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RESUMO

Diabetes é uma desordem metabdlica prevalente, com elevado risco de
comorbidades. A hiperglicemia crénica promove estresse oxidativo e desencadeia
processos inflamatorios, alterando fungdes em tecidos periféricos e centrais. No
sistema nervoso central (SNC), aumenta risco de alteragdes de humor como
depressao, possivelmente relacionados ao dano neuronal e alteragdo de sistemas
neurotransmissores, como GABA e glutamato. Ratos diabéticos apresentam
comportamento tipo-depressivo no teste do nado for¢cado, prevenido por agonistas
GABAérgicos, justificando interesse nesse sistema neurotransmissor. Taurina € um
aminoacido com propriedades antidiabética, osmorreguladora, antioxidante,
neuroprotetora e neuromoduladora, amplamente distribuido no SNC. Nosso objetivo
neste estudo foi investigar mecanismos relacionados ao efeito antidepressivo da
taurina, considerando sua agao sobre a transmissao inibitéria e excitatoria, bem
como suas propriedades neuroprotetoras em ratos diabéticos. Foram utilizados ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina e nao diabéticos, tratados com salina ou
taurina, na dose de 100 mg/kg, via intraperitoneal, por 28 dias. Para investigar o
efeito neuromodulador da taurina sobre o sistema GABAérgico, avaliamos a
expressdo de mMRNA da subunidade a; do receptor GABAA, e do BDNF.
Adicionalmente, para confirmar a interagao da taurina sobre a transmisséo inibitéria
e influéncia sobre a excitatéria, analisamos as concentragdes de GABA e glutamato
extracelulares no hipocampo de ratos. Finalmente, exploramos o efeito neuroprotetor
da taurina, considerando parametros de estresse oxidativo e inflamatdrios, no
hipocampo e coértex frontal de ratos. Nossos resultados mostraram que o diabetes
aumentou a expressdo de mRNA da subunidade a; do receptor GABA,, além de
aumentar os niveis de GABA e glutamato no hipocampo de ratos, apds a natagao
forgada. Diabetes também reduziu a expressdo de mRNA de BDNF, associado ao
menor peso do cérebro desses animais. Diabetes aumentou dano oxidativo ao DNA,
tanto no hipocampo como no cortex frontal, além de aumentar citocinas
inflamatdrias, principalmente no hipocampo. Taurina reverteu a maioria das
alteragdes provocadas pelo diabetes. Portanto, taurina apresenta importante efeito
neuromodulador, observado pela sua interferencia sobre o sistema GABAérgico; e
neuroprotetor, observado pela sua acdo sobre BDNF, estresse oxidativo, dano ao



DNA e inflamagdo. Tais efeitos poderiam justificar em parte, seu efeito
antidepressivo. A multiplicidade de mecanismos observados, associada a sua
seguranga ja comprovada, poderiam justificar a indicagdo da taurina como adjuvante
no tratamento da depressdo em pacientes resistentes as terapias convencionais,

especialmente em diabéticos.

Palavras-chave: estreptozotocina, GABA, microdidlise, ensaio cometa, estresse

oxidativo, inflamacéao



ABSTRACT

Diabetes is highly prevalent metabolic disorder, with high risk of comorbidity.
Chronic hyperglycemia promotes oxidative stress and triggers inflammatory
processes, changing functions in central and peripheral tissues. In the central
nervous system (CNS), increases risk of mood disorders such as depression,
possibly related to neuronal damage and interference with neurotransmitter systems
like GABA and glutamate. Diabetic rats exhibit depressive-like behavior in the forced
swim test, prevented by GABAergic agonists, justifying interest in this
neurotransmitter system. Taurine is semi-essential amino acid with antidiabetic,
osmoregulation, antioxidant, neuroprotective and neuromodulator properties, and it is
widely distributed in the CNS. Our aim in this study was to investigate possible
mechanisms related to the antidepressant effect of taurine, considering interference
on the inhibitory and excitatory transmission, as well as its neuroprotective properties
in diabetic rats. Contemplating these objectives, we used streptozotocin-induced
diabetic rats and non diabetic rats treated with saline or taurine, at dose of 100 mg/kg
intraperitoneally, for 28 days. To investigate the neuromodulatory effect of taurine on
the GABAergic system, we evaluate the mRNA expression of GABAA receptor a;
subunit and BDNF. Additionally, to confirm the interaction of taurine on the inhibitory
transmission and testing their effect on excitatory transmission, we analyzed the
GABA and glutamate extracellular efflux in the hippocampus of rats. Finally, we
explored the neuroprotective effect of taurine, considering parameters of oxidative
stress and inflammation in the hippocampus and frontal cortex of rats. Our results
showed that diabetes increased mMRNA expression of GABAa receptor a, subunit, in
addition to increasing levels of GABA and glutamate in the hippocampus of rats after
forced swimming. Diabetes also reduced BDNF mRNA expression, associated with
lower weight of the brains of these animals. Diabetes increased oxidative damage to
DNA in both, the hippocampus and the frontal cortex, besides increasing
inflammatory cytokines, particularly in the hippocampus. Taurine reversed most
diabetes changes. Therefore, taurine showed important neuromodulator effect,
observed for its interference on the GABAergic system; and neuroprotector,
observed by its effect on BDNF, oxidative stress, DNA damage and inflammation.
These effects, could explain, in part, its antidepressant effect. The multiplicity of



mechanisms, associated with their safety already proved, could justify the indication
of taurine as an adjunct in the treatment of depression in patients resistant to
conventional therapies, especially in diabetics.

Key-words: streptozotocin, GABA, microdialysis, comet assay, oxidative stress,

inflammation
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1.1 INTRODUGAO

1.1.1 DIABETES MELLITUS E ALTERACOES NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Diabetes mellitus € uma doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia
decorrente de relativa ou absoluta falta de insulina. O crescente numero de casos de
diabetes remete preocupacido substancial dos sistemas de saude no mundo e no
Brasil. Estimativas revelam que no mundo existem 382 milhdes de individuos com
diabetes e, em 2035, esse numero chegara a 471 milhdes de casos (WILD et al.,
2004). O Brasil é o 4° no ranking entre paises com maior nimero de casos de
diabetes, perfazendo um total de 11,9 milhdes de diabéticos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). Diabetes tipo 1 (DM1) corresponde a cerca de 5
a 10% dos casos da doenga e é ocasionado pela destruicdo autoimune das células
B-pancreaticas, promovendo deficiéncia de insulina. Diabetes tipo 2 (DM2)
corresponde a 80% dos casos e resulta da insuficiéncia e ou resisténcia a insulina
pelos tecidos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016).

O diabetes altera ndo apenas o metabolismo de carboidratos, mas também o
metabolismo de proteinas e lipideos. Sem controle adequado, o diabetes aumenta
risco de complicagdes microvasculares, tais como retinopatia, nefropatia e
neuropatia, € macrovasculares, incluindo isquemia cardiovascular, acidente vascular
encefalico e doencga vascular periférica (CHAMBERLAIN et al., 2016).

Além das complicacbes micro e macrovasculares mais comumente
associadas ao mau controle glicémico no diabetes, a hiperglicemia crénica pode
afetar a fungao de outros 6rgéaos, como o sistema nervoso central (SNC). Neurénios
e musculos diferem na forma de captagdo da glicose do meio extracelular.
Neurénios utilizam glicose como fonte de energia e sua captagdo é feita por
transportadores de glicose GLUT de forma independente da insulina, sendo apenas
dependente da diferenga de concentragao de glicose no meio intra e extracelular. Na
hiperglicemia, neurbnios captam até 4 vezes mais glicose, e caso os episoédios
sejam persistentes, o metabolismo da glicose causa importante dano neuronal
(TOMLINSON; GARDINER, 2008). A investigagdo sobre os efeitos danosos do
diabetes sobre o SNC teve seu inicio em 1922, quando pesquisadores avaliaram

memoria e atengdo em pacientes diabéticos em testes cognitivos (MILES, 1922).
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Naquele estudo, identificou-se que diabéticos apresentavam menor desempenho em
testes de memoéria e atengdo (MILES, 1922). Ja em 1950, o termo encefalopatia
diabética comegou a ser utilizado para descrever disfungdo cerebral e cognitiva em
diabéticos (DJONG, 1950). Atualmente, evidéncias comprovam a magnitude do
prejuizo promovido pelo diabetes sobre o cérebro, mostrando a influéncia da doenca
sobre alteragbes fisiologicas (TOMLINSON; GARDINER, 2008), neuroenddcrinas
(SCHWARTZ; STRACK; DALLMAN, 1997), neuroanatébmicas (ERUS et al., 2015) e
neuroquimicas (YAMATO et al., 2004).

1.1.1.1 Alteragdes fisiolégicas do diabetes

Como mencionado anteriormente, neurénios ndo necessitam de insulina para
captar glicose da corrente sanguinea e no caso de hiperglicemia, o aumento dos
niveis plasmaticos de glicose aumenta também os niveis intracelulares de glicose.
Nesse contexto, o excesso de glicose ativa a enzima aldose redutase, produzindo
quantidades elevadas de sorbitol, ativando a via dos poliéis. O acumulo de sorbitol
nas células nervosas ocorre tanto pela sua producido exacerbada como também pela
dificuldade no transporte através da membrana plasmatica, devido sua baixa
permeabilidade. Como consequéncia, o excesso de sorbitol produz toxicidade nas
células neuronais pelo aumento do efeito osmético e pela ativacdo de cascastas
apoptéticas (PRICE et al., 2004).

Outro efeito prejudicial da hiperglicemia crénica é a formagao de produtos
finais de glicacdo avangada (do inglés, Advanced Glycation End-Products — AGESs)
(YAMAGISHI; MATSUI, 2010). A formacao desses compostos irreversiveis tem
origem na condensacédo da glicose com o grupamento amino de proteinas apoés
varias reacoes e rearranjos. Os principais efeitos deletérios dos AGEs estéo
relacionados a sua capacidade oxidante de modificar as propriedades quimicas e
funcionais das mais diversas estruturas biologicas, além de aumentar a expressao
de mediadores inflamatérios e promover estresse oxidativo (DOMINGUETI et al.,
2015).

O acoplamento dos AGEs aos seus receptores RAGE (do inglés, receptores
for advanced glycation end-products), na superficie de células endoteliais,

musculatura lisa, fibroblastos, linfocitos, mondcitos, macréfagos e astrocitos resulta
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na ativagao do fator de transcrigao nuclear NF-«B (do inglés, nuclear factor-kappa B)
(DOMINGUETI et al., 2015). Apds essa ativagdo, o NF-kB induz a transcricdo de
varios genes, entre eles mediadores que regulam processos de imunidade,
proliferacdo, apoptose, senescéncia celular e inflamagdo. Na inflamacao, o NF-xB
regula a expressdo génica de quimiocinas, enzimas inflamatérias, moléculas de
adesao e citocinas inflamatorias, tais como Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6)
e Fator de Necrose Tumoral alfa (do inglés, Tumoral Necrosis Factor alpha — TNF-
a), desencadeando assim, uma resposta inflamatéria (BISWAS, 2016).

A inflamagao € um processo biolégico fundamental para combater condigbes
patolégicas agudas ou cronicas, mantendo a homeostasia celular e tecidual através
de mecanismos de reparo (MURIACH et al., 2014). Entretanto, em situagbes em que
a inflamagao torna-se persistente, como no diabetes, a amplificagcdo da resposta
inflamatéria leva a alteracado da funcao tecidual, com desequilibrio na homeostasia
de forma persistente e sistematica, levando ao desenvolvimento de complicacdes. A
resposta inflamatodria € desencadeada pela infiltracdo de células do sistema imune,
como neutrofilos, mondcitos e linfécitos no local da inflamacgao. Estas células liberam
fatores que atraem moléculas de adesdao como molécula de adesao intercelular-1
(do inglés, intercellular adhesion molecule-1 — ICAM-1), molécula de adesao celular
vascular-1 vascular (do inglés, cell adhesion molecule-1 — VCAM-1) e proteina
quimiotatica de monécitos-1 (do inglés, chemokines likemonocyte chemoattractant
protein 1 — MCP-1) e interleucina 8, sendo cruciais para a infiltragcdo celular
inflamatéria. No local da inflamacdo, as células inflamatdrias liberam enzimas,
radicais livres (superoxido, peréxido de hidrogénio, acido hipocloroso) e mediadores
quimicos (eicosanoides, citocinas, quimiocinas) para combater patégenos invasores
(MURIACH et al., 2014).

A ligagdo dos AGEs em receptores RAGE desencadeia tanto processos
inflamatorios, como também estresse oxidativo. Como mencionado, mediadores
inflamatérios liberam radicais livres no local da inflamacdo que podem levar a
exagerado estresse oxidativo. Definimos estresse oxidativo como desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, em favor de oxidantes, levando a ruptura do controle
redox e ao dano tecidual (BISWAS, 2016). Radicais livres s&o espécies reativas que
contém um ou mais elétrons despareados, sendo extremamente reativos com outras

especies, devido sua forte tendéncia de roubar elétrons a fim de tornar-se estavel
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(EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004). As espécies reativas de oxigénio (EROs)
contém radicais livres e n&o-radicais na sua estrutura e podem tornar-se agentes
oxidantes ou entdo, sdo convertidos em radicais. A formacdo de EROs é derivada do
metabolismo celular, como por exemplo, no metabolismo oxidativo da glicose na
mitocondria. O primeiro ERO formado é o radical superéxido (O2"7), que reage com a
enzima superéxido dismutase (SOD) dando origem ao peroxido de hidrogénio
(H202), que por sua vez, se nao sofrer agdo da enzima catalase (CAT) ou da
glutationa peroxidase, pode originar outro radical altamente deletério ao organismo,
radical hidroxil (OH®), que produz danos a lipideos, proteinas ou DNA, gerando
peroxidagao lipidica e dano ao DNA (BISWAS, 2016). No diabetes, o aumento na
formacéao de EROs esta relacionada a inflamagao, ao comprometimento de enzimas
antioxidantes (OBROSOVA et al., 2002), e pelo aumento do metabolismo oxidativo
da glicose na mitocdndria, promovendo estresse oxidativo (TOMLINSON;
GARDINER, 2008).

Como existe uma forte relacédo de interdependéncia entre estresse oxidativo e
inflamagcdo, onde a presenga de um mecanismo patogénico estimula o
desenvolvimento de outro, ERO como peréxido de hidrogénio também ativa NF-«B,
iniciando cascata de sinalizagao, aumentando a expressao génica de citocinas pré-
inflamatérias, potencializando a resposta inflamatéria e oxidativa e levando a morte
neuronal (BISWAS, 2016). AGEs, que também ativam NF-«xB, tém sido detectados
em grande quantidade no cérebro, promovendo estes eventos patofisioldgicos
mencionados e propiciando o desenvolvimento de complicagcdes diabéticas (Figura
1) (GOH; COOPER, 2008; GUGLIELMOTTO et al., 2012; NARDIN et al., 2016).

1.1.1.2 Alteragdes neuroenddcrinas

Dentre as alteragbes neuroenddcrinas encontradas no diabetes, o prejuizo na
funcdo e atividade do eixo hipotalamo-hipofisario adrenal (do inglés, hypothalamic-
pituitary-adrenal — HPA) foi evidenciado em modelos animais de diabetes (CHAN et
al., 2001; SCHWARTZ; STRACK; DALLMAN, 1997; SI; YANG; FU, 2015). Essas
evidéncias mostraram que ratos diabéticos exibiram aumento dos niveis plasmaticos

de corticosterona, com diminuigdo de ACTH hipofisiario.
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1.1.1.3 Alteragdes neuroestruturais

Estudos pré-clinicos tém demonstrado que o diabetes tem impacto negativo
na perda neuronal, promovendo alteragdes neuroanatdmicas que podem também
ser observadas em humanos. Longo periodo de diabetes promove diminui¢do na
proliferacdo de células hipocampais em animais, além de aumentar morte neuronal
por necrose ou apoptose, confirmada por diversos marcadores, nessa mesma
regiao, sendo acompanhada por alteragcées de fungédo cognitiva (BEAUQUIS et al.,
2006; JAFARI ANARKOOLI et al., 2008; LI et al., 2002; SADEGHI et al., 2016).
Estudos clinicos de neuroimagem também indicam associagao entre diabetes e
anormalidades na estrutura cerebral, mostrando que pacientes diabéticos
apresentam importante atrofia cerebral, com redugédo no volume da matéria cinzenta
em varias regides (ERUS et al., 2015; MOHEET; MANGIA; SEAQUIST, 2015). O
tratamento glicémico intensivo possibilita preservacdo de algumas estruturas
cerebrais, mas nao de todas (ERUS et al., 2015; HO; SOMMERS; LUCKI, 2013).

[.1.1.4 Alteragdes neuroquimicas

O diabetes também altera a neuroquimica cerebral tanto em ratos quanto em
humanos. Estudos por microdidlise mostram que monoaminas extracelulares como,
serotonina, noradrenalina e dopamina estdo reduzidas no hipocampo, hipotalamo e
estriado de ratos diabéticos, induzidos pela toxina estreptozotocina (STZ) ou em
ratos diabéticos geneticamente modificados (KINO; YAMATO; AOMINE, 2004,
YAMATO et al.,, 2004; OHTANI; OHTA; SUGANO, 1997). Entretanto, no nucleo
arqueado os resultados sao controversos, mostrando aumento de noradrenalina,
dopamina e serotonina em ratos diabéticos (BARBER et al., 2003). Administracao de
insulina e, concomitantemente redugdo glicémica, revertem essas alteragbes de
monoaminas, mostrando uma relagdo entre controle glicémico e o0s niveis
extracelulares monoaminérgicos no ceérebro de ratos (BARBER et al., 2003;
OHTANI; OHTA; SUGANO, 1997; YAMATO et al., 2004).

Além do sistema monoaminérgico, os sistemas GABAérgico e glutamatérgico
também s&o influenciados pelo diabetes. Acido y-aminobutirico (GABA), principal
neurotransmissor inibitério do SNC, estd aumentado no hipotalamo de ratos
induzidos ao diabetes por STZ (OHTANI; OHTA; SUGANO, 1997). Em estudo em
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nosso laboratorio, apesar de nao ser encontrada alteragdo de GABA basal em ratos
diabéticos induzidos por STZ comparados a ratos nao diabéticos, foi identificado
retardo na liberacdo de GABA extracelular no estriado, apds exposi¢cao desses
animais ao modelo de natag&o forcada (FST, do inglés, Forced Swimming Test),
teste que avalia propriedades antidepressivas de novos farmacos (GOMEZ et al.,
2003). Além disso, a hiperglicemia também afeta o compartimento pré-sinaptico no
tecido neuronal, reduzindo a quantidade de transportadores de GABA no neurdnio
pré-sinaptico apoés 2 semanas de diabetes (BAPTISTA et al., 2011). Quanto ao
glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, foi observada diminuigéo
na liberacido desse neurotransmissor no hipocampo de ratos apds 12 semanas de
diabetes (REISI et al., 2009). Entretanto, testes in vitro com sinaptossomos
hipocampais extraidos de ratos com 8 semanas de diabetes mostram que a
liberagao de glutamato estd aumentada (BAPTISTA et al., 2011).

Essas evidéncias revelam que mudangas neurofisiolégicas e enddcrinas
ocasionadas pelo diabetes aumentam a glicose sanguinea e cerebral, promovendo
deterioragdo na morfologia cerebral, além de ocasionar desequilibrio na atividade
monoaminérgica, GABAérgica e glutamatérgica. Essas mudangas podem se tornar
persistentes e proeminentes, e esse desequilibrio, principalmente entre a excitagao
e inibicdo, pode levar a disfungao neuronal, com prejuizos cognitivos de memoria e
atencdo, e o aparecimento de comorbidades como depressdo de humor (KODL;
SEAQUIST, 2008; BERGE; RIISE, 2015; MOHEET; MANGIA; SEAQUIST, 2015;
GURURAJAN et al., 2016).
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Figura 1 — Alteragdes neurofisiolégicas decorrentes do diabetes que resultam em
dano e morte neuronal no sistema nervoso central. Fonte: Adaptado de MURIACH et
al., 2014.

[.1.1.5 Diabetes e depressao

Diabetes e depressdo, de modo independente, sdo classificados como
principais causas de incapacidade no mundo moderno. No Brasil, diabetes e
depressao perfazem respectivamente a 6° e 72 causa de anos de vida ajustados por
incapacidade (do inglés Quality-adjusted life-year-QALY) (MURRAY et al., 2015),
refletindo alta prevaléncia e incapacitacdo de ambas as doengas. O diagndstico de
depressao em diabéticos mostra relevante interatividade, podendo tanto o diabetes
agravar os sintomas de depressdao como a depressdo aumentar risco de
complicagdes relacionadas ao diabetes (MOUSSAVI et al., 2007). Por outo lado, a
depressao pode aumentar o risco de diabetes, pois promove mudancas
comportamentais como diminuicdo de atividade fisica e maus habitos alimentares,
com consequente reducdo do metabolismo da glicose, hiperinsulinemia,

hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina (LUSTMAN et al., 2000).
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Coincidentemente, estudos revelam que a incidéncia da depressao € 2 a 3
vezes maior em individuos diabéticos do que em n&o diabéticos e que 1 em cada 3
pacientes diabéticos apresentam algum tipo de depressdao (ANDERSON et al.,
2001). Pacientes diabéticos depressivos tem piora significativa no seu prognastico,
aderem menos ao tratamento medicamentoso e sao predispostos ao maior risco de
obesidade, pobre controle glicémico, tabagismo e sedentarismo (GOLDNEY et al.,
2004).

Embora haja uma associagao entre mau controle glicémico e maior risco de
depressdo em pacientes diabéticos (LUSTMAN et al., 1992), os mecanismos
patofisioldgicos envolvidos na etiologia da depressdo ainda nao estdo bem
elucidados. A homeostase fisiolégica no SNC depende do equilibrio mantido por dois
neurotransmissores com fungdes opostas de inibigdo e excitagao neuronal, GABA e
glutamato, respectivamente (SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012). Entretanto,
o desequilibrio entre GABA e glutamato tem sido implicado na patofisiologia da
depressao (SANACORA et al.,, 2004; SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012;
RUBIO-CASILLAS; FERNANDEZ-GUASTI, 2016).

O GABA ¢é abundante e amplamente distribuido no SNC, atuando como um
neurotransmissor inibitério e participando do metabolismo energético. Por meio de
sua neurotransmissao inibitéria, modula uma série de mecanismos fisioldgicos e
comportamentais (PAREDES; AGMO, 1992). E sintetizado a partir do glutamato pela
enzima acido glutamico descarboxilase (GAD) que possui duas isoformas GADG5 e
GADG67. O término de sua acdo € mediado por transportadores nomeados GAT,
presente em neurdnios e astrocitos. Uma vez na fenda sinaptica, GABA se liga em
receptores ionotropicos do tipo GABAA e metabotrépicos do tipo GABAg. A ligagao
em receptores do tipo GABAA permite influxo de ions cloreto no neurbnio poés-
sinaptico, mediando transmissdao sinaptica inibitéria (KENDELL; KRYSTAL;
SANACORA, 2005).

O glutamato é sintetizado a partir de glicose ou de glutamina, produzida e
secretada pelas células da glia, sendo transportada nas terminagdes nervosas e
convertida em glutamato. Os receptores de glutamato s&o classificados em
ionotroficos (NMDA, AMPA e cainato) e metabotropicos (mGIluR), e o término da
transmissao glutamatérgica se da por recaptagdo do glutamato por seus
transportadores pré-sinapticos e glias (EATT). A ligacdo do glutamato a seus

receptores desencadeia eventos fisiologicos e fisiopatoldgicos, incluindo sensagao
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aumentada de dor (hiperalgesia), neurotoxicidade cerebral e alteragdes sinapticas
envolvidas em certos tipos de formacao da memodria (SANACORA; TRECCANI;
POPOLI, 2012).

Evidéncias mostram que a neurotransmissao GABAérgica esta diminuida em
individuos com depressao. GABA esta diminuido no liquido cefalorraquidiano (GOLD
et al., 1980), no plasma (SANACORA; SARICICEK, 2007) e no cérebro de pacientes
depressivos (SANACORA et al., 1999). Ja a neurotransmissao excitatdria parece
estar aumentada nesses individuos, mostrando niveis aumentados tanto no plasma
de pacientes depressivos (MAURI et al., 1998), quanto no cérebro de individuos com
depressao (HASHIMOTO; SAWA; IYO, 2007) ou com bipolaridade (LAN et al.,
2009). Em modelos animais espontaneamente induzidos a depressao, reduzida
expressado genética e funcao nos receptores de glutamato no hipocampo foram
encontradas (MATRISCIANO et al., 2008), e estudos clinicos sugerem uma redugao
na expressao génica de transportadores de membrana de glutamato no hipocampo
de pacientes depressivos (MEDINA et al.,, 2013). Esse desequilibrio entre a
transmissao inibitéria e excitatéria poderia contribuir para o desenvolvimento de
sintomas depressivos.

Tanto a hiperglicemia crénica quanto eventos neurofisiolégicos derivados
desse desequilibrio na circuitaria inibitéria e excitatéria, podem produzir alteracdes
comportamentais em animais diabéticos avaliados em modelos de depressao. Em
estudos realizados em nosso laboratério, verificamos que ratos induzidos ao
diabetes apresentam o dobro do tempo de imobilidade no teste do nado forgcado
quando comparados com ratos nao diabéticos, revelando um comportamento tipo-
depressivo (GOMEZ; BARROS, 2000, CALETTI et al., 2012). Substancias
GABAérgicas, como clonazepam e taurina revertem o comportamento tipo-
depressivo, reduzindo a imobilidade desses animais (GOMEZ; BARROS, 2000;
CALETTI et al., 2012). Embora nesse modelo, o0 aumento da imobilidade possa estar
associado ao estado de saude dos animais, uma vez que apresentam declinio fisico
referente a rapida perda de peso, animais diabéticos ndo apresentam reducao
significativa da atividade locomotora quando testados no campo aberto ou quando
expostos a ambiente novo (CALETTI et al., 2012; POPOVIC et al., 2001).

Niveis alterados de BDNF (do inglés, brain derived neurotrophic factor)
também sio identificados no plasma de pacientes diabéticos. BDNF é uma proteina

pertencente a familia de neurotrofinas, responsavel pela sobrevivéncia, crescimento
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e manutencdo neuronal (PARK; POO, 2012). A interrupgao do suporte neurotrofico
tem sido associada a atrofia e perda neuronal, constituindo um dos mecanismos
propostos para redugdo de volume do tecido neuronal em regides do cérebro
(DUMAN, 2014). Além disso, uma redugdo dos niveis de BDNF também é
encontrada em pacientes depressivos, recuperando seus niveis normais apoés
tratamento com antidepressivos (BRUNONI; LOPES; FREGNI, 2008).

Mecanismos neuroenddcrinos, como ativagao do eixo hipotalamo-hipofisario-
adrenal — HPA, com aumento do cortisol e catecolaminas também podem estar
envolvidos na etiologia da depressdo em diabéticos (HOLT; DE GROOT; GOLDEN,
2014), uma vez que niveis aumentados de horménios do estresse sao encontrados
em depressivos (DE KLOET; DERIJK; MEIJER, 2007). Sabe-se que a ativagao do
eixo HPA pelo diabetes esta associada a morte e atrofia neuronal, bem como
reducao da producao de fatores neurotréficos como o BDNF e alteracdo na funcéao
de sistemas neurotransmissores, todos implicado na etiologia da depressao
(RUSTAD; MUSSELMAN; NEMEROFF, 2011; PUGAZHENTHI; QIN; REDDY, 2016).
Assim, essas mudancas promovidas pelo diabetes favorecem o desenvolvimento
dos sintomas depressivos (KAMAL et al., 2006).

Além das alteracdes enddcrinas, alteragdes metabdlicas no SNC podem estar
relacionadas a etiologia da depressdo em diabéticos. Como mencionado
anteriormente, a hiperglicemia crbénica favorece a formacdo de AGEs e essas
substancias tém sido detectados em grande quantidade no cérebro, estando
relacionados aos eventos patofisiolégicos das complicagbes diabéticas, como déficit
cognitivo e de memodria ou depressao de humor, além de prejuizo na comunicagao
glutamatérgica em ratos diabéticos (GOH; COOPER, 2008; GUGLIELMOTTO et al.,
2012; NARDIN et al., 2016). Além disso, a ligagdo de AGEs ao seu respectivo
receptor RAGE induz a translocacdo de NF-xB ao nucleo celular, aumentando a
expressao génica de mediadores inflamatérios e, por consequéncia, de EROs. O
aumento de mediadores inflamatérios e de estresse oxidativo € evidenciado também
em pacientes depressivos, mostrando importante interagdo com o SNC, promovendo
alteracbes na neurotransmissdo, neuroendécrinas e na neuroplasticidade de
maneira semelhante ao diabetes, contribuindo assim, para o desenvolvimento da
depressao (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).

Parece evidente que mudangas em longo prazo ocasionadas pela

hiperglicemia em varias regides cerebrais e em circuitarias distintas que medeiam



comportamentos cognitivos e emocionais, representam a base biolégica de

transtornos de humor. E essas alteragbes sdo na grande maioria, compartilhadas

aos eventos patofisiolégicos que induzem o desenvolvimento de diversos tipos de

depressdo (Figura 2). Portanto, agentes terapéuticos que de maneira geral

promovam controle dos efeitos patofisiologicos no diabetes, revertendo mudangas

comportamentais nesses individuos, poderiam ser considerados alvos terapéuticos

prevenindo ou amenizando o desenvolvimento de depressao no diabético.
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Figura 2 — Mecanismos patofisioldgicos que contribuem para o desenvolvimento da

depressao em diabéticos.
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[.1.2 TAURINA

A taurina é considerada um aminoacido condicionalmente essencial porque
nao esta incorporado em proteina, estando presente no organismo como molécula
livre ou em peptideos simples (HUXTABLE, 1992; SIRDAH, 2015). No organismo,
deriva da sintese enddgena ou da absorgao intestinal de taurina exdgena. A taurina
€ sintetizada no figado e em menor quantidade no cérebro, pulmdes, musculo
esquelético, tecido adiposo e glandulas mamarias, distribuindo-se amplamente pelo
organismo (LAMBERT et al., 2015). A taurina exdégena, por outro lado, é obtida
principalmente de frutos do mar e carne bovina, ou por ingestdo de bebidas
energéticas (STAPLETON et al., 1997; LAMBERT et al., 2015). A quantidade de
taurina presente num individuo de 70 kg é de aproximadamente 70 g (0,1%), com
uma concentragao plasmatica de 10 a 100 uM (HUXTABLE, 1992). No SNC, sua
concentragao varia de 8 a 20 yM no meio extracelular, entretanto o aminoacido é
encontrado principalmente no meio intracelular, correspondendo a uma razio
intracelular : extracelular de 600:1 (DELLA CORTE et al., 2002).

A taurina € um dos aminoacidos mais abundante nos mamiferos, sendo mais
acido que os demais por apresentar grupamento sulfénico (SOsH) em substituigdo
ao grupo carboxila (COOH) na sua estrutura (Figura 3). Esse grupamento confere

propriedades antioxidantes ao aminoacido (PATEL et al., 2016).

Figura 3 — Estrutura quimica planar (A) e tridimensional (B) do aminoacido taurina.
Fonte: Adaptado de SIRDAH, 2015.

O equilibrio dindmico de taurina é mantido por meio de sua absorgao, sintese,
armazenamento e excregdo (LAMBERT et al., 2015). A taurina € absorvida no trato
intestinal por transportadores de taurina (TauT) dependentes de Na* e CI', sendo
amplamente distribuida aos tecidos pela corrente sanguinea. Na sintese enddgena,

pelo figado, a taurina é derivada da metionina e cisteina, por reagdes de
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descarboxilagdo e oxidagdo (Figura 4). Nesse processo de sintese, algumas
enzimas sao dependentes de vitamina Bg como co-fator (HANSEN, 2001), uma
enzima que sabidamente esta reduzida em individuos diabéticos (AHN; MIN; CHO,
2011), justificando menor concentracdo de taurina plasmatica nesses individuos
(FRANCONI et al., 1995; MERHEB et al., 2007). Taurina ndo sofre metabolizacao,
sendo excretada na urina ou conjugada com sais biliares e excretada pelas fezes
(SVED et al., 2007).

Homocisteina

Cisteina a[ Proteinas, Glutationa (GSH) ]

cisteina dioxigenase ]

Cisteina Acido
Sulfinico

cisteina acido sulfinico descarboxilase ]

Hipotaurina

Hipotaurina desidrogenase ]

Taurina

Figura 4 — Sintese da taurina. Fonte: Adaptado de HANSEN, 2001.

A taurina possui uma variedade de fungdes bioldgicas, participando de
processos fisioldgicos, incluindo a conjugagao aos acidos biliares, estabilizacdo da
membrana, regulagdo do calcio intracelular, além de apresentar propriedade
osmorreguladora, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-obesidade, redutora glicémica,
neuroprotetora e neuromoduladora (HUXTABLE, 1992; HANSEN, 2001;
SCHAFFER; AZUMA; MOZAFFARI, 2009; KIM; GUPTA; LEE, 2007;
MARCINKIEWICZ; KONTNY, 2014; MURAKAMI, 2015; WU; PRENTICE, 2010).

Sendo um dos aminoacidos mais abundantes no SNC, taurina esta
amplamente distribuida no tecido nervoso (HUXTABLE, 1989). As enzimas que
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sintetizam taurina foram encontradas em regides cerebrais como hipocampo
(TABER et al., 1986) e cerebelo (KUMARI; PRENTICE; WU, 2013). Taurina € um
composto hidrofilico, portanto necessita de transportadores especificos (TauT) para
sua saida do plasma, captura pelas células endotelias e liberacdo para o meio
extracelular, atravessando a barreira hematoencefalica (LALLEMAND; DE WITTE,
2004; TACHIKAWA; HOSOYA, 2011).

Curiosamente, o aminoacido também é aceito como um neurotransmissor por
alguns pesquisadores (WU; PRENTICE, 2010). Para ser considerada como um
neurotransmissor, taurina preenche alguns critérios especificos que a torna
especialmente importante ao SNC, como a presenca de uma enzima especifica para
sua sintese no neurdnio pré-sinaptico; a liberagao de taurina no meio extracelular é
dependente ou independente de ions de calcio para despolarizagdo do neurdnio;
acao em receptores GABAa provoca hiperpolarizacdo neuronal em resposta a
abertura de canais de cloro no cerebelo e hipocampo; o término de sua agao no
terminal sinaptico ocorre por sua captacao através de transportador especifico; e
quanto a presenga de um receptor especifico no neurbnio pds-sinaptico para a
taurina, as evidéncias sao sugestivas, porém nao sao conclusivas, o que faz de sua
classificagdo como um neurotransmissor nao ser aceita por todos os pesquisadores
(RIPPS; SHEN, 2012).

1.1.2.1 Taurina e diabetes

Evidéncias mostram que o tratamento com taurina pode reduzir a glicemia no
diabetes e retardar as complicagdes decorrentes da doenga (SCHAFFER; AZUMA,;
MOZAFFARI, 2009; ITO; SCHAFFER; AZUMA, 2012). Sugere-se que disfungdes
metabdlicas determinadas pela hiperglicemia possam ser responsavis pela
deficiéncia de taurina nesses individuos (ITO et al., 2015; ITO; SCHAFFER; AZUMA,
2012). O efeito hipoglicemiante da taurina foi identificado em modelos animais de
DM1 e DM2 e sobre a secregcdo e sensibilidade a insulina (ITO; SCHAFFER,;
AZUMA, 2012; SCHAFFER; AZUMA; MOZAFFARI, 2009).

Estudos pré-clinicos mostram que animais diabéticos por STZ, suplementados
com taurina apresentam redugdo da glicemia, hemoglobina glicada, colesterol e
triglicerideos plasmaticos (GOODMAN; SHIHABI, 1990; YOU; CHANG, 1998;
CALETTI et al.,, 2012; MANNA; DAS; SIL, 2013). A suplementagdo de taurina
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também aumenta a sobrevida de animais diabéticos (DI LEO et al., 2004), indicando
efeito protetor frente as complicagdes apresentadas pela doenga. Explorando efeitos
antidiabéticos da taurina, autores apontam que esse efeito poderia estar associado
ao aumento de transportadores de glicose pelos tecidos, especialmente o tecido
muscular estriado cardiaco, porém sem resultados para o SNC (DAS; VASAN; SIL,
2012). Também ndo se descarta que taurina atue sobre receptores GABAa nas
células oa-pancreaticas secretoras de glucagon, reduzindo sua secrecédo e
mobilizacao de glicose hepatica (BUSTAMANTE et al., 2001; CALETTI et al., 2012).

Taurina também apresenta efeito hipoglicemiante em modelos animais de
DM2. Nesses animais, a taurina aumenta sensilidade dos receptores de insulina na
membrana plasmatica, concomitantemente ao aumento da liberagéo de insulina pela
célula B-pancreatica, promovendo homeostasia da glicose e melhorando o perfil
glicémico (CARNEIRO et al., 2009; EL IDRISSI; BOUKARROU; L'AMOREAUX,
2009; LAMOREAUX et al., 2010). O aumento da secregao de insulina ocorre apds a
taurina ser transportada para o interior da célula B-pancreatica, por transportadores
TauT especificos, inibindo canais de K* sensiveis ao ATP e promovendo liberacéo
de granulos de insulina (LLAMOREAUX et al., 2010). A sensibilizacdo de receptores
de insulina pela taurina estdo relacionados a sua acao direta, estimulando a
fosforilagcao de tirosina e ativando a cascata de translocacédo de transportadores de
glicose (CARNEIRO et al., 2009).

Além da acao hipoglicemiante, taurina tem importante papel na diminuigdo
dos eventos patofisiologicos do diabetes. Como visto anteriormente, diabetes gera
resposta inflamatéria e estresse oxidativo, via producdo AGEs e aumento da
expressdo de NF-kB. Taurina, suplementada na agua de ratos diabéticos por 8
semanas diminui a expressao de NF-xB e também o estresse oxidativo no cérebro
desses animais (AGCA et al.,, 2014). Nandhini e colaboradores (2004) também
monstraram que taurina inibe a reagdo de glicagao in vitro, detoxificando AGEs
toxicos formados e prevenindo o acumulo desses compostos (NANDHINI;
THIRUNAVUKKARASU; ANURADHA, 2004). Diminuigdo da producédo de AGEs e da
expressao de NF-xB, atenua a produgdo exacerbada de citocinas inflamatérias e
EROs nesse ambiente de hiperglicemia.

Ha evidéncias que apontam que taurina inibe a producdo de radicais livres e

aumenta a atividade de enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidase, catalase
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e superoxido dismutase, evidenciando potencial antioxidante desse aminoacido,
revertendo a toxicidade de compostos toxicos (MARCINKIEWICZ; KONTNY, 2014).
Estudos avaliando agédo direta da taurina sobre os radicais livres apresentam
resultados controversos. Alguns autores mostram que a taurina € incapaz de
detoxificar diretamente radicais livres classicos, como radical superdxido, radical
hidroxil e peréxido de hidrogénio, devido a falta de um radical oxidante (SCHAFFER,;
AZUMA; MOZAFFARI, 2009; PATEL et al., 2016). Entretanto, outros mostram que
em concentragao fisioldgica, taurina é capaz de sequestrar radicais superéxido e
peroxil, além de espécies reativas de nitrogénio, porém sem qualquer reatividade
sobre o peréxido de hidrogénio (OLIVEIRA et al., 2010). E importante salientar que a
producao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio é necessaria para defesa
contra patdgenos exdégenos. No entanto, prejuizo ocorre quando ha desequilibrio
entre a producdo exacerbada desses compostos e redugdo das defesas
antioxidantes.

Taurina também neutraliza compostos toéxicos, como acidos hipohalosos,
responsaveis pela eliminagdo de bactérias, virus, fungos e larvas, produzindo a
molécula taurina-haloamina, que € mais estavel e menos téxica que esses acidos.
Os acidos hipohalosos, quando produzidos em excesso, além de estresse oxidativo
estimulam células do sistema imune para producao e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Sugere-se que taurina-haloamina apresenta atividade anti-inflamataria,
inibindo a producao de TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8, mediada pela diminuicado de NF-xB
(KIM; KIM, 2005; MARCINKIEWICZ et al., 2006; KIM; CHA, 2014).

Niveis plasmaticos de taurina estdo reduzidos em pacientes diabéticos
(FRANCONI et al., 1995; MERHEB et al., 2007) e em animais diabéticos induzidos
por STZ (FRANCONI et al., 1996), sendo possivel essa deficiéncia estar envolvida
com as complicagdes diabéticas. O aumento dos niveis plasmaticos de taurina em
individuos diabéticos por suplementagdo poderia ser eficaz na prevengcdo dos

eventos patofisiolégicos subjacentes, reduzindo assim a severidade da doenca.

[.1.2.2 Taurina e depresséao

A deficiéncia de taurina tem sido associada com aumento da incidéncia de

disturbios neurologicos e psiquiatricos tais como esquizofrenia, epilepsia, Alzheimer
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e depressao maior (BIRDSALL, 1998; KIM et al.,, 2014; LIMA et al., 2003). No
entanto, poucos estudos exploram o potencial terapéutico desse aminoacido na
prevengdo de doencgas neurodegenerativas ou tratamento de disturbios de humor.
Estudos em humanos comprovam que taurina esta reduzida no plasma e no liquido
cefalorraquidiano de pacientes depressivos, revelando possivel interacdo com
depressdo (PERRY et al., 1975). Além disso, niveis reduzidos de taurina também
sdo encontrados em diabéticos (FRANCONI et al., 1995, 1996).

Como visto anteriormente, o diabetes promove uma série de modificagdes
neuroenddcrinas que aumentam o risco de depressao. Assim, em estudo em nosso
laboratério, almejamos identificar um possivel efeito antidepressivo da taurina em
ratos diabéticos (CALETTI et al., 2012). Utilizando um modelo animal de diabetes
induzido por STZ, tratamos os animais por 28 dias com doses de taurina (0, 25, 50 e
100 mg/kg) comparando com animais nao diabéticos controles também tratados. Ao
final dos experimentos, os animais foram expostos ao FST. Observamos que ratos
diabéticos apresentaram maior tempo de imobilidade no FST, exibindo um
comportamento tipo-depressivo. A taurina reverteu esse comportamento em duas
doses, de 25 e 100 mg/kg, sendo a ultima dose responsavel também pelo efeito
hipoglicemiante nos animais diabéticos (CALETTI et al., 2012). E importante notar
que taurina mostra seu efeito antidepressivo somente em ratos diabéticos, sugerindo
acao dependente do comprometimento neuroenddcrino desses animais, entretanto,
0s mecanismos pelos quais taurina reverte o comportamento tipo-depressivo ainda
nao foram elucidados.

Em fungdo da sua importancia na modulagao da fungao central, a redugao na
neurotransmissdo GABAérgica tem sido cada vez mais implicado na etiologia da
depressdo, uma vez que agentes GABAérgicos tém demonstrado eficacia
farmacologica no tratamento de disturbios do humor (GOMEZ; BARROS, 2000;
SANACORA et al., 2004). O desequilibrio no sistema GABAérgico afeta toda a
circuitaria neuronal, promovendo alterag¢des inclusive no glutamato, que também tem
sido cada vez mais envolvido na etiologia da depressdo (SANACORA; TRECCANI;
POPOLI, 2012). Nesse contexto, a quantidade elevada de taurina no SNC tem
relevante finalidade. Estudos mostram que a suplementagao oral de taurina modula
tanto a transmissado inibitoria quanto excitatoria (DEL OLMO et al., 2000; EL
IDRISSI, 2006; EL IDRISSI; HARRIS; TRENKNER, 1998; EL IDRISSI; TRENKNER,
2004). Sendo estruturalmente similar ao GABA (Figura 5), taurina age juntamente
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com o GABA ativando receptores GABA,, permitindo o influxo de ions cloreto nos
neurbnios pos-sinapticos, aumentando a inibicdo neuronal (EL IDRISSI;
TRENKNER, 2004). Taurina também age indiretamente sobre a transmissao
excitatoria, regulando a homeostase do calcio intracelular apos a transmisséo
excitatoria do glutamato, prevenindo dano neuronal associado com a
excitotoxicidade glutamatérgica (EL IDRISSI, 2006). Esses mecanismos mostram
que o tratamento com taurina modula a neurotransmisséao, seja pelos efeitos diretos
sobre a transmissdo GABAérgica, como pelo efeito indireto na transmissao

glutamatérgica.
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Figura 3 — Estrutura quimica do GABA (A) e taurina (B).

Uma vez que o desequilibrio entre a excitacao e inibicdo pode levar a uma
disfuncdo neuronal propiciando o desenvolvimento de alteragcdes de humor, como a
depressdo (BRAMBILLA et al., 2003; KENDELL; KRYSTAL; SANACORA, 2005;
SANACORA; SARICICEK, 2007; SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012), e como
a taurina interage modulando ambos os sistemas, o efeito antidepressivo que a
taurina apresenta (MURAKAMI; FURUSE, 2010; CALETTI et al., 2012) pode ser, em
parte, sugestivo dessa interagao.

Outros fatores biolégicos que estdo relacionados ao desenvolvimento da
depressao incluem redugcdo da neurogénese, aumento da apoptose, estresse
oxidativo, processos inflamatérios e diminuicdo de defesas antioxidantes (GALECKI
et al., 2015). Taurina poderia reduzir essas alteragdes, pois evidéncias demonstram
seu papel na neurogénese, anti-apoptose, antioxidante e anti-inflamatério (GEBARA
et al., 2015; LEON et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; MARCINKIEWICZ et al.,
2006), podendo interromper o ciclo de desenvolvimento dos sintomas depressivos,
reforgando a justificativa de seu efeito antidepressivo.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Em estudo anterior avaliamos o efeito antidepressivo de trés diferentes doses
de taurina (0, 25, 50 e 100 mg/kg) em animais diabéticos e nao-diabéticos.
Observamos que a taurina apresenta efeito antidepressivo em animais diabéticos
em duas doses: 25 e 100 mg/kg. O aminoacido também agrega outros efeitos
benéficos, reduzindo a glicemia e melhorando parametros nutricionais nos animais
diabéticos (CALETTI et al., 2012).

Identificamos o efeito antidepressivo da taurina somente em animais
diabéticos, e isso poderia ser justificado pelo fato de que a hiperglicemia crbénica
promove, em longo prazo, alteragbes neuroquimicas no SNC que mimetizam a
depressao nesses animais. Portanto, ratos diabéticos seriam mais sensiveis ao
efeito antidepressivo de farmacos no FST, sugerindo que o modelo de diabetes
poderia representar também, um modelo crénico de depressao.

Dentre as modificagdes que a hiperglicemia crénica promove no SNC e que
sdo compartilhados pela patofisiologia da depressao estdo o desequilibrio na
circuitaria inibitoria e excitatoria, com prejuizo na neurotransmissdao GABAérgica e
glutamatérgica, como também redugdo no BDNF, neurotrofina responsavel pela
sobrevivéncia, crescimento e manutencao de neurdnios. BDNF esta diminuido no
plasma de pacientes diabéticos e deprimidos, e também esta associada a perda e
atrofia neuronal, contribuindo assim para o desenvolvimento de depressao nesses
pacientes. Além disso, aumento do estresse oxidativo e da inflamacdo séao
comumente identificados em diabéticos e depressivos, aumentando a
vulnerabilidade do tecido neuronal frente a esses potentes agressores. Todas essas
alteracgdes poderiam ser manifestadas em ratos diabéticos, mostrando que o modelo
de diabetes promove alterag¢des patofisiolégicas da depressao.

Uma vez identificado o papel antidepressivo da taurina em ratos diabéticos,
buscaremos investigar os possiveis mecanismos para tal efeito. Evidéncias mostram
importante interagdo da taurina com o sistema GABAérgico e glutamatérgico,
modulando diretamente a transmissdo GABAérgica e indiretamente a transmissao
glutamatérgica. Taurina também melhora parametros relacionados a neurobiologia
da depressao, representados por seu papel estimulador da neurogénese, anti-
apoptatico, antioxidante e anti-inflamatoério. Coincidentemente, individuos diabéticos

e depressivos tém menores niveis de taurina no plasma comparados a populagao
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em geral (FRANCONI et al.,, 1995, PERRY et al, 1975). Dessa forma,
investigaremos o possivel papel da taurina em todas as altera¢gées promovidas pelo
diabetes mencionadas acima, tais como sistema GABAérgico, BDNF, atrofia
cerebral, estresse oxidativo e inflamagdo, em regides do sistema limbico
importantemente envolvidas na depressdao, como hipocampo e coértex frontal,
buscando mecanismos potenciais que justificariam o efeito antidepressivo em ratos

diabéticos.
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1.3 OBJETIVOS

[.3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o efeito neuromodulador e/ou neuroprotetor da taurina em ratos

diabéticos.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

@ investigar alteragdes na expressao de mRNA na subunidade a; do receptor
GABAA e de BDNF no hipocampo de ratos diabéticos e nao diabéticos submetidos a
natacao forcada; além de avaliar atrofia cerebral, memoédria e possivel reversao
desses parametros pela taurina;

@ avaliar GABA e glutamato na fenda sinaptica hipocampal de ratos
diabéticos e nao diabéticos submetidos a natagao forcada e a influéncia da taurina
nesses parametros;

® identificar a produgdo de marcadores oxidantes, antioxidantes e
inflamatérios, bem como avaliar dano ao DNA produzidos pelo diabetes e a
interferéncia da taurina nesse processo, adicionando possiveis mecanismos de agao

da taurina e fortalecendo seu efeito antidepressivo.
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1.1 CAPITULO |

Artigo 1: Dose antidepressiva de taurina aumenta a expressao de mRNA da
subunidade a2 do receptor GABAA e de BDNF no hipocampo de ratos

diabéticos.

Os experimentos apresentados neste trabalho foram designados a responder

as seguintes perguntas:

1) Diabetes altera a expressao de mRNA da subunidade a; do receptor GABA4 e de
BDNF no hipocampo de ratos? Taurina modifica a expressdo desses marcadores
em ratos diabéticos?

3) Diabetes altera a memoria de ratos? Qual é o efeito da taurina nesse contexto?

4) Diabetes diminui o tamanho do cérebro de ratos? Taurina previne a alteragéo no

tamanho do cérebro de ratos diabéticos?

Este artigo foi publicado no periédico Behavioural Brain Research (Fator de
Impacto: 3.028), intitulado “Antidepressant dose of taurine increases MRNA
expression of GABA, receptor a, subunit and BDNF in the hippocampus of diabetic
rats”. Behavioural Brain Research, v. 283, p. 11-15, 15 abr. 2015. doi:
10.1007/s00726-012-1226-x.
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HIGHLIGHTS

® Taurine increases GABAAR a; subunit expression in the hippocampus of diabetic rats.

® Taurine increases BDNF expression in the hippocampus of diabetic rats.

® Diabetic rats have lower brain weight and taurine increases it.

® Taurine increases the short-term memory in diabetic rats.

® GABAAR o; subunit and BDNF changes may explain the antidepressant effect of taurine.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Diabetes mellitus is a metabolic disorder associated with higher risk for depression. Diabetic rats present
Received 19 December 2014 depressive-like behaviors and taurine, one of the most abundant free amino acids in the brain, reverses
Received in revised form 9 January 2015 this depressive behaviors. Because taurine is a GABA4 agonist modulator, we hypothesize that its antide-
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Available online 19 January 2015 pressant effect results from the interaction on this system by changing o; GABA, receptor subunit

expression, beside changes on BDNF mRNA, and memory in diabetic rats. Streptozotocin-diabetic and
non-diabetic Wistar rats were daily injected with 100 mg/kg of taurine or saline, intraperitoneally, for

g?{) V::Srgiin 30 days. At the end of the experiment, rats were exposed to the novel object recognition memory. Later
Amino acid they were euthanized, the brains were weighed, and the hippocampus was dissected for ac; GABAa sub-

Mood disorders unit and BDNF mRNA expression. Real-time quantitative PCR (qQPCR) showed that diabetic rats presented
Brain atrophy lower a; GABA, subunit and BDNF mRNA expression than non-diabetic rats and taurine increased both
parameters in these sick rats. Taurine also reversed the lower brain weight and improved the short-term
memory in diabetic rats. Thus, the taurine antidepressant effect may be explained by interference with
the GABA system, in line to its neuroprotective effect showed here by preventing brain weight loss and

improving memory in diabetic rats.
© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Diabetes mellitus is a metabolic disorder that causes periph-

eral and central damage, altering the proper functioning of blood

- vessels, heart, kidneys, eyes, and brain [1,2]. In diabetic individ-
U*‘ Corfcelslc’lonsigg 3;1tdh°rcit¢ l?roilm;la}ée ZﬁSPG“t‘d‘;\alcﬁo de SFégscll:: ‘;3 Saﬁdte» uals, chronic hyperglycemia is associated with cognitive deficit and
Leite, 245, Room 317, 90050-170, Porto Alegre, RS, Brazi Tel: +55 51984g0468,  NeUropsychiatric disorders such as depression [34]. Indeed, stud-
fax: +55 5133476711. ies indicate that diabetic patients have a more than 20% higher

E-mail address: cgreice@hotmail.com (G. Caletti). risk of developing depression than do non-diabetic controls [5-7].

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2015.01.018
0166-4328/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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In rodents, chronic hyperglycemia is related to depressive-like
behavior in the forced swimming test (FST), an animal model of
depression [2,8-11].

Interestingly, GABAergic drugs such as clonazepam and tau-
rine [2,9] reverse these depressive-like behaviors in diabetic rats.
Furthermore, the y-aminobutyric acid (GABA) neurotransmitter is
decreased in the synaptic cleft in diabetics rats [2] and in depressed
patients [12], suggesting that a GABAergic unbalance is crucial to
the etiology of depression [12-15]. Moreover, studies in knockout
mice have shown that the lack of the GABA, receptor (GABAAR)
o subunit is associated with depressive-like behaviors in different
animal models [16].

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a well-known
biomarker for depression and anxiety [17]. Recent studies have
shown that both depressed [18,19] and diabetic patients [20,21]
have lower serum BDNF levels, and that antidepressant treatment
normalizes them [17]. A BDNF gene polymorphism is also associ-
ated with smaller hippocampal volume and brain atrophy [22,23].

Taurine (2-aminoethane-sulfonic acid) is one of the most abun-
dant free amino acids in the brain [24]. It is a structural analog of the
GABA that activates GABA, receptors [25] and mimics the actions of
GABA [26,27]. We previously reported the dose-dependent antide-
pressant effect of taurine in diabetic rats exposed to the FST [9].
However, the mechanism by which taurine reduces depressive-like
behaviors in rodents is yet to be elucidated.

Thus, the objective of our study was to determine if an antide-
pressant dose of taurine alters the mRNA expression of GABAAR o
subunit and BDNF in the hippocampus of diabetic rats. Addition-
ally, we studied the effect of this dose on memory and brain size in
diabetic rats.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Forty male Wistar rats (270-300g), born and reared in the
animal facility of Universidade Federal de Ciéncias da Satde de
Porto Alegre (UFCSPA), Brazil, had diabetes induced by 60 mg/kg
streptozotocin (STZ; Sigma, St Louis, USA) (n=20), which was
dissolved in citrate buffer, pH 4.3, and administrered intraperi-
toneal (i.p.) [32]. Rats in the control group (n=20) received vehicle,
1 mL/kg i.p. Diabetes was confirmed 48 h later with a glucometer
(Glucotrend, Institute Boehringer, Mannheim, Germany), and only
animals with blood glucose higher than 200 mg/dL were included in
the study. All animals were housed four per cage (48 x 34 x 22 cm)
and kept under ideal conditions of temperature and humidity, 12-h
light-dark cycle (lights on 7:00 AM-7:00 PM), and food and water
ad libitum. The experiments were approved by the Ethics Commit-
tee for Animal Use of the Universidade Federal de Ciéncias da Satide
de Porto Alegre (#134/12), according to the National Institute of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and Con-
selho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2. Experimental procedure

After diabetes confirmation, rats were allocated to receive
100 mg/kg taurine (Biofarma, Porto Alegre, Brazil) (CRT100;
STZ100) or saline (CTRO; STZ0), i.p., once a day for 30 days
(n=10/group). On days 23 and 24, rats were tested in the novel
object recognition memory test (NORT). On days 29 and 30, rats
were subjected to the FST [9]. At the end of the experiment, they
were euthanized by decapitation, and the brain was carefully diss-
ected and weighed. Immediately afterwards, the hippocampus
was dissected and frozen in liquid nitrogen for later analysis of
mRNA expression of GABAAR o, subunit and BDNF by real-time

quantitative PCR (qPCR). The antidepressant effect of taurine in
diabetic rats was previously described in Caletti et al., [9].

2.3. Real-time quantitative PCR (qPCR)

Relative gene expression of GABAAR oy subunit and BDNF in
the hippocampus was determined using reverse transcription
combined with real-time quantitative PCR (qPCR) and the 2-AACT
method [10]. For hippocampal gene expression, five to six samples
were randomly chosen from the animals subjected to the behav-
ioral protocols [9]. Total RNA was extracted from the hippocampus
using the Trizol™ Isolation Reagent Kit (Life Technologies, Carls-
bad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions, and
samples were stored at —80°C. cDNA was synthesized using
SuperScript Il (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). DNA was
quantified by using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). qPCR analysis was per-
formed at least in duplicate using the StepOnePlus Real-Time PCR
System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The set of primers
for GABA, op subunit (sense: 5'-GACAATGACCACATTAAGCATCAG-
3’ and antisense: 5-TCTTGGCTTCGGCTGGCTTGTTCTC-3’), BDNF
(sense: 5'-GATGAGGACCAGAAGGTTCG-3' and antisense: 5'-
GATTGGGTAGTTCGGCATTG-3'), and [3-actin (endogenous control)
(sense: 5-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG-3’ and antisense:
5'-TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3’) was chosen from Rattus
norvegicus data from the National Center for Biotechnology
Information. The reaction contained 50 ng cDNA, 2x Power SYBR
Green PCR Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), and
0.17 uM of each primer.

2.4. Novel object recognition test

On day 23, rats were individually habituated to an arena
(100 x 100 x 50 cm) for 20 min. On the next day, 60 min after tau-
rine or saline administration, they were placed again in the same
arena with two identical objects (A+A). They were allowed to
explore them for 5 min during this familiarization phase and then
removed from the arena. The objects and floor were cleaned with
10% ethanol and dried with a paper towel to remove olfactory cues.
Immediately afterwards, the same rat was returned to the arena,
where one object was replaced with a new one (A+B) to evalu-
ate working memory for 5 min. Later, 150 min after the working
memory test, rats were returned to the arena, with the old object
and a second new one (A+C), and they explored them for 5min
for short-term memory evaluation. Finally, 24 h later, before tau-
rine administration, rats were placed again in the arena with the
old object and a third new one (A+D) for 5min to evaluate long-
term memory. Exploration was defined as sniffing or touching the
objects with the nose and/or forepaws. Sitting on or going around
the objects was not considered exploratory behavior [28]. Objects
were heavy enough to ensure that they could not be knocked over
or moved around by the animal. A video camera recorded all behav-
iors for later analysis by a blinded and trained evaluator. Memory
index was considered as the time spent exploring the novel object
divided by the sum of the times exploring the old and the novel
object multiplied by 100 [29].

2.5. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using a two-way analysis
of variance (ANOVA-2 way) with diabetes condition and taurine
treatment as factors. When appropriate, the Tukey post hoc test
was performed. All results were presented as the mean + standard
error of the mean (S.E.M.) and statistical significance was set at
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Fig. 1. Effect of chronic treatment with 100 mg/kg taurine on the mRNA expression
of GABA4 receptor o, subunit in the hippocampus of diabetic (STZ) and non-diabetic
rats (CTR). Data expressed as mean & S.E.M.; two-way ANOVA +Tukey test. # Differ-
ent from non-diabetic rats (CTR, P=0.001.); * different from saline control saline
treated STZ-diabetic rats (STZ0, P=0.011).

P<0.05. The Sigma Stat program (Jandel Scientific Co., v. 11.0, San
Jose, USA) was used.

3. Results

Our results showed that diabetes increased the mRNA
expression of GABAAR oy subunit in the hippocampus of
STZ-diabetic rats (CTR x STZ) (F(121)=22.16, P<0.001) (Fig. 1).
We also showed that an antidepressant-like dose of tau-
rine significantly increased this GABAAR subunit expression
in the hippocampus, but only in STZ-diabetic rats (STZ100)
(F1,.21y=9.17, P=0.011). Indeed, we found a tendency to
interaction between diabetes condition and taurine treatment
(P=0.059), suggesting that taurine is more effective in diabetic
sick rats.

Regarding BDNF mRNA expression, we found an interaction
between diabetes condition and taurine treatment (Fq,19)=5.04,
P=0.043) (Fig. 2). BDNF was lower in STZ0 than in CTRO rats
(P=0.013) and taurine increased its expression only in STZ rats
(F1,19)=5.95, P=0.007), with no differences in CTR rats (P=0.732).

Additionally we showed that STZ rats present lower brain
weight than CTR rats (F(; 37)=25.71, P<0.001). Taurine treatment
not only prevented the brain weight loss in STZ100 rats, but also
increased the brain weight in CTR100 (F37y=23.44, P<0.001)

BDNF mRNA expression (2-24CT)

CTRO CTR100 STZ0 ST2100

Fig. 2. Effect of chronic treatment with 100 mg/kg taurine on the mRNA expres-
sion of BDNF in the hippocampus of diabetic (STZ) and non-diabetic rats (CTR).
Data expressed as mean +S.E.M.; two-way ANOVA +Tukey test. # Different from
non-diabetic rats (CTR, P=0.013.); * different from saline control saline treated
STZ-diabetic rats (STZ0, P=0.007).

Table 1

Chronic taurine (100 mg/kg/day) prevents brain weight loss in diabetic (STZ) and
non-diabetic (CTR) rats. Data expressed as mean + S.E.M.; Two-way ANOVA +Tukey
test.

n Brain weight (g) p
CTRO 10 1.13+£0.01
CTR100 10 1.24+0.02 <0.001
STZ0 10 1.09+£0.01% <0.001
STZ100 10 1.13+0.01 0.038

# Different from CTRO and STZ100 rats.
" Different from untreated groups (CTRO and STZO0).

(Table 1). For these parameter we only found a tendency to dia-
betes and treatment interaction (F; 37)=3.81, P=0.059). Moreover,
we found that taurine increased the short-term memory in STZ100
rats (F(; 37)=6.67, P=0.015), with no differences among CTR rats or
other types of memory (Fig. 3). In the short-term memory test, we
only found that the STZO0 rats present a tendency to lower memory
index than CTRO rats (P=0.056).

4. Discussion

Our study aimed to identify some of the mechanisms by which
taurine exerts an antidepressant-like effect in diabetic rats. Here,
we showed that taurine treatment increased mRNA expression of
GABA,R o subunit and BDNF in the hippocampus of STZ-diabetic
rats. Additionally, we showed that taurine, at a dose of 100 mg/kg,
prevented brain weight loss in STZ-diabetic rats and increased it
in non-diabetic rats, while improving short-term memory in dia-
betic rats. Although not yet recognized as a full neurotransmitter,
studies indicate that taurine acts as an agonist on GABAR in synap-
tic and extrasynaptic membranes [24,25,30]. Here, we showed that
an antidepressant dose of taurine affected GABA system function,
increasing GABAAR a; subunit expression in the hippocampus of
STZ-diabetic rats. Homozygous GABAAR o, subunit knockout mice
exhibit a pro-depressive profile in the FST and in the Tail Suspen-
sion Test [16], demonstrating the role of GABA in depressive-like
behavior in rodents [2,32]. In a previous study, we showed that
there was an increase in extracellular GABA levels during the FST
in CTR and STZ rats but delayed in STZ rats [2]. However, instead
of a lower mRNA expression of GABAAR o, subunit, we found here
that its expression was higher in STZ than CTR rats that swam. We
propose that higher expression of GABAAR a5y subunit is a com-
pensatory response to lower extracellular GABA levels in STZ rats,
sensitizing this neurotransmitter system. Because the increase in
receptor mRNA expression is an indirect measure of neurotrans-
mitter system activity, further studies will be conducted to explore
the a-containing GABAAR in the post- and extra-synaptic mem-
branes. However, it is clear that taurine at a dose that reverses
depressive-like behaviors in STZ rats, increased GABAAR a; sub-
unit expression. Indeed, we found a tendency for an interaction
between the diabetes condition and taurine treatment, indicating
that this effect is more important in diabetic rats. Studies show that
chronic taurine supplementation increases not only GABA levels
but also GABA synthesis by glutamic acid decarboxylases (GAD65
and GADG67) in the hippocampus of mice [33]. Because GABA lev-
els are lower in STZ rats, we suggest that the antidepressant-like
effect of taurine is related to the restoring of GABA system function,
increasing GABA synthesis and o;-containing GABAAR expression.
Indeed, the a;-containing GABA receptors are highly expressed in
limbic regions, and they may represent a target for the develop-
ment of new antidepressants [34], such as taurine or other similar
drugs.

Corresponding to BDNF serum levels in humans [20,21], we
found that BDNF expression was lower in the hippocampus of STZ-
diabetic rats. Because BDNF is a member of the nerve growth factor
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Fig. 3. Effect of chronic taurine (100 mg/kg) on A: working memory, B: short-term memory, C: long-term memory in diabetic (STZ) and non-diabetic (CTR) rats. Data expressed

as mean + S.E.M.; two-way ANOVA +Tukey test. * Different from STZO rats.

family, its lower mRNA expression may affect the development,
maintenance, survival, and, consequently, neuronal function in dia-
betic rats [35]. Coincidently, we showed here that STZ-diabetic
rats had lower brain weight. Depression is associated with atro-
phy and loss of neurons in limbic and cortical brain areas, which
could contribute to the symptoms of depression [23]. Moreover,
magnetic resonance imaging shows smaller hippocampal volume
in depressed patients besides changes in other limbic areas [36,37].
We have proposed that chronic hyperglycemia, imposed by the
diabetic condition, is a more reliable animal model to mimic
human depression since, unlike from acute stressors, it affects
brain plasticity and function over time [2,9,32]. Additionally, we
showed that chronic taurine treatment increased BDNF expres-
sion and prevented brain weight loss in STZ rats. Different studies
have shown that BDNF levels are lower in depressed individuals
[18,19,38] and that antidepressant treatment restores them [17].
Taurine antidepressant effects have been explored in animal mod-
els [9,39,40]. Moreover, peripheral BDNF administration increases
mobility in the FST and increases hippocampal neurogenesis in
mice, demonstrating the relationship between BDNF, depression
and brain atrophy [41]. Additional studies are needed to explore the
relationship between taurine antidepressant effect and increased
expression of GABAAR oy subunit or BDNF, or the neuroprotec-
tive effect of taurine per se. Curiously, taurine increased the brain
weight also in non-diabetic CTR rats. In this CTR100 group, we did
not find changes in GABAAR o subunit or BDNF expression. There-
fore, we suppose that this would be related to the neuroprotective
effect of taurine [42,43], since chronic daily handling and the FST
are stressors that may affect brain plasticity also in non-diabetic
rats.

Finally, we showed that taurine enhanced short-term memory
in STZ-diabetic rats during NORT. Unlike others, we only showed a
tendency toward a decrease in short-term memory in STZ-diabetic
rats the NORT (P=0.06). Piazza et al., [29] showed a lower memory
index in STZ rats compared to CTR rats after 10 days of STZ admin-
istration and 50 min of the familiarization phase. Srodulski et al.,
[31], also showed a lower memory index in STZ rats after 60 days of

diabetes induction and 24 h of the familiarization phase. A recent
study indicates that brain atrophy and cognitive impairment is
related to midlife onset of diabetes, with late-life onset of dia-
betes having fewer effects on brain pathology in humans [44,45].
Because we found loss of brain weight in our STZ rats, we would
expect a cognitive deficit during the NORT, but we do not dis-
card the possibility that longer time of diabetes, such as 60 days
in the study of Srodulski et al., [31], would affect this parameter.
Moreover, discrepancies between other studies and ours may be
related to different protocols, mainly because we performed three
test phase, with different novel objects. However, we showed that
taurine increased short-term memory in diabetic rats. Specifically
in these rats, enhanced memory would be related to neuroprotec-
tive effect and increase in BDNF expression, since it is involved
in the adult hippocampus in the encoding or consolidation of
some component of object recognition memory. In adult mice, site-
specific deletion of the BDNF gene in the hippocampus leads to
impairments in object recognition memory [45]. Because taurine
promotes increased BDNF mRNA expression in the hippocampus
of STZ-diabetic rats, this event could explain the increased learning
index exhibited by a strong preference towards exploring the novel
object in STZ100 rats.

Thus, we may conclude that taurine has an antidepressant-
like effect in STZ-diabetic rats by increasing mRNA expression
of GABAAR oy subunit and BDNF in the hippocampus, and pre-
venting brain weight loss. Additional studies will clarify if this
antidepressant effect of taurine is related to upregulation of
a-contianed GABA4R, increase of BDNF or neuroprotective mech-
anisms. Because taurine is a safe substance, it may be added to
antidepressant therapy for mild to moderate depression or as an
adjuvant in the conventional therapy.
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lI.1 INTEGRAGAO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Diabetes € uma doenga metabdlica que acomete 381 milhdes de pessoas no
mundo inteiro, tendo como estimativa atingir 471 milhdes de pessoas no ano de
2035 (WILD et al., 2004). No Brasil, existiam 11,9 milhdes de pessoas com diabetes
no ano de 2014, na faixa etaria de 20 a 79 anos, e estima-se que a doenga possa
atingir 19,2 milhdes de pessoas em 2035 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2016).

A hiperglicemia crénica presente no diabetes nao tratado promove uma séria
de alteragdes neuroenddcrinas e neuroquimicas que aumentam o risco de
desenvolvimento de comorbidades. Além disso, diabetes aumenta a formacgao de
produtos finais de glicagdo avangada que estdo relacionados com consequente
aumento de marcadores quimicos do processo inflamatério e de radicais livres,
levando a um quadro de inflamagao e estresse oxidativo. Todas essas agressdes
sao altamente deletérias ao SNC, produzindo importante disfuncdo celular e
apoptatica no tecido neuronal, mantendo o cérebro sob alta vulnerabilidade.

Taurina € um aminoacido semi-essencial que possui propriedade fisiolégica
de osmorregulagéo, regulagéo do calcio intracelular, antioxidante e anti-inflamatoria
(HUXTABLE, 1992). No SNC, taurina é amplamente distribuida, tendo papel
importante na neuromodulacdo GABAérgica e na neuroprotecdo, principalmente
contra a excitotoxicidade promovida pelo glutamato (EL IDRISSI; TRENKNER,
2004). Sendo estruturalmente similar ao GABA, taurina age como agonista de
receptores GABAa, permitindo o influxo de ions cloreto nos neurbnios poés-
sinapticos, aumentando a inibicdo neuronal (EL IDRISSI; TRENKNER, 2004).
Apresentando essas caracteristicas funcionais importantes, taurina € muito estudada
como agente protetor em patologias associadas com alteragdes neuronais,
oxidantes e inflamatérias, como o diabetes e suas complicagdes (ITO; SCHAFFER;
AZUMA, 2012).

Em estudo realizado anteriormente, observamos que ratos diabéticos exibiam
maior tempo de imobilidade no FST, exibindo um comportamento tipo-depressivo. A
taurina reverteu esse comportamento apenas nos animais diabéticos. A fim de
investigar os mecanismos responsaveis pelo efeito antidepressivo da taurina em
animais diabéticos, analisamos o efeito neuromodulador e neuroprotetor da taurina,

explorando sua possivel intervencdo em mediadores geralmente comprometidos
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pelo diabetes e relacionados a depressao, como fatores de neurotransmissao
GABAérgico e glutamatérgico, fatores neurotrofico e neuroanatémico, mecanismos
oxidantes e inflamatérios, uma vez que o aminoacido esta reduzido no plasma tanto
em pacientes diabéticos, como em depressivos.

Os resultados obtidos no primeiro artigo nos mostram que o diabetes aumenta
a expressao de mRNA da subunidade a; do receptor GABAA e diminui BDNF no
hipocampo de ratos diabéticos, que foram expostos ao modelo de natagao forgada.
Ratos diabéticos também apresentaram menor peso cerebral comparados aos ratos
nao diabéticos. O tratamento com taurina aumentou ainda mais a expressao de
MmRNA da subunidade a, do receptor GABAAa, reverteu a redugdo da expressao de
MRNA de BDNF e do peso cerebral dos ratos diabéticos, além de melhorar a
memoria de curta duragdo nesses animais. Esses achados sugerem que o efeito
antidepressivo apresentado pela taurina poderia ser justificado, em parte, pela
upregulacao da subunidade a; do receptor GABAA, uma vez que essa subunidade
esta envolvida com propriedades antidepressivas, e pela reversdao da menor
expressdao de mRNA de BDNF e da atrofia cerebral, manifestacbes comumente
relacionadas a depressao em animais e humanos.

Os achados do segundo artigo ajudam a complementar os dados do artigo
anterior e levam a melhor compreensao dos mecanismos responsaveis pelo efeito
antidepressivo da taurina. Identificamos alteragbes na liberagdo de
neurotransmissores no hipocampo de ratos diabéticos tratados com taurina. Esse
estudo evidenciou que ratos diabéticos mostraram um aumento na liberacido de
GABA e glutamato apés um evento estressor, o FST. A taurina previne a liberagao
de GABA, mas nao de glutamato. Levando em consideragao seu efeito sobre a
ativacdo de receptores GABAa, que reproduzem uma neurotransmissao inibitéria,
provavelmente a taurina esteja fazendo a agdo do GABA, prevenindo sua liberagao.
Apesar de nao prevenir a liberagdo de glutamato apds o FST, a agao indireta da
taurina é bem evidenciada na transmissao excitatéria, diminuindo a excitotoxicidade
induzida pelo glutamato. Sugerimos que o efeito da taurina poderia ocorrer apds a
transmissdo glutamatérgica, modulando receptores NMDA e canais de Calcio,
diminuindo a quantidade de calcio intracelular e assim evitando que mecanismos
apoptéticos sejam iniciados, prevenindo a morte celular neuronal e
consequentemente a atrofia neuronal. Considerando que um desequilibrio na

neurotransmissdo GABAérgica e glutamatérgica sdo encontrados tanto em
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individuos diabéticos quanto em individuos depressivos e que taurina possui uma
acao neuromoduladora e neuroprotetora sobre ambos os sistemas, os resultados
obtidos poderiam explicar, em parte, o efeito antidepressivo em ratos diabéticos.

Considerando que o diabetes aumenta a produgao de substancias toxicas que
produzem neurotoxicidade pelo estresse oxidativo e inflamagéo, e que mecanismos
oxidantes e inflamatérios também estdo associados ao desenvolvimento da
depressao, no terceiro artigo avaliamos a produgdo de marcadores oxidantes,
antioxidantes e inflamatérios produzidos pelo diabetes e a interferéncia da taurina
nesse processo. Os resultados indicam que ratos diabéticos estdo propensos a um
ambiente neuronal de estresse oxidativo e de inflamacao, identificado pelo aumento
de radicais livres e citocinas inflamatdrias no hipocampo e cortex frontal desses
animais. O aumento do estresse oxidativo é acompanhado de um aumento de
mecanismos reguladores antioxidantes na tentativa de reversdao do quadro,
identificado pelo aumento da enzima antioxidante SOD no hipocampo. A produgao
exacerbada de radicais livres promove maior dano ao DNA em ratos diabéticos, em
ambas estruturas. Taurina reverte esse quadro oxidativo e inflamatério, diminuindo a
producio de radicais livres, com consequente reducao de dano ao DNA e da enzima
antioxidante SOD, além de diminuir citocinas pré-inflamatérias, mostrando um papel
antioxidante, anti-inflamatoério e neuroprotetor. Nao descartamos a possibilidade que
o efeito antidepressivo apresentado pela taurina esteja relacionado a melhora do
ambiente oxidativo e inflamatério presente no diabetes, diminuindo a severidade da
doenca e suas complicacdes. Portanto, esses resultados adicionam possiveis
mecanismos de agao da taurina e fortalecem seu efeito antidepressivo.

Todas as alteragdes promovidas pelo diabetes no SNC produzem um risco
aumentado de desenvolvimento de depressdo em individuos diabéticos (RUSTAD;
MUSSELMAN; NEMEROFF, 2011). De fato, estudos clinicos mostram alta
prevaléncia dessa comorbidade em diabéticos (ANDERSON et al., 2001). J&4 em
modelos animais, a hiperglicemia crénica pode promover alteragcbes no SNC
estritamente semelhantes as alteragdes percebidas pela depressao, que resultam
em um comportamento tipo-depressivo nesses animais (GOMEZ; BARROS, 2000;
CALETTI et al., 2012). Dessa forma, acreditamos que o modelo animal de diabetes
seja um modelo confiavel de depressdo crbénica, demonstrando validade de

constructo.
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Reunimos os resultados encontrados nessa tese na tabela 1. Esse conjunto
de dados nos mostra que o diabetes promove importante neuroplasticidade, sendo
revertida em parte, pelo tratamento crénico com taurina. Na figura 6, construimos
um diagrama mostrando as principais alteragées promovidas pelo diabetes e a

reversao desse quadro pelo tratamento crénico com taurina.

Tabela 1 — Resumo dos resultados encontrados.
Diabetes (+ FST artigo 1 e 2) Taurina
GzGABAAR T

BDNF

Peso Cerebral
GABA
Glutamato

Estresse Oxidativo
Dano ao DNA

Inflamacéao

- 5 > > >
— = = > >

1: aumento; |: diminuicao.

Atenua
t Inflamagéao Estresse
Oxidativo

| BDNF = t BDNF = Diabetes . Previne
| peso Diabetes 1 GLU t peso t liberagao
cerebral I cerebral Taurina I GABA |

Estresse

Oxidativo | Inflamagao

Figura 6 - Diabetes induz alteragcbes neurofisiologicas, neuroestruturais,
neuroquimicas e comportamentais em ratos, revertidas pelo tratamento crénico com
taurina.

A reversao dos parametros investigados nesse trabalho pela administragédo
crébnica de taurina poderia explicar, em parte, seu efeito antidepressivo.

Considerando nossos resultados e a multiplicidade de mecanismos apresentados
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pela taurina, associada a sua seguranga ja comprovada, sugerimos investigacao
clinica de seus efeitos como adjuvante no tratamento da depressdo em pacientes

resistentes as terapias convencionais, especialmente em diabéticos.
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ll.2 PERSPECTIVAS

A fim de explorar melhor a discussdo sobre a semelhanga entre os
mecanismos patofisiologicos decorrentes do diabetes e da depressdo, bem como a
interferéncia da taurina sobre esses processos, objetivamos realizar novos projetos

que envolvam:

- Avaliagao de alteracdes em sistemas inibitérios e excitatorios, bem como em
outros sistemas de neurotransmissores sabidamente envolvidos na depressédo, em
regides do sistema limbico em ratos diabéticos e nédo diabéticos, utilizando a técnica
de microdialise. Avaliacdo em diferentes regides cerebrais torna-se importante, uma
vez que diferengas na liberagdo de neurotransmissores sao observadas entre as
regides cerebrais.

- Realizagédo de estudo clinico com suplementacao de taurina em pacientes
depressivos nao responsivos a terapia medicamentosa convencional, a fim de

determinar possivel efeito antidepressivo em humanos.

Este conjunto de dados permitra a compreensdo da plasticidade
neuroquimica decorrente do diabetes nas regides envolvidas no controle das
emocgoes e o papel neuroprotetor da taurina. A realizagdo de estudo clinico com
suplementacao de taurina podera esclarecer se os efeitos observados em estudos in
vitro e pré-clinicos se propagam a pacientes com diagnéstico de depressao, que se
confirmado, possibilitaria a inclusdo da taurina como um adjuvante no tratamento

desses individuos.
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