (GFAP, S100B, SOX9), and microglia (Iba-1) were evaluated
by immunofluorescence. STZ induced worse spatial and recognition memory (INDEX) in YM and ORT tasks. Taurine
protected against STZ-induced memory impairment. SDAT reduced the population of mature neurons as well as increased
astrocytic and microglial reactivity, and taurine protected against these STZ-induced effects, mainly in the CA1 region of
the hippocampus. Taurine increases IR expression in the hippocampus, and protects against the reduction in the density of
this receptor in CA1 induced by STZ. In conclusion, these findings demonstrate that taurine is able to enhance memory, up-
regulates IR in the hippocampus, protects the neuron population, and reduces the astrogliosis found in SDAT.

Keywords Taurine - Sporadic dementia of Alzheimer’s type - Glia - Memory - Hippocampus

Introduction

Taurine (2-aminoethansulfolic acid) is an amino acid
formed by the decarboxylation of cysteine, abundant in
animal tissues, especially in heart and brain tissues. Tau-
rine is related to numerous physiological functions such as:
maintaining membrane stability, osmoregulation, calcium
mobilization, detoxification, neurotransmission, and
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1 Pathology Research Laboratory, Federal University of Health
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anti-inflammatory properties among others [1]. In nervous
tissue, taurine is beneficial, having its neuroprotective
activity already proven in some models for stroke generated
by ischemia and for inflammatory processes [2—4]. In the
cerebellum, this compound has shown antiapoptotic activity
by suppressing glial cell reactivity [5], as well as protecting
neurons and memory in cases of neuropathy caused by
hyperglycemia [6].

Alzheimer’s disease (AD) is characterized as dementia that
progressively alters memory, thinking, and behavior,
preventing the individual from performing everyday tasks
[7, 8]. The biochemistry of the pathology is complex,
involving a deficient vascular system, networks of
excitatory and inhibitory neurons, microglia, astroglia, and
oligodendrocytes that lose their homeostasis [9].

Astrocytes are versatile glial cells and are widely studied in
AD. Astrocytes maintain numerous cytoplasmic
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processes that make contact with synapses in the
hippocampus. Their prolongations also come into contact
with blood wvessels and express receptors for many
neurotransmitters. It has been described that these astrocytic
extensions have an active role in synapse formation:
controlling, regulating, and integrating numerous processes
involving glia and neuron [10]. In AD, reactive astroglia are
observed, with hyper- trophic astrocytes that end up
expressing increased glial fibrillary acidic protein (GFAP),
as well as calcium-binding protein (S100B), which when at
high levels acts as a pro- inflammatory cytokine
exacerbating neuroinflammation, and its increase has been
related to AD. Astroglia express an important transcription
factor called SOX9, a nuclear marker of adult astrocytes
outside the neurogenic region, which allows more objective
quantification of the population of adult astrocytes [11-13].
Changes in microglia are also observed in AD. These cells
are responsible for phagocytosis and protection in the
central nervous system (CNS), being directly related to
neuroinflammation. It is known that microglia also maintain
the plasticity of neuronal circuits, helping in the remodeling
of synapses. When cell death occurs, or deposition of altered
proteins, microglia migrate to the site of injury to perform
cleaning and phagocytosis, and initiate an innate immune
response process, increasing the expression of the ionized
calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1) [14, 15]. The
association of astrogliosis and increased microglial
reactivity results in the production of numerous cytokines,
interleukins, nitric oxide, and other potentially cytotoxic
molecules. In addition, the presence of B-amyloid plaques
exacerbates neuroinflammation, especially in the regions of
the hippo- campus, responsible for learning and memory
[16, 17].

In AD, an impairment in glucose uptake and cerebral
metabolism is observed, due to decreased signaling of
insulin and glucose transporters in the brain [18].
Streptozotocin (STZ) is a diabetogenic agent used to cause a
state of insulin resistance in the nervous tissue of animals,
induce neuroinflammation, and even the appearance of
amyloid plaques [19]. Based on this evidence, the
intracerebroventricular (ICV) administration of STZ has
been used as a preclinical model for AD, and mimics the
initial stages of sporadic dementia, described as sporadic
dementia of the Alzheimer type (SDAT), characterized by a
worsening temporary impairment of memory and
impairment of brain energy metabolism and changes in
hippocampal neuronal populations [19, 20].

Here we investigate the underlying mechanism of cognitive
improvement and neuronal and glial regulation by
administration of taurine in a pre-clinic model of AD. We
showed that taurine recovers memory and protects mature
neurons from damage induced by SDAT. Subsequently,
taurine improves the neuroinflammation environment in
the

hippocampus regulated by glial cells and increases per se
the expression of the IR but not in SDAT. These findings
implicate taurine protects against cognitive deficits, astro-
gliosis, and neuroinflammation present in SDAT.

Materials and methods
Chemicals

Taurine, streptozotocin (STZ), albumin, paraformaldehyde,
and DAPI di-hydrochloride were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other reagents
used in the detailed experiments were of analytical grade
and had the highest purity.

Animals

Adult male Wistar rats (60 days, 250-300 g) were provided
by the Central Animal House of the Federal University of
Health Sciences of Porto Alegre. The animals were kept
in cages under standard temperature (23 + 1 °C), relative
humidity (45-55%), and lighting conditions (12 h light/ dark
cycle) and with free access to standard rodent pelleted diet
and water ad libitum. This study was conducted under the
policies stipulated in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH) from the Committee of Eth- ics
and Animal Experimentation of the Federal University of
Health Sciences of Porto Alegre, Brazil, under protocol
number CEUA 488-2016, approved all animal procedures.
The use of animals was following the Brazilian Guidelines
for the Care and Use of Animals in Scientific Research
Activities (DBCA), which is in agreement with the National
Council of Control of Animal Experimentation (CONCEA).
The animals were handled by international laws for the
ethical care and handling of laboratory animals (Guidelines
of the Council of the European Communities of 22
September 2010, 2010/63/EU and Law 11.794/08).

Intracerebroventricular Injection of
Streptozotocin

The animals were anesthetized with ketamine (75 mg/kg)
and xylazine (10 mg/kg) for all surgical procedures. The
head was placed in position in the stereotaxic apparatus, and
a midline sagittal incision was made in the scalp of each
animal. The stereotaxic coordinates for the lateral ventricle
were measured accurately as anteroposterior — 0.8 mm,
lateral 1.5 mm, and dorsoventral — 4.0 mm, relative to the
bregma and ventral from the dura with the tooth bar set at 0
mm [21]. Through a skull hole, the piston of a 28-gauge
Hamilton® syringe of 10 pl attached to a stereotaxic
apparatus was lowered manually into each lateral
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The SDAT groups received an ICV injection of STZ 3 mg/
kg body weight dissolved in artificial cerebrospinal fluid
(aCSF) (5 ul/ventricle). This dose/volume has already been
pre-established in previous work of the authors as well as
described by other research groups as being effective in the
development of the dementia-related cognitive deficit [22,
23]. Vehicle animals received only aCSF (147 mM NaCl,
2.9 mM KCI; 1.6 mM MgCl, 1.7 mM CacCl, and 2.2 mM
dextrose, pH 7.4). After, the animals regained conscious-
ness after the surgery; they were placed back in the housing
box with water and food ad libitum. During two consecutive
days, the animals received analgesic treatment with Keto-
profen i.p. at a dose of 10-20 mg/kg to avoid any painful
discomfort.

Taurine treatment

The animals were treated for 25 days with taurine, orally,
once a day, at a dose of 100 mg/kg. Taurine was dissolved
in 0.9% saline. The vehicle group received only saline solu-
tion orally and was administered in a volume equal to 1 ml/
kg orally.

The animals were divided into four groups (n = 10 each):
vehicle (VE); taurine (TAU, 100 mg/kg), STZ (3 mg/kg),
and STZ + taurine (STZ + TAU) (Fig. 1). The body weight
of the animals was evaluated weekly during the experimental
period. The taurine dose was chosen based on previous
studies indicating neuroprotection [5].

Behavioral evaluation
Open-field test

Twenty-one days after the surgical procedure, the locomotor
behavioral tests were performed using an open-field appa-
ratus as described previously by Pacheco et al. (2018). The
open-field test was realized in an apparatus consisting of a
box with the floor of the arena divided into 16 equal squares
(18 x 18 cm) and placed in a sound-free room. Animals
were placed in the posterior left square and were allowed to
freely explore for 5 min. The number of squares crossed
with all paws (crossing) was counted manually. The appa-
ratus was cleaned up with a 30% ethanol solution and dried
after each rat session. This test was performed to identify

\ o 3
1| [ Bilateral aCFS or Taurine 100 mg/kg ) W
S o STZ 3mg/kg or Saline Tmi/kg
=h j | ICV injection Objective Recognition
N‘J: > AL > task '
-lN \ )
Y-maze task
Sporadic
Dementia of
Alzheimer Type Open field task
Stereotaxic surgery (SDAT)
Recovery Treatment /; Behavioral tests 215 End
—>
2 0 21
&
@
-_— = — e
a) L] Rat brain fixation (PAF 4%, Euthanasia
Q': # o ' 240 nd peepristion Ketamin 80mg/kg and
- / \ § (sucrose 30%) Xylazine 5mg/kg i.p

Immunohistochemistry (anti-IR-a)
Immunofluorescence (anti-GFAP,
anti-lba-1, anti-S100B, anti-SOX9)

Fluorescence Microscope

Fig. 1 Scheme of the protocol used to induce the experimental model
of sporadic dementia of Alzheimer’s type in rats treated for 25 days
with taurine (orally, once a day). STZ: streptozotocin; aCFS: artificial
cerebrospinal fluid; SDAT: sporadic dementia of Alzheimer’s type;

Transcardially perfused

Cryostat slicing Saline 0.9% and PAF 4%

thickness: 5 pm and 16pm

ICV: intracerebroventricular PAF: paraformaldehyde; GFAP: glial
fibrillary acidic protein; Iba-1: ionized calcium-binding adapter
molecule 1; IR-a: insulin receptor; S100B: calcium-binding protein;
SOX- 9: transcription factor 9
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motor disabilities that might influence the other behavioral
tests performed.

Y-maze test

Spatial memory was evaluated in the apparatus that had
three arms: the start arm, in which rats were placed to start
to explore (always open); the novel arm, which was blocked
during the training session, but open during the test session;
and familiar arm (always open). In the training session, the
animals were placed in the apparatus on the start arm and
were free to explore only the start arm and familiar arm for
5 min. The novel arm remained blocked throughout the
training session. After 24 h, the test session was performed
with access to the novel arm the animal could freely explore
all three arms over a 5-min period.

The apparatus was cleaned with 30% ethanol after each
session. The time spent and the number of entries in each
arm were determined, and the results were expressed as the
number of entries and time spent on the arms [24].

Object recognition test (OR)

The object recognition test (OR) was performed to assess
declarative memory in rodents, which is based on the
animals’ natural tendency to explore the new object more
than the familiar one, in a known context [25]. The task was
per- formed in a wooden box 60 cm wide, 60 cm long, and 60
cm high with three walls painted black. The task consisted
of habituation, training, and testing sessions. In habituation,
the animals were placed in the apparatus to explore freely
for 10 min in the absence of objects. Twenty-four hours
later, in the training session, the animals were placed, for 10
min, in the presence of two identical objects (objects Al and
A2), where they were positioned on two adjacent sides.
Exploration time was determined when the animal touched
its nose or came close to the object (at a distance of less than
2 cm). Treatment with the vehicle (saline), taurine (100 mg/
kg) was performed 2 h before training. The test session was
performed 4 h (short-term memory) and 24 h after training
(long-term memory) in the same session, the rats were left
for 10 min in the apparatus to explore, and one of the
familiar objects used during training was replaced by a new
object (object A, B-4 h or C-24 h). All objects are of similar
size and odorless plastic, but the color and shape are
different for each test. Objects and fields were cleaned with a
30% ethanol solution. The total time spent smelling or
touching each object with the nose and/or forepaws and the
number of crossing and rearing were recorded. Recognition
memory was evaluated by a discrimination index (%),
calculated as the difference between the time spent exploring
anew object (B or C) and the familiar one (A) x 100, divided
by the sum

between the times spent exploring the object new (B or C)
and the familiar (A): ([(new T.B or C — familiar T.A) / (hew
T.B or C + familiar T.A)] /100).

Preparation of samples for
immunohistochemistry assays

On day 25, the animals were deeply anesthetized with an
i.p. injection of ketamine (80 mg/kg; Syntech) and xylazine
(5 mg/kg; Syntech 2%) and transcardially perfused with
saline 0.9% (during 10 min) and 4% paraformaldehyde
(PFA, during 30 min) in 1% phosphate-buffered saline (PBS
at pH 7.4). The brains were post-fixed in 4% PFA (24 h) and
transferred to a solution of 30% sucrose in PBS-1% until
total submersion [5]. Then, the frozen fixed brains were
sectioned (5 and 16 pum coronal sections) using a cryostat
Leica CM3050S (Leica Microsystem, German). Next, the
sections were mounted on slides coated with 2% gelatin plus
0.08% chromalin (chromium and potassium sulfate, from
Sigma- Aldrich, Brazil) and finally allowed to dry at room
temperature for 24 h. At last, all sections were stored at -20
°C until use.

Immunohistochemistry and
immunofluorescence analysis

Firstly, the samples, still frozen, were washed with cold
acetone for 10 min, under agitation. Then, the acetone was
allowed to evaporate; the sections were washed in PBS
twice (10 min) and blocked/permeabilized with 5% bovine
serum albumin (BSA) and PBS plus 0.1% Triton X-100 (Tx)
for 2 h at room temperature (RT). Sections were incubated
with primary antibodies diluted in 5% BSA solution: Rab-
bit anti-lba-1 (sections of 16 um, microglia marker, Abcam
Cod. GTX100042) 1:500, overnight at 4 °C, followed by
secondary antibody (goat anti-rabbit alexa 555, 1:1,000, 2 h
RT in the dark, Thermo Fischer cod. A21429); Rabbit anti-
GFAP (sections of 16 um, astrocyte marker, Sigma Aldrich
cod. G9269) 1:800, overnight at 4 °C, followed by
secondary antibody (goat anti-rabbit alexa 555, 1:1,000, 2 h
RT in the dark, Thermo Fischer cod. A21429); Mouse anti-
S100B (sections of 16 um, astrocyte marker, Abcam cod
ab41548) 1:1,000, overnight at 4 °C, followed by secondary
antibody (goat anti-rabbit alexa 555, 1:1,000, 2 h RT in the
dark, Thermo Fischer cod. A21429); Mouse anti-NeuN
(sections of 5 um, mature neuronal marker, Millipore cod
MAB377) 1:6,000, overnight at 4 °C, followed by secondary
antibody (goat anti-mouse alexa fluor 488, 1:500, 2 h, RT in
the dark, Thermo Fischer cod. A11001); Rabbit anti-SOX-9
(sections of 16 pm, mature astrocyte marker, Abcam cod
ab185966) 1:1,000, overnight at 4 °C, followed by
secondary antibody
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(goat anti-rabbit alexa 555, 1:1,000, 2 h RT in the dark,
Thermo Fischer cod. A21429).

The DAPI dihydrochloride solution (1 pg/ml, Sigma
Aldrich cod D9542) was prepared in PBS-Tx, and
incubation was carried out for 10 min in the dark. Then, the
sections were washed 4 times with PBS-Tx for 5 min each.
Vectashield (antifade mounting medium) was added over
the sections which were then overlaid with a coverslip.

To assess the presence of the insulin receptor in the
hippocampus regions rabbit anti-IR (sections of 16 pm,
insulin receptor, Abcam cod. ab500) 1:200, was incubated
over- night at 4 °C, followed by secondary antibody (goat
anti- mouse and anti-rabbit, ready for use, Dako
EnVision™

+Dual Link System-HRP cod. K4063). Immunoreactions
were developed with 0.06% 3,3’-diaminobenzidine (DAB)
(Dako®, California, USA, product number: K3468) in PBS-
tx for 5 min and then washed with PBS. Afterward, all
samples were dehydrated with ethanol and xylol and
mounted on slides with a mounting medium for microscopy
Entellan™ (Merk Millipore, Darmstadt, Germany, product
number: 107,960).

The images were acquired using a Leica DM6-B micro-
scope, Leica DFC 7000-T camera, and Leica Las X soft-
ware. Five sections were used for each rat. For each section,
6 images were acquired on the regions of the hippocampus
(CA1, CA3, and Dentate Gyrus, DG). The slides were
evaluated in a wide-field optical microscope for
fluorescence observations (Leica DM6000-B) and the
images obtained were captured by a camera (Leica
DFC7000-T) attached to the microscope. The images were
analyzed using the Leica LAS X and Image Pro-Plus 6.3
software to perform the densitometry of cells labeled with
the aforementioned antibodies. The summarized procedures
are in Fig. 1.

Statistical analysis

The normality analysis of the samples was performed by the
Kolmogorov-Smirnov test. Data were analyzed by one- way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post
hoc test for means comparison using Graph Pad Prism
version 5.0 program (Intuitive Software for Science, S&o
Diego, CA, USA). Differences with P < 0.05 were
considered statistically significant in the analysis. All data
were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM).

Results
Figure 2 shows the behavioral parameters for spontaneous

locomotion (open field task), spatial memory (Y-maze task),
and sensorial/recognition memory (novel object recognition

test) (Panel A). Rats treated with TAU and STZ showed no

significant differences in the time spent in the center (B) and
periphery (C), crossing (D), or rearing (E) for the open field
task. Concerning spatial memory (Fig. 2F-G), rats treated
with taurine had a significant increase in the num- ber of
entries in the novel arm in TAU per se (5.0 £ 0.43; P =
0.0129) and STZ+TAU (5.0+£0.44; P=0.0221) when
compared to STZ (2.4 + 0.67; P < 0.05), but not in compari-
son to STZ (2.4+0.67; P<0.05), versus VE (4.0+0.70;
P =0.27) (Fig. 2F). No significant differences were observed
in all groups when time spent in the novel arm was mea-
sured (Fig. 2G).

Short-term and long-term memory index values can be seen
in Fig. 2H-1, using the novel object recognition task. One-
way ANOVA indicated a significant decrease in the short-
term memory index inthe STZ group (0.0019 + 0.0007;
P<0.05) when compared to VE (0.0047+0.0006;
P =0.0345) and TAU per se (0.0044 +0.0003; P =0.0356)
(Fig. 2H). However, the taurine treatment for 25 days
showed a protective effect on the short-term memory index
in the STZ + TAU (0.0049 + 0.0004; P = 0.4520) ver- sus
STZ (0.0019+0.0007; P <0.05). In Fig. 2I, Tukey’s

test evidenced a significant difference in long-term mem-
ory index between STZ (-0.00053+0.00087; P <0.05)
versus STZ+TAU (0.0050+0.0020; P=0.0285). STZ
(-0.00053 +0.00087; P <0.05) versus VE (0.0012 +0.0010;
P =0.77); versus TAU per se (0.0039 +0.00096; P =0.09)
showed no significant difference (Fig. 2I).

Figure 3 shows the representative images for insulin
receptor alpha (IR-a) immunoreactivity (Panel A) in the
DG, CAl, and CA3 (Panel B) of rats submitted to SDAT and
treated with taurine. Concerning IR-a in DG (Fig. 3C), rats
treated with taurine had a significant increase in the immu-
noreactivity for IR-o between TAU per se (0.16 + 0.007;
P <0.001) versus STZ (0.11+0.007; P=0.0009); ver-
sus STZ+TAU (0.13+0.008; P=0.0137). TAU per
se (0.16+0.007; P<0.001) versus VE (0.13+0.005;
P = 0.0909) showed no significant difference (Fig. 3C).
No significant differences were observed between the
STZ and STZ + TAU groups. In the CAl (Fig. 3D), a
significant increase in the immunoreactivity for IR-o
only in TAU per se (0.16 + 0.008; P < 0.001) versus STZ
(0.099 +£0.008; P=0.0031), but no significant differences
were observed between VE (0.13 £ 0.012; P =0.1499) or
TAU +STZ (0.12+0.010; P=0.3788) versus STZ. In the
CA3 (Fig. 3E), we observed a significant decrease in the
immunoreactivity for IR-o between STZ (0.12 + 0.005; P
<0.05) versus VE (0.14 £0.004; P =0.0256); versus TAU
(0.17£0.004; P<0.0001). STZ (0.12+0.005; P <0.05)
versus TAU + STZ (0.13 + 0.007; P =0.1882) showed no
significant difference. In addition, we observed a signifi-
cant increase for the IR-o immunoreactivity in TAU per se
(0.17 £0.004; P <0.0001) versus TAU + STZ (0.13+0.007;
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Fig. 2 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on locomotor
activity (evaluated by the open-field task, OF), spatial memory (evalu-
ated by the Y-maze Task), and recognition memory (evaluated by the
Object Recognition Task, ORT) in rats with sporadic dementia of
the Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). # illustration of behav-
ioral tasks used; B time spent in the center in seconds in OF; ¢ time
spent in the periphery in seconds in OF; P number of crossing in OF;

P =0.0036) in the CA3, but not in comparison to the VE
(0.13 + 0.005; P = 0.0989) (Fig. 3E).

Figure 4 shows the representative images for NeuN
immunoreactivity, a convenient marker of post-mitotic

E number of rearing in OF; ¥ number of entries in the novel arm in the
Y-maze task; © time spent in the novel arm in the Y-maze task; " index
for short-term memory (STM) in ORT; ! index for long-term memory
(LTM) in ORT. Statistical significance was determined using a One-
way ANOVA (with Tukey post hoc comparison) at *P < 0.05 and **P
< 0.01 (n =6-10 animals per group)

neurons (Panel A), in the regions of the DG, CAL, and CA3
(Panel B) of rats submitted to SDAT and treated with taurine.
Concerning NeuN immunoreactivity in DG (Fig. 4C), we
observed a significant decrease between STZ (1.39+0.017;
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Fig. 3 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on immunore-
activity for insulin receptor (IR-a) in the hippocampus of rats with
sporadic dementia of Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). » rep-
resentative image for immunoreactivity of IR in the VE, TAU, STZ,
and STZ + TAU groups; B rrepresentative image of the hippocampus
region in relation to the brain; ¢ immunohistochemistry staining for IR
in DG; P immunohistochemistry staining for IR in CA1; E immu-
nohistochemistry staining for IR in CA3. Statistical significance was
determined using One-way ANOVA (with Tukey post hoc compari-
son) at *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001 when
compared with all the groups (n = 6-10 animals per group)

P <0.001) versus VE (1.57+0.021; P=0.001); versus
TAU per se (1.52+0.012; P=0.0048). STZ (1.39+0.017;
P <0.001) versus STZ+TAU (1.45+0.031; P=0.2837)
showed no significant difference. In addition, a signifi- cant
difference was observed between VE (1.57 £ 0.021; P <
0.01) versus the STZ + TAU group (1.45+0.031; P =
0.0048). In the CAl (Fig. 4D), we observed a sig- nificant
decrease in the NeuN immunoreactivity in STZ (1.38
+0.022; P<0.001) versus VE (1.52+0.017;

P =0.0002), versus TAU per se (1.49+0.018; P=0.0045)
and versus STZ + TAU (1.46 + 0.020; P = 0.0499). In the
CA3 (Fig. 4E), we observed a significant decrease in the
NeuN immunoreactivity in STZ (1.37 + 0.014; P < 0.05)
versus VE (1.51 + 0.019; P < 0.0001); versus TAU per se
(1.48+0.017; P=0.0007). STZ (1.37+0.014; P<0.05)
versus STZ + TAU (1.40 + 0.010; P = 0.6499) showed no
significant difference. In addition, we observed a significant
difference in the NeuN immunoreactivity in STZ + TAU
(1.40 + 0.010; P < 0.05) versus VE (1.51 + 0.019; P = 0.011);
and TAU per se (1.48 £0.017; P =0.0111) (Fig. 4E).

Figure 5 shows representative images for Iba-1 (ion- ized
calcium-binding adapter molecule 1), which is used as a
microglial marker (Panel A), in the DG, CAl, and CA3
(Panel B) of rats submitted to SDAT and treated with
taurine. With respect to Iba-lin DG (Fig. 7C), we do
not observe a significant difference between groups. In
the CA1 (Fig. 5D), we observed a significant increase in
Iba-1 immunoreactivity between STZ (0.80 + 0.010; P <
0.05) versus VE (0.77 + 0.005; P< 0.0239); versus TAU
per se (0.73+£0.005; P <0.0001); versus STZ+TAU

(0.77 £ 0.003; P = 0.0347). In addition, we observed a sig-
nificant decrease in Iba-1 immunoreactivity between TAU
per se (0.73+0.005; P <0.05); versus VE (0.77+0.005;
P =0.0087); versus STZ+TAU (0.77 +0.003; P=0.0035)
(Fig. 5D). In the CA3 (Fig. 5E), we observed a significant
increase in the immunoreactivity for Iba-1 immunoreactivity
inthe STZ (0.80+0.010; P <0.05) versus VE (0.77 £0.010;
P =0.0483); versus TAU per se (0.74 +£0.005; P =0.0003);
versus STZ+TAU (0.77 £0.002; P =0.0445).

Figure 6 shows the representative images for GFAP
immunoreactivity, an intermediate filament protein in astro-
cytes (Panel A), in the DG, CA1, and CA3 (Panel B) of rats
submitted to SDAT and treated with taurine. Analyzes for
optical density for GFAP revealed a significant increase
in DG (Fig. 6B) between STZ (1.15+0.094; P <0.05)
versus VE (0.88 + 0.11; P =0.0271); versus TAU per se
(0.89+£0.019, P=0.0286). STZ (1.15+0.094; P <0.05)
versus STZ + TAU (1.03 £ 0.037; P =0.4149) showed no
significant difference (Fig. 6C). In the CAl (Fig. 6D), the
GFAP immunoreactivity was significantly increased in the
STZ group (1.19+0.11; P <0.05) versus VE (0.87£0.019;
P =0.0061); versus TAU per se (0.91 + 0.029; P = 0.0092)
or versus STZ+TAU (0.92+0.026; P =0.0145) (Fig. 4D).
In the CA3 (Fig. 6E), we observed a significant increase in
the GFAP immunoreactivity in STZ (1.08 £ 0.079; P < 0.05)
versus VE (0.87+0.021; P=0.0457). STZ (1.08+0.079;
P <0.05) versus TAU per se (0.90+0.028; P=0.0702) or
versus STZ + TAU (0.96 + 0.009; P =0.3102) showed no
significant differences.

Figure 7 shows representative images for S100p immu-
noreactivity, a late marker of astrocyte development and
characterizing a mature stage (Panel A), in the DG, CA1,
and CA3 (Panel B) of rats submitted to SDAT and treated
with taurine. With respect to S100p in the DG (Fig. 7C), we
do not observe a significant difference between groups. In
the CAL (Fig. 7D), we observed a significant increase for
S100B immunoreactivity between STZ (0.87 + 0.012; P <
0.05) versus VE (0.82+0.012; P =0.0081); versus TAU

per se (0.83 £ 0.007; P =0.0070) or versus STZ + TAU
(0.82 £ 0.006; P = 0.0013). In the CA3 (Fig. 7E), we observed a
significant increase in S100p immunoreactivity in the STZ
(0.87+£0.013; P <0.05) versus the VE group (0.80+0.006;
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Fig. 4 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on immunofluo-
rescence for mature neurons staining with anti-NeuN (green) and coun-
terstained with DAPI (blue) in the hippocampus of rats with sporadic
dementia of Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). A representative
image for immunoreactivity of anti-NeuN in the different regions of
the hippocampus in the VE, TAU, STZ, and STZ + TAU groups; B rep-

P =0.0001); versus TAU per se (0.81+0.005; P=0.0017)
or versus STZ+TAU (0.82+£0.007; P =0.0052).

Figure 8 shows representative images for SOX-9 immu-
noreactivity, a nuclear-specific marker for adult astrocytes
(Panel A), in the DG, CA1, and CA3 (Panel B) of rats sub-
mitted to SDAT and treated with taurine. Figure 8 C shows
the analysis for the optical density of SOX-9 in the DG, we
observed a significant increase between STZ (0.94 + 0.006;
P < 0.05) versus VE (0.82 + 0.022; P = 0.0119); versus
TAU per se (0.78 + 0.044; P = 0.0015); versus STZ + TAU
(0.79+0.25; P=0.0008). In the CAl (Fig. 8D), we
observed a significant increase for SOX-9 immunoreac-
tivity between STZ (0.95+0.016; P <0.05) versus VE
(0.82+£0.014; P=0.0114); versus TAU per se (0.81+0.034;
P =0.0065); versus STZ+TAU (0.79+0.025; P =0.0004).
In the CA3 (Fig. 8E), we observed a significant increase for
SOX-9 immunoreactivity between STZ (0.95 + 0.017; P <
0.05) versus VE (0.82+0.015; P=0.0260); versus

CA1

NeuN+

CA3

NeuN+DAPI DAPI NeuN+ NeuN+DAPI

2.5+ 2.5m i
N Hkkk
2.0 2.0 *
-~ *k * _ *okk
2 2
4 E b z g::
3 © 3 o
z3 =3
- 1.0 ﬁ
s S
0.5
0.0~

resentative image of the hippocampus region in relation to the brain; ©
immunostained of NeuN in DG; P immunostained of NeuN in CA1; E
immunostained of NeuN in CA3. Statistical significance was deter-
mined using One-way ANOVA (with Tukey post hoc comparison) at
*P< 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 when compared with all the
groups (n = 6-10 animals per group)

TAU per se (0.82 £ 0.035; P = 0.0169); versus STZ + TAU
(0.76 £ 0.032; P = 0.0003).

Discussion

Taurine is amino acid with many functions in the nervous
system. In recent years, many studies have found relevant
effects of taurine on cognitive function. This study was con-
ducted to observe the protective effects of taurine on differ-
ent hippocampal regions, such as the DG, CAl and CA3,
which were affected by the action of intracerebroventricular
injections of STZ, a well-established model for the study of
SDAT. STZ injections affect brain glucose uptake, generat-
ing important metabolic alterations and hippocampal neuro-
inflammation, which as a consequence lead to alterations in
memory and learning [19].
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Fig. 5 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on immunostained
microglia with an anti-Iba-1 antibody (magenta) and counterstained
with DAPI (blue) in the hippocampus of rats with sporadic dementia of
the Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). A representative image for
immunoreactivity of anti-Iba-1 in the DG, CA1, and CA3 regions of
the hippocampus in the VE, TAU, STZ, and STZ+TAU groups;

In the behavioral tests performed, we found no signifi- cant
difference regarding the locomotion activity. However, with
respect to spatial memory assessed in the Y-maze task, it is
possible to suggest that taurine has a positive effect on
spatial memory. Besides, our results also showed that short-
and long-term declarative memory was improved by the
action of taurine in comparison to SDAT animals. Taurine
has also been investigated for the improvement of psychiat-
ric disorders in animals, such as memory problems associ-
ated with noise, where similar data for long-term memory
were found by Haider et al.(2020) [26]. Javed et al.(2013),
also shown that taurine can reverse memory deficits in mice
in the Morris water maze test in SDAT animals. Reeta et al.
(2017) showed that taurine protects against memory loss
caused by ICV-STZ, showing that treated mice improved
performance in memory behavioral tasks [27, 28]. The cited
authors report that taurine is involved in mechanisms related
to a decrease in oxidative stress in nervous tissue, thereby
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B representative image of the hippocampus region in relation to the
brain; ¢ immunostained of Iba-1 in DG; P immunostained of Iba-1 in
CA1; B immunostained of Iba-1 in CA3. Statistical significance was
determined using One-way ANOVA (with Tukey post hoc compari-
son) at *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 when compared with
all the groups (n = 6-10 animals per group)

improving local neuroinflammation and consequently spa-
tial and aversive memory impaired by SDAT [27, 28].

The SDAT causes changes in IR, leading a desensitiza- tion
of them and compromising cerebral glucose uptake and
energy metabolism in a prolonged manner [27]. Neurogen-
esis, which drives the formation of new neurons, happens in
adults mainly in the subgranular region (SGZ) of the DG and
is associated with the action of insulin signaling [29, 30]. It
is worth noting that the neuronal IR may be affected by the
more complex morphology of neurons compared to cells of
classical insulin target organs, as well as the wide variety of
lipids unique to the cell membranes of the nervous sys- tem
[31]. Insulin also has a neuroprotective effect, assisting
synaptic plasticity, memory production, and consolidation.
IR are more expressed in neurons than in glial cells, and
in regions such as the hippocampus, amygdala, hypothal-
amus, entorhinal cortex, and olfactory bulb, IR levels are
affected in learning and memory processes [29, 30]. Some
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Fig. 7 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on immunos-
tained with an anti-S100p antibody (red) and counterstained with
DAPI (blue) in the hippocampus of rats with sporadic dementia of the
Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). » representative image for
immunoreactivity of anti-S1008 in the DG, CA1, and CA3 regions
of the hippocampus in the VE, TAU, STZ, and STZ+TAU groups;

studies have shown that taurine can regulate insulin signal-
ing, since taurine intake improves the endocrine function of
the pancreas, increasing overall insulin production and, in
response, there is an increase in the expression and excit-
ability of insulin receptors in the hippocampal region [32].
Our results corroborate these findings, since we showed that
taurine per se increased immunoreactivity for IR-a. How-
ever, STZ seems to reverse this regulatory effect on IR-a
immunoreactivity in the STZ + TAU group.

In the analysis of mature neuron populations, our find- ings
show a reduction in the density of NeuN-labelled cells in
SDAT animals. However, the protective effect of taurine
was observed only in the CA3 region. In agreement, Wang
et al. (2021) observed that taurine was important to increase
NeuN density in the hippocampus of rats exposed to para-
quat, a classical model to induce Parkinson’s disease (PD) in
animals [33]. Glutamatergic pyramidal neurons found in the
cornu ammonis showed co-localization for glutamate, glu-
taminase and taurine [34]. In addition, taurine may reduce
glutamatergic currents via its role as a partial agonist for
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B representative image of the hippocampus region in relation to the
brain; ¢ immunostained of S100B in DG; P immunostained of S100B in
CAL; B immunostained of S100B in CA3. Statistical significance was
determined using a One-way ANOVA (with Tukey post hoc com-
parison) at **P < 0.01 when compared with all the groups (n = 6-10
animals per group)

glycine receptors [35, 36]. Indeed, Se Jong Oh et al. (2020)
showed that taurine increased uptake of the metabolic glu-
tamate receptor type 5 in hippocampal pyramidal neurons,
contributing in the protection against glutamatergic excito-
toxicity in 5XxFAD transgenic mice [37]. The relay role of
the CA3 field in the trisynaptic circuitry of the hippocam-
pus is well established [38], has anatomical features that are
ideal to allow CAS3 to act as a self-associative network and
an input balancing area in hippocampal formation, but the
effects of taurine or SDAT animals on this region are still
poorly understood. It is worth noting that CA3 neuronal net-
works play a crucial role in memory information processes,
and temporal analysis in ventral CA3 showed several tran-
scriptomic changes related to inflammation, neuronal dif-
ferentiation and synaptic transmission [39].

Remembering that the model using intracerebroventricu- lar
injections of STZ causes changes in glucose uptake and thus
generates an imbalance in hippocampal brain metab- olism,
producing many reactive oxygen species, which causes the
release of numerous cytokines by the microglia,



Molecular and Cellular

DG

GFAP+

A DAPI GFAP+DAPI DAPI

STZ +TAU STZ TAU VE

w
(9]

GFAP
(Optical density)
P
'l

Hippocampus

-

o 0.0

Fig. 6 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on immunostained
astrocytes with an anti-GFAP antibody (red) and counterstained with
DAPI (blue) in the hippocampus of rats with sporadic dementia of the
Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). A representative image for
immunoreactivity of anti-GFAP in the DG, CA1, and CA3 regions of
the hippocampus in the VE, TAU, STZ, and STZ + TAU groups; B rep-

generating neuroinflammation [28]. The microglia are
considered the first line of defense of the CNS, actively
functioning against environmental disturbances and contrib-
uting to local homeostasis. With activation of the microg- lia
against tissue insults, reactive astrocytosis occurs [40].
Thus, showing an intimate relationship between microglia
and astrocytes, which in turn have already been described as
cells with immune characteristics and receptors, thus con-
tributing to the innate and adaptive immune responses in the
CNS, besides performing many other functions already
mentioned. In neuroinflammation, there is bidirectional
communication between astrocytes and microglia, and one
can activate the other [41]. After some insults, astrocytes
undergo changes in the expression of multiple factors and
modulate microglial phenotypes and functions through the
production of cytokines, chemokines, calcium, complement
proteins, and other inflammatory mediators, which can
affect microglial functions such as activation, migration,
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*P< 0.05 and **P < 0.01 when compared with all the groups (n = 6-10
animals per group)

and phagocytosis. On the other hand, the microglia can
activate astrocytes, which in turn develop two different phe-
notypes’ phenotype 1 (A1), which is considered destructive
to nerve cells, and phenotype 2 (A2), which is considered
neuroprotective and reparative [40] [42].

Our finding evaluating the Iba-1 marker showed an increase
in microglia reactivity in CA1 and CA3 regions, but not in
DG hippocampus in SDAT animals. However, taurine
treatment for 25 days played an important role in inhibiting
the activation of microglia cells and perhaps could reduce
the release of inflammatory factors. As an endogenous
amino acid, taurine has long been recognized for its anti-
inflammatory and neuroprotective effects [5, 43-45]. In
addition, it has been reported that taurine deple- tion causes
activation of microglia, emphasizing its protec- tive role
against neuroinflammation [44]. Liu et al. (2022) showed
that taurine in vitro inhibited LPS-induced genera- tion of
inflammatory factors and increased ROS intensity
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Fig. 8 Effects of treatment with taurine (100 mg/kg) on immunos-
tained with an anti-SOX-9 antibody (red) and counterstained with
DAPI (blue) in the hippocampus of rats with sporadic dementia of the
Alzheimer’s type (SDAT, STZ 3 mg/kg). ” representative image for
immunoreactivity of anti-SOX-9 in DG, CA1, and CAS3 regions of the
hippocampus in the VE, TAU, STZ, and STZ + TAU groups; B repre-

in BV-2 cells. The same authors demonstrated that taurine
inhibited microglial lysine demethylase 3a (KDM3a), pro-
moting relief of microglia activation in LPS-treated mice
[46]. Wang et al. (2021) also evaluated the immunoreactiv-
ity of Iba-1 in the hippocampus of rats with PD treated with
taurine, noting that taurine was able to reduce the immu-
noreactivity of the microglia in these animals. The authors
comment that one of the mechanisms that taurine uses to
perform neuroprotection is through the inactivation of the
microglia in the neuroinflammatory environment [33]. Since
only the CAl and CA3 regions were responsive to taurine
treatment against the microglial reactivity insult provoked
by STZ, it is possible to suggest from our find- ings that the
microglia were more sensitive in responding in these
regions. In addition, the DG region may possibly be
associated with a delay in the anti-inflammatory feedback
directed at the SDAT group and the animals that received
taurine treatment, since the neuroinflammation, prolifera-
tion and survival of new cells in dentate gyrus of mammals,
whether neurons or glial cells, is a complex process that is
subject to numerous influences.

Considering that microglia are the main source of pro-
inflammatory cytokines, they are believed to be key par-
ticipants in the development of astrogliosis. Before the
astrocyte response, the inflammatory reaction is initiated by
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immunostained of SOX-9 in CA3. Statistical significance was deter-
mined using One-way ANOVA (with Tukey post hoc comparison) at
*P< 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 when compared with all the
groups (n = 6-10 animals per group)

an increase in microglia-derived mediators and activation of
microglia [47]. Park et al. (2021) believe that activation of
the NF-B signaling cascade by resident microglia increases
the potential to convert resting astrocytes into reactive astro-
cytes, which may lead to pathophysiological transformation
of astrocytes in a variety of neurodegenerative disorders,
such as PD and AD disease, and preventing activation of the
microglia-astrocyte activation circuit may help prevent these
diseases [48]. Our data corroborate with other studies
pointing to intense astrogliosis in SDAT rodents [49, 50]
and interestingly taurine regulates this process, since both in
DG and CAl there was a reversal of the astrogliosis pro-
moted by ICV-STZ.

The expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
the use of taurine have quite controversial results, Kim and
Cha (2014) in an experimental model with dou- ble
transgenic mice (APP/PS1) for AD that took doses of
taurine in water observed an increase in GFAP expression in
taurine-treated animals [1]. Su et al. (2014) showed that
after head trauma with intense inflammation and treatment
with taurine for 7 days, GFAP immunoreactivity in the hip-
pocampus was reduced, indicating that taurine reduces local
neuroinflammation in the trauma model [51]. To extend the
analyzes on astrocytes, we evaluated other complementary
markers, such as the labeling of reactive astrocytes using
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calcium-binding protein B (S100B) and a nuclear marker of
astrocytes such as transcription factor 9 (SOX-9).

Our results demonstrate that in CA1 and CA3 regions
SDAT animals show a significant increase in S100p com-
pared to that of the other groups, and taurine-treated animals
reverted this effect. At nanomolar concentrations, S1003
conveys neuroprotective and neurotrophic properties, while
at higher concentrations it has been associated with deleteri-
ous effects, and may form the basis of neurodegenerative
diseases such as AD [52, 53]. Besides, S100p effects are
mediated through the receptor for advanced glycation end
products (RAGE) [52] and a persistent RAGE activation
causes neuronal death as a result of increased production of
reactive oxygen species [54] it is possible to suppose that
antioxidant effects of taurine may also be related to a reduc-
tion in S100B found in taurine-treated animals. S100p is also
associated with cellular aging, where higher concentra- tions
of the protein have been observed in the hippocampus and
cortex related to age-related activation of astrocytes, which
would aid in age-related cognitive deficits, and any
imbalance in the regulation of S100B protein is a direct
cause of hyperphosphorylation of tau, a common finding in
the nervous tissue of AD patients [55, 56]. Intracellularly,
S100B, as a calcium-sensing protein, is known to regulate a
variety of activities, transferring second messenger sig- nals
and interacting with different molecules in different cell
types [57]. In particular, S100B intervenes in cell pro-
liferation, survival and differentiation [58, 59], participates
in the regulation of cellular calcium homeostasis and enzy-
matic activities [60-63], but the data available to date do not
allude to a clearly defined role or function in relation to
different regions of the hippocampus. In our study, we
found no significant difference in the DG region for S100p
immunoreactivity. Although there are a few studies that
have shown that the DG region is less susceptible to oxida-
tive stress [64] compared to CA1 and CA3, it is possible to
assume that these discrepancies found could be attributed to
different concentrations of S100B (toxic) produced by STZ
in the DG region that were not able to cause changes in
S100B immunoreactivity.

Previous studies have suggested that the transcription
factor SOX9 is highly enriched in astrocytes [65-68]. Sun et
al. (2017) reported that comparisons of the transcriptomes of
SOX9+ cells and glutamate-transporting astrocytic cells
(GLT1) indicated that these two markers had a large over-
lap in gene expression. Like other currently used astrocytic
markers, SOX9 specifically targets astrocytes outside neu-
rogenic regions. However, SOX9 also had several advan-
tages in this regard, including the fact that its expression
does not decrease with age or functional status, that the use
of a nuclear marker of the astrocytic phenotype allows a
more conservative assessment of the astrocytic phenotype

than the previous one using cytoplasmic markers [13]. Our
findings showed that for all regions of the hippocampus,
SDAT animals obtained a considerable increase in immuno-
reactivity for SOX-9. Interestingly, SDAT animals treated
with taurine showed a significant reduction in SOX-9, that
in fact, taurine can regulate astrogliosis both by evaluating a
cytoplasmic marker for astrocytes (GFAP) and nuclear and
this reveals that possible neuroprotective mechanisms of
taurine can be associated with a reduction in astrocyte
reactivity. However, despite these findings, the increase in
SOX-9 found in SDAT animals in the DG may be associ-
ated with neural precursors of the astroglial lineage within
the neurogenic zones, perhaps pointing to a compensation in
the balance of new astrocyte formation once that marked
reactive astrogliosis exists in these animals.

Overall, we found that taurine is able to improve spatial
memory and both short and long-term episodic memory,
increase adult neuronal population, considerably inhibit
microglial activation and control astrogliosis in the hippo-
campus of animals with SDAT.
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4 CONCLUSOES

Os resultados sdo consistentes para afirmar que o modelo experimental de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer induzida com a injecéo ICV de STZ foi capaz
de provocar alteracdes na memoéria e neuroinflamacao caracteristicas da DA, nas
regibes do hipocampo estudadas (GD, CAl e CA3), o que esta de acordo com a
literatura, mostrando ser um modelo eficaz para o estudo da doenca.

Além disso, a taurina administrada via gavagem ndo afetou a atividade
locomotora dos animais, mas mostrou-se eficiente, melhorando a memoaria espacial,
bem como tendo um efeito protetor na memoria sensorial de longo e curto prazo,
observada no reconhecimento de objetos pelos animais expostos ao modelo.

A taurina também foi capaz de aumentar a imunorreatividade do RI nas
diferentes regides do hipocampo e exerceu efeitos protetores sobre neurbnios
maduros principalmente na regido do CAL.

Com relacdo as alteracOes gliais, ficou evidente a reatividade apresentada
pela glia no modelo experimental. Nesse sentido, a taurina conseguiu diminuir a
imunorreatividade evidenciada pelos astrécitos. Também foi importante para diminuir
a imunorreatividade de Iba-1 marcador de microglia, principalmente nas regiées CA1
e CA3.

Assim observa-se que a taurina tem uma acdo benéfica sobre a memoaria e

diminui a neuroinflamacao importante na DA.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “O papel e a
dindmica morfofuncional do hipocampo: efeitos da taurina nos aspectos
comportamentais, bioquimicos e histolégicos em modelos animais para a doenga de
Alzheimer”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEUA) da
UFCSPA (Parecer N° 620/19) (Anexo).

Nesse grande projeto, realizamos o modelo experimental de deméncia
esporadica do tipo Alzheimer, descrito nesta tese, e também um modelo de amnésia
com o uso de escopolamina. Os dois modelos foram planejados como projeto de
doutorado, porém o modelo de amnésia estd na fase de andlise estatistica dos
dados, para posterior confeccdo de um artigo para a divulgacdo cientifica dos
resultados encontrados.

O estudo baseou-se no fato de a taurina ser um aminoacido abundante no
corpo humano e ter efeitos importantes em diferentes 6rgéos e sistemas. Estudos
anteriores do nosso grupo revelaram que esse aminoacido tem efeitos importantes

no SNC.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO
1) PROTOCOLO N°: 241/18 Parecer 620/19

2) DATA DO PARECER: 13/03/2019

3) TITULO DO PROJETO:

O papel e a dinamica morfofuncional do hipocampo: Efeitos da Taurina nos aspectos
comportamentais, bioquimicos e histologicos em modelos animais para a doenga de
Alzheimer

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Marilda da Cruz Fernandes

5) RESUMO DO PROJETO:

Evidéncias sugerem que a taurina desempenha fungdes biologicas importantes como
molécula anti-inflamatéria, antiarritmica, reguladora dos canais i6nicos, entre outras.
Essa situagao indica que a taurina pode ser utilizada como neuroprotetor, apresentando-
se como uma nova alternativa que contribuirda na prevengdo dos déficits cognitivos
induzidos pela doenga de Alzheimer. Assim, nesse estudo serdo avaliadas as possiveis
alteragdes morfologicas e neuroquimicas no hipocampo, principalmente relacionadas
aos mecanismos de reparo celular, bem como investigar alteragdoes imuno-histoquimicas
em células gliais e neuronais, baseado em um bloqueio da neurotransmissao colinérgica
e nas fungdes hipocampiais a partir da administragio de estreptozotocina
intracerebroventricular em animais, sendo esse, um modelo de deméncia esporadica do
tipo Alzheimer (DETA). Nesse modelo sera avaliada a agao neuroprotera da taurina em
dos protocolos experimentais de amnésia induzida por escopolamina e em um modelo
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neurénios imaturos e adultos e a arquitetura de células da macroglia do hipocampo de
animais submetidos a dos modelos experimentais para a doenca de Alzheimer que
pioraram a sinalizagao colinérgica bem como verificar se a taurina atua como composto
neuroproteror e anti-amnésico.
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Objetivos Adequados [ | Comentarios
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