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E nos contou
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RESUMO

Doencas neurodegenerativas sdo causas comuns e frequentes de morbidade e mortalidade,
afetando milhGes de pessoas em todo o0 mundo, e embora apresentem sintomas, evolucao
clinica e fisiopatologias diferentes, tais doencas apresentam um mecanismo subjacente em
comum, a neuroinflamacdo. Apesar de a neuroinflamacdo ser uma resposta inicialmente
protetora do sistema nervoso central (SNC), ao tornar-se cronica pode acarretar dano
neuronal, uma vez que as citocinas liberadas pela microglia potencializam a morte celular
por excitotoxicidade, e esta, por sua vez, promove a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, gerando assim, um ciclo autossustentado de resposta neuroinflamatéria, que
favorece a neurodegeneracdo. Diante do fato de que até o0 momento ndo existem ainda
alternativas terapéuticas capazes de interromper a neurodegeneracdo, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o possivel efeito neuroprotetor da taurina, um agonista parcial do
receptor ionotrépico glicinérgico e do receptor gabaérgico GABAA, em um modelo animal de
neuroinflamagédo. Para isto, os experimentos foram divididos em duas etapas. Na primeira,
foram avaliados os efeitos da administragcdo por via oral de taurina sobre o prejuizo
mnemonico causado pela neuroinflamacéo induzida por LPS em ratos Wistar machos. Tais
efeitos foram avaliados na memoria espacial de longa duracdo recente e remota e na
memdaria aversiva por meio das tarefas comportamentais do Labirinto Aquatico de Morris
(LAM) e do medo condicionado ao contexto (MCC), respectivamente. Na segunda etapa,
foram avaliados os efeitos da infusdo intra-hipocampal de taurina e de glicina na
reconsolidacdo da memaria espacial de longa duracao recente e remota, avaliados na tarefa
comportamental do LAM. Os resultados obtidos demonstraram que a taurina, quando
administrada por via oral, pelo periodo de 30 dias, nas doses de 20 mg/kg e 200 mg/kg, foi
capaz de reverter 0 prejuizo mnemonico causado pela neuroinflamacdo na memoria
espacial de longa duracgéo recente e remota, e na dose de 200 mg/kg foi capaz de reverter o
prejuizo mnemaoénico causado pela neuroinflamacdo na memdria aversiva. Ja os resultados
obtidos a partir da infusdo intra-hipocampal de taurina e de glicina demonstraram que a
taurina na dose de 100 nmol/lado prejudicou a reconsolidagdo da memoéria espacial de longa
duragdo recente e remota, enquanto que na dose de 10 nmol/lado prejudicou apenas a
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duragdo remota. Ja a glicina prejudicou a
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duragédo recente e remota apenas quando
infundida na dose de 10 nmol/lado. Concluimos entdo que a glicina agindo in loco na regido
CALl hipocampal exerce um efeito farmacologico em U, que pode ser explicado pela sua
acao concomitante no sitio co-agonista de receptores NMDA, pelas diferencas de afinidade
dela a estes diferentes alvos, e pela diferenca de densidade desses receptores nesta regido
cerebral. Ja a taurina, quando administrada por via oral em situagfes patolégicas
caracterizadas por quadros neuroinflamatérios, como o induzido neste estudo, pode exercer
efeito neuroprotetor dose-dependente por estar agindo em um cenario excitotoxico,
justificando estudos posteriores que investiguem o potencial translacional da taurina como
uma possivel ferramenta terapéutica em doencas que afetam o SNC e que apresentam a
neuroinflamagéo como mecanismo subjacente.

Palavras-chave: Sistema Nervoso Central; Doencas Neurodegenerativas; Taurina,
Memoria Espacial; Neuroinflamagéo.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases are common and frequent causes of morbidity and
mortality, affecting millions of people worldwide, and although they present different
symptoms, clinical evolution and pathophysiology, these diseases have a common
underlying mechanism, neuroinflammation. Although neuroinflammation is an initially
protective response of the central nervous system (CNS), when it becomes chronic it
can cause neuronal damage, since the cytokines released by microglia increase cell
death due to excitotoxicity, and this, in turn, promotes the release of pro-inflammatory
mediators, thus generating a self-sustained cycle of neuroinflammatory response,
which favors neurodegeneration. In view of the fact that so far there are no
therapeutic alternatives being able to interrupt neurodegeneration, the objective of
the present study was to evaluate the possible neuroprotective effect of taurine, an
agonist of the glycergic ionotropic receptor and the GABAAa receptor, in an animal
model of neuroinflammation. For this, the experiments were divided into two stages.
In the first one, the effects of oral administration of taurine on the mnemonic damage
caused by LPS-induced neuroinflammation in male Wistar rats were evaluated. Such
effects were assessed in recent and remote long-term spatial memory and aversive
memory through the behavioral tasks of the Morris Water Maze (MWM) and context-
conditioned fear (CCF), respectively. In the second stage, the effects of intra-
hippocampal infusion of taurine and glycine on the reconsolidation of recent and
remote long-term spatial memory were evaluated, assessed in the behavioral task of
MWM. The results obtained showed that taurine, when administered orally, for a
period of 30 days, in doses of 20 mg/kg and 200 mg/kg, was able to reverse the
mnemonic damage caused by neuroinflammation in recent long-term spatial memory
and remote, and at a dose of 200 mg/kg it was able to reverse the mnemonic
damage caused by neuroinflammation in aversive memory. The results obtained
from the intra-hippocampal infusion of taurine and glycine demonstrated that taurine
at a dose of 100 nmol/side impaired the reconsolidation of recent and remote long-
term spatial memory, while at a dose of 10 nmol/side it only affected the
reconsolidation of remote long-term spatial memory. Glycine, on the other hand,
impaired the reconsolidation of long-term and remote spatial memory only when
infused at a dose of 10 nmol / side. We conclude then that glycine acting in situ in the
hippocampal CALl region exerts a pharmacological effect on U, which can be
explained by its concomitant action on its NMDA receptor co-agonist site, by the
differences in its affinity to these different targets, and by the difference in the density
of these receptors in this brain region. Taurine, on the other hand, when administered
orally in pathological situations characterized by neuroinflammatory conditions, such
as the one induced in this study, can exert a dose-dependent cognitive
neuroprotective effect because it is acting in an excitotoxic background, justifying
further studies that will investigate the translational potential of taurine as a possible
therapeutic tool in diseases that affect the CNS and that present neuroinflammation
as an underlying mechanism.

Keywords: Central Nervous System; Neurodegenerative Diseases; Taurine; Spatial
Memory; Neuroinflammation.
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1 INTRODUCAO

Doencgas neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer (DA), Doenca de
Parkinson (DP), Deméncia frontotemporal (DFT) e Doenga de Huntington (DH), entre
outras, sdo causas comuns e crescentes de morbidade, prejuizo cognitivo e
mortalidade entre idosos. Estima-se que somente a DA, a causa mais frequente de
deméncia afete cerca de 24 milhdes de pessoas em todo o mundo (ERKKINEN;
KIM; GESCHWIND, 2018).

Além das doencas neurodegenerativas, outras patologias que afetam o
sistema nervoso central (SNC), como acidente vascular encefélico (AVE), infeccdes
virais e desordens paraneoplasicas também sdo caracterizadas pela ocorréncia de
dano neuronal, que frequentemente é associado com a ativacao crbénica da resposta
imunologica inata do SNC (STEPHENSON et al., 2018).

Diante da ocorréncia de uma lesdo neuronal, a micréglia, que é composta por
células imunolégicas residentes no SNC, que participam da imunidade inata,
primeira linha de defesa contra um agente agressor, € ativada. Dependendo do
estimulo e da magnitude de sua ativacdo, a microglia pode secretar citocinas e
fatores pré-inflamatérios que aumentam a citotoxicidade ou citocinas anti-
inflamatorias, que auxiliam na cicatrizacdo e no reparo tecidual. Desta forma, a
ativacdo microglial excessiva lesiona o tecido neural saudavel circundante e a morte
neuronal por sua vez, estimula a ativagdo crénica da micrdglia, causando perda
neuronal progressiva, conforme acontece em diversas doengas neurodegenerativas
(SUBHRAMANYAM et al., 2019).

Nestas doengas, os mecanismos de imunidade inata e adaptativa do SNC
nao sao capazes de combater os fatores que desencadearam a patologia, criando
assim um ambiente autossustentavel em que a neuroinflamacéo torna-se crénica
(OLMOS:; LLADO, 2014), de modo que esta torna-se um dos principais fatores que
contribui para a progressao da neurodegeneracdo (RANSOHOFF, 2016).

Tendo em vista que a ativagdo da microglia promove a liberacdo de diversos
mediadores inflamatoérios, dentre eles o Interferon-y (IFN-y), que aumenta a
excitotoxicidade glutamatérgica mediada pelos receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-
5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e que a propria microglia quando ativada libera
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glutamato, um dos principais fatores neurotdxicos nestas condi¢cdes (SUZUMURA,
2013), farmacos de acdo hiperpolarizante constituem uma possivel alternativa

terapéutica com potencial efeito neuroprotetor (WALLACE et al., 2011).

Diante disto, considerando que até o momento ndo existem tratamentos
eficazes contra doencgas neurodegenerativas como a DA, DFT, DP, DH, esclerose
lateral amiotrofica (ELA) e outras patologias que afetam o SNC gerando quadros
neurinflamatorios subjacentes (ERKKINEN; KIM; GESCHWIND, 2018), (RALLI et al.,
2019) e que nenhuma alternativa terapéutica € capaz de interromper a
neurodegeneracdo (RANSOHOFF, 2016), o objetivo do presente estudo foi avaliar
os efeitos neuroprotetores da taurina em um modelo animal de neuroinflamacéo e o
papel do receptor ionotropico glicinérgico na reconsolidacdo da memoaria espacial de

longa duracéao.

Para isto, avaliamos inicialmente os efeitos da administracdo por via oral de
taurina, um agonista parcial endégeno do receptor de glicina e do receptor GABAAa
(LE-CORRONC et al, 2011) sobre o prejuizo mnemdnico causado pela
neuroinflamacao induzida por lipopolissacarideo (LPS) em ratos e em seguida,
avaliamos os efeitos da administracdo intra-hipocampal bilateral de tarurina e de

glicina na memoria espacial de longa duracao recente e remota em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MEMORIA

A memoria € um dos mais importantes processos cognitivos, uma vez que €
responsavel pela nossa individualidade e apresenta uma intima relacdo com outras
funcbes cognitivas importantes, como o aprendizado (ALBERTO; JUNIOR; FARIA,
2015). Pode ser definida como o processo pelo qual algo que foi aprendido é
codificado, armazenado e posteriormente evocado. J& o aprendizado refere-se a
aquisicdo de conhecimentos acerca do mundo, que resulta em mudancas de
comportamento (KANDEL et al.,, 2014). Existem diversos tipos de memoéria, com
envolvimento de areas cerebrais e mecanismos subjacentes distintos, podendo as
memorias serem classificadas de acordo com o curso temporal de armazenamento
em memoérias de curto e de longo prazo, e, de acordo com a natureza das
informacdes armazenadas, em memdérias declarativas e ndo declarativas (KANDEL
et al., 2014), (FERNANDEZ; MORRIS, 2018).

Existe também a memodria de trabalho, que mantém representacdes atuais e
transitorias de conhecimentos importantes para a realizacdo de certos objetivos, e 0
seu tempo de duracdo é de poucos segundos. A memoria de curta duracao (curto
prazo), por sua vez, tem duracdo em torno de 30 minutos a 6 horas, e a memdéria de
longa duragédo (longo prazo) pode perdurar por longas horas, dias ou anos
(IZQUIERDO et al., 2013).

A memodria de longo prazo pode ser subdividida em memoéria ndo declarativa
(implicita ou de procedimentos), caracterizada por manifestar-se de maneira
automatica, com pouco processamento consciente por parte do individuo, e em
memoria declarativa (explicita), caracterizada pela evocacdo consciente de
experiéncias prévias. A memoria declarativa pode ser classificada ainda em
episodica (memodria de experiéncias pessoais) e em memaoria semantica (memaoria
para fatos e conceitos) (KANDEL et al., 2014).

A memoria declarativa, de evocacdo consciente, € 0 que as pessoas

normalmente entendem por memodria quando se fala sobre, e sua formacdo é
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mediada por pelo menos quatro processos distintos: codificacdo, armazenamento,

consolidagéo e evocacédo (KANDEL et al., 2014).

Véarias regides cerebrais distintas estdo envolvidas na formacdo dos
diferentes tipos de memoéria, e o hipocampo é uma estrutura critica para a
codificacdo e o armazenamento da memoria declarativa. O hipocampo recebe sinais
sensoriais multimodais e informacdes espaciais do cortex entorrinal por meio de
duas vias excitatérias, chamadas vias perfurantes. A primeira via, chamada via
direta, projeta seus axdnios diretamente da camada Ill do cértex entorrinal para
neurénios piramidais da regido CAl, principal via eferente do hipocampo. Ja a
segunda via, via indireta ou via trissinaptica, tem origem na camada Il do cortex
entorrinal e seus axoénios se projetam por meio da via perfurante para as células
granulares do giro denteado e dai para a regido CA3 do hipocampo por meio da via
das fibras musgosas. Da regidao CA3, os neurdnios, por meio da via das colaterais
de Schaffer, finalmente fazem sinapses com a regido CA1 (KANDEL et al., 2014). A
figura 1 ilustra o circuito sinaptico hipocampal, envolvido na formacdo da memdria

declarativa.

Figura 1 — Circuito singptico hipocampal envolvido na formag¢do da meméria declarativa
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Fonte: Kandel et al. (2014). As informagbes vindas do coértex entorrinal chegam aos neurdnios
piramidais de CAL, principal via eferente do hipocampo, através da via perfurante por meio de sinais
de entrada diretos e indiretos. Na via direta, neurdnios da camada Ill do cortex entorrinal fazem
sinapses excitatérias diretamente com neurdnios piramidais de CALl. Na via indireta (trissinptica),
neurdnios da camada Il do cértex entorrinal excitam células granulares do giro denteado e estas, por
sua vez, fazem sinapses excitatérias com células da regio CA3 do hipocampo. Da regido CA3,

neurdnios projetam-se fazendo sinapses excitatérias com células piramidais de CA1.

A consolidacdo é o processo pelo qual uma meméria temporaria e labil é
transformada em uma memoria estavel e duradoura (TONEGAWA; MORRISSEY;
KITAMURA, 2018) e envolve a participagdo de regides cerebrais distintas
(ALBERINI, 2005). E um fenémeno tempo-dependente, que ocorre apds a aquisicao
(NADER; HARDT, 2009) e que depende do aumento da eficiéncia sinaptica, que
possibilita o fortalecimento de conexdes entre neurdnios especificos (LYNCH,

2004b).
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A consolidacdo de memodrias declarativas requer alteragées bioquimicas que
envolvem a ativacdo de enzimas especificas, a transcricdo génica e a sintese de
proteinas que se incorporam as sinapses intra-hipocampais e entre o hipocampo e
outras regides, alterando o seu funcionamento. Dentre tais proteinas reguladoras,
destaca-se o fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF), que atua na formacéao
de memoérias e determina seu tempo de duracdo, através de estimulos
dopaminérgicos (IZQUIERDO et al., 2013). Assim, a plasticidade sinaptica, que pode
ser definida como mudancas fisicas nas conexfes ou morfologia neuronal em
decorréncia de estimulos externos (LEE, 2009) tem papel central na consolidacdo de
memorias (LYNCH, 2004b).

Um dos mecanismos de plasticidade sinaptica mais estudados € a
potenciacdo de longa duracdo (LTP) (LYNCH, 2004b). A LTP é um aumento de
longa duracdo na amplitude dos potenciais excitatorios pés-sindpticos (PEPSSs) e
acontece em diferentes formas em todas as vias sinapticas hipocampais, bem como
em outras regides corticais e estd intimamente envolvida com a formacdo da
memoéria de longa duragcédo (KANDEL et al., 2014), (LYNCH, 2004b), (BEVILAQUA et
al., 2008).

Na regido CAl do hipocampo, a inducdo da LTP requer inicialmente a
ativacdo dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo alfa-amino-3-hidroxi-
metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e N-metil D-aspartato (NMDA), e também dos
receptores metabotropicos, nas sinapses das células piramidais. A ativacdo dos
receptores AMPA despolariza a membrana celular, o que leva ao desbloqueio dos
sitios de ligacdo de glutamato nos receptores NMDA, que ao serem ativados
ocasionam a entrada de Ca?* para o meio intracelular. Este aumento da [Ca?*]i
préximo a membrana sinaptica estimula a fosforilacdo dos receptores AMPA e de
outros receptores de glutamato por meio da atividade da proteina quinase
dependente de calcio/calmodulina (CaMKIIl) (BEVILAQUA et al., 2008).

Além disso, a transmissdo glutamatérgica também é aumentada pela
atividade da proteina quinase C (PKC) estimulada pelo aumento da [Ca?']i pré-
sinaptica, que leva a fosforilagdo da proteina GAP-43 e estimula a mobilizacdo de
vesiculas sinapticas. Ainda, a PKC pds-sinaptica medeia a fosforilagcdo de

receptores de glutamato e da proteina ligante ao elemento responsivo ao AMPc

21



(CREB), um fator de transcri¢éo constitutivo responsavel pela sintese de mRNA e de
proteinas necessarias para a plasticidade sinaptica (BEVILAQUA et al., 2008) e
envolvido na formacdo da memoria de longa duracdo (KANDEL et al.,, 2014),
(NADER; HARDT, 2009).

Uma vez consolidadas, as memarias tornam-se estaveis. No entanto, quando
reativadas, podem tornar-se labeis novamente e suscetiveis a modificacdes, em um
processo conhecido como reconsolidagéo. A reconsolidacédo permite que memarias
sejam fortalecidas, enfraquecidas ou atualizadas, e € de extrema importancia clinica,
uma vez que a habilidade de modificar memorias emocionais ja estabilizadas tem
demonstrado importantes implicacées no tratamento de varias desordens mentais,
como a sindrome do estresse poés-traumatico, ansiedade e uso de drogas
(SCHWABE; NADER; PRUESSNER, 2014).

Assim como acontece durante a consolidacdo, apds a reativacdo, para que
uma memodria seja reconsolidada, é necessario que ocorram mudancas sinapticas e
nova sintese proteica. Desta forma, tanto a consolida¢cdo como a reconsolidacdo séo
periodos transitérios de instabilidade na formacdo de uma memdria, sendo que a
consolidacéo ocorre apos a aquisicdo de uma nova informacao e a reconsolidacéo
apos a reativacdo de uma memoria ja consolidada (NADER; HARDT, 2009). A figura
2 ilustra brevemente o conceito de reconsolidacao.

Figura 2— Reconsolidacdo de Memdria

CONSOLIDAGAO Reativagéo RECONSOLIDAGAO
Nova Meméria Memoria Memoria
APRENDIZADO memoria armazenada armazenada alterada
(Ativa) (Inativa) (Ativa) I (Inativa)
Modificagéo

Fonte: Adaptado de Schwabe, Nader e Pruessner (2014). Apds o aprendizado, a memaria permanece
em um estado ativo e labil até ser consolidada. Apos consolidada, a meméria é armazenada em um
estado inativo e ao ser reativada, passa novamente por um estado labil, sujeito a modificacdes e é

reconsolidada, retornando assim a um estado inativo.

Em modelos animais, a reconsolidacédo € estudada a partir de intervencdes

apos a reativacao da memoria, e as evidéncias indicam que embora a consolidagéao
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e a reconsolidacao envolvam mecanismos moleculares parecidos, estes processos
ndo sdo idénticos. Assim como no processo de consolidagdo, a sintese de mRNA e
de proteinas é necessaria ap0s a reativacdo para que a memoria possa ser
estabilizada novamente na reconsolidacdo (DA SILVA et al., 2008), (TRONSON;
TAYLOR, 2007).

Outra semelhanca entre os mecanismos de consolidacdo e de reconsolidacao
€ a ativacdo de fatores de transcricdo que levam a sintese proteica, dentre eles a
proteina ligante ao elemento responsivo ao AMPc (CREB), o fator de transcricdo
Erythroblast Transformation Specific (ETS) Like-1 protein (ELK1) e o fator nuclear
kappa B (NF-kB) (TRONSON; TAYLOR, 2007). No entanto, a distincdo molecular
entre 0s processos se da principalmente pela ativacdo do fator de transcricao “dedos
de zinco” 268 (ZIF 268) e de genes precoces imediatos que estdo seletivamente
envolvidos na reconsolidagéo (LEE, 2009), (TRONSON; TAYLOR, 2007).

2.1.1 Memoaria espacial

A informacéo espacial representa um desafio singular para a memoria, visto
gue pessoas e animais precisam constantemente atualizar informacfes acerca de
sua percepcdo espacial para localizar objetos e elaborar rotas (GIBSON; MAIR,
2016). Assim, a memoria espacial € uma memoria declarativa que requer alta
demanda de capacidade, uma vez que as memoérias precisam ser distintas para
serem evocadas sem interferéncia e a codificagcdo deve ser rapida (MOSER;
ROWLAND; MOSER, 2015).

O hipocampo participa ativamente na formacdo da memoria espacial e uma
das principais tarefas comportamentais utilizadas para avaliar este tipo de
aprendizado é o Labirinto Aquatico de Morris (LAM) (LYNCH, 2004b), utilizado no
presente estudo. No LAM, roedores sao treinados para localizar, através de dicas
espaciais, uma plataforma invisivel e submersa em agua durante varios dias de

treinos de aprendizagem (LEE, 2009).

Em estudos realizados com animais acordados e em livre movimento, foi

demonstrado que no hipocampo existem células de localizagdo, que disparam
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seletivamente em um ou mais ambientes, e expressam localiza¢cbes atuais,
passadas ou futuras. A combinacdo de células de localizacdo disparadas em cada
ambiente € Unica e as mesmas células que respondem a estimulos ndo espaciais
respondem também a estimulos espaciais quando o animal se move no espaco,
sugerindo que a localizagdo do animal é expressa através das informacdes obtidas
pelas células de localizacdo juntamente com informacdes de acontecimentos
daquele local (MOSER; ROWLAND; MOSER, 2015).

Em humanos, estudos utilizando imagens de ressonancia magnética funcional
(RMf), verificaram que, além do hipocampo, regibes do cortex para-hipocampal e da
regido parietal medial também sdo fortemente ativadas durante a visualizacao
passiva de locais como edificios, paisagens naturais e paisagens urbanas. Além
disso, durante tarefas de navegacdo ativa, verificou-se também que regiées do lobo
frontal sdo fortemente ativadas, demonstrando seu papel no planejamento
(EPSTEIN et al., 2017).

Desta forma, evidéncias indicam que no hipocampo humano, assim como
acontece em roedores, ocorre 0 processamento de informacdes espaciais em
cbdigos, semelhantes a um mapa, e que tal mapa preserva as relacées de distancia,
como por exemplo, elementos que no mundo real estdo proximos sao representados
de maneira préxima no mapa cognitivo e elementos que estdo longe, sdo também

representados de maneira distante (EPSTEIN et al., 2017).

Além disso, no cortex entorrinal, também acontece a formacdo de mapas
cognitivos de localizacdo espacial, que se da através do disparo das células de
grade, neurdnios com atividade similar a das células de localizacdo no hipocampo,
gue sinalizam mudancas de posicdo dos animais e que podem ser ativados em
diversos pontos de uma localizacdo. Desta forma, a interacdo entre as células de
grade e as células de localizacdo sdo fundamentais para a capacidade do
hipocampo de organizar e armazenar informacdes (MOSER; KROPFF; MOSER,
2008).

2.1.2 Meméria aversiva
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O medo € uma emocado humana muito prevalente, que muitas vezes causa
sofrimento fisico ou psicologico. No entanto, o medo tem um forte valor de
sobrevivéncia e tem sido a forma de aprendizado e a memodria mais estudada. O
termo memoéria aversiva € geralmente utilizado para designar a aquisicao,
armazenamento e reativacdo de comportamentos animais que em humanos
causariam ou reduziriam o medo (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016).

Véarias tarefas comportamentais sao utilizadas no estudo da memoria
aversiva. Dentre elas, destacamos a tarefa do medo condicionado ao contexto
(MCC), utilizada no presente estudo. Nesta tarefa ha o envolvimento do hipocampo,
e avalia-se o medo adquirido pelo contexto ambiental (LEE, 2009), uma vez que o
animal é exposto a determinado contexto e em seguida recebe um leve choque em

suas patas.

O hipocampo e a amigdala basolateral sdo estruturas consideradas centrais
na aquisicdo e na consolidacdo da memodria aversiva adquirida através do MCC,
uma vez que diversos estudos com lesdes nestas &reas tem evidenciado a
participacdo de ambas neste tipo de aprendizado. Na amigdala tem sido observado
que, apoés a consolidacdo da memoaria aversiva através do MCC, ocorre um aumento
no namero de neurbnios, e que embora este tipo de aprendizado possa ocorrer em
animais com o hipocampo lesionado, quando isto ocorre, estas memoérias tendem a
enfraquecer ao longo do tempo, demonstrando o papel do hipocampo na
transformacao da memoaria aversiva de curta duracdo em meméria aversiva de longa
duracdo (ZELIKOWSKY; BISSIERE; FANSELOW, 2012), (ZELIKOWSKY et al.,
2013), (CHAAYA; BATTLE; JOHNSON, 2018).

Existem evidéncias de que a plasticidade sinaptica, necessaria para a
consolidacdo de memorias, pode ser estimulada por diversos fatores, como, por
exemplo, o estresse, que pode ativar marcadores relacionados a plasticidade na
amigdala, no hipocampo e em outras regides cerebrais, o que sugere que no MCC o
estresse causado pelo choque nas patas pode induzir mudangas na estrutura e
funcdo neuronal (CHAAYA; BATTLE; JOHNSON, 2018).

Desta forma, sabe-se que o contexto influencia o comportamento dos animais

e acredita-se que existe um circuito neural envolvendo o hipocampo, a amigdala e o
cortex medial pré-frontal responsavel pelo aprendizado e pela formagdo da memaria
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do medo condicionado ao contexto, e que alteracdes neste circuito, em humanos,
podem estar relacionadas a patologias psiquiatricas, como a sindrome do estresse
pos traumatico, a depresséao e o uso de drogas (MAREN; PHAN; LIBERZON, 2016).

2.2 NEUROINFLAMACAO E EXCITOTOXICIDADE

O SNC e dito privilegiado em termos de imunidade, uma vez que dispde de
barreiras, como a barreira hematoencefalica (BHE), que controla fortemente a
entrada de células e moléculas e na qual disfun¢gBes sdo observadas em patologias
como a DA, DP, acidente vascular encefélico (AVE), epilepsia e lesdes cerebrais
traumaticas, sendo este um fenbmeno associado a ativacdo de células endoteliais
que exibem um fendétipo alterado e a reducdo das proteinas de juncao
(STEPHENSON et al., 2018).

A neuroinflamacdo refere-se a resposta do SNC desenvolvida frente a
agentes danosos, como patdgenos, traumas, agregacdo e modificacdo proteica,
visando inativar os agentes nocivos, ininibir e reverter seus efeitos prejudiciais. Tal
resposta se da por meio da ativacdo da microglia, astrocitos e oligodendrdcitos,
sendo a ativacdo das células da glia considerada o mecanismo de imunidade inata
do SNC (OLMOS; LLADO, 2014), (RANSOHOFF, 2016).

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa frente a uma infec¢éo e
a micréglia, principal célula imunolégica residente do SNC, tem diversas funcoées,
participando desde a poda sinaptica durante o desenvolvimento até a regulacao da
morte celular e remocdo de residuos durante processos neuroinflamatérios
(STEPHENSON et al.,, 2018). A ativacdo da micréglia constitui o principal
componente da neuroinflamacdo, que por sua vez pode desempenhar efeitos

benéficos e prejudiciais sobre os neurdnios (TANG; LE, 2016).

Em situacdes normais, a resposta imunoldgica € regulada com precisédo, de
modo a combater o agente agressor e manter a homeostase tecidual, no entanto,
em situacOes patologicas, tal equilibrio € perdido e as respostas sdo desreguladas,
causando por vezes, dano celular. A ativacdo da microglia se da atraves de dois

fendtipos: M1 e M2, conforme ilustra a figura 3. O fendtipo M1, constitui a ativagéo
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cladssica da micréglia, no qual ocorre a secre¢do de citocinas pré-inflamatérias, como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1f (IL-1p), interleucina-6 (IL-6),
superoéxido, 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROSs) e proteases
(TANG; LE, 2016), (SUBHRAMANYAM et al., 2019).

Ja4 o fendtipo M2, é constituido pelos estados de ativacdo alternativa e
desativacdo adquirida. Na ativacdo alternativa, ocorre a secrecao de citocinas anti-
inflamatorias, como a interleucina-4 (IL-4) e a interleucina-13 (IL-13), visando reparo
tecidual e restauracdo da matriz extracelular. No estado de desativacao adquirida,
por sua vez, ocorre a absor¢cdo de células apoptoticas e a secrecdo de interleucinas
anti-inflamatérias, como a interleucina-10 (IL-10) e o fator transformador de
crescimento B (TGF-B), visando reduzir a inflamagado aguda. Ambos os fendtipos
podem ser ativados em diferentes contextos e contribuir para a neuroinflamagéo
patogénica que ocorre em doencas neurodegenerativas (TANG; LE, 2016),
(SUBHRAMANYAM et al., 2019).

Figura 3 — Ativacdo da micréglia
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Fonte: Adaptado de Tang; Le, (2016). A microglia possui 2 fenétipos de ativagao: M1 e M2. O fenétipo
M1, ou ativacéo classica, induz a ativagdo das vias de sinalizacdo da 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS) e do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), produzindo citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-
1B, IL-6, EROs, superéxido e NO. O fenétipo M2 é constituido pelo estado de ativagdo alternativa,
que induz a secrecdo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e a IL-13 e pela desativacéo
adquirida, que induz a producédo de IL-10 e TGF-B. A ativacdo do fendtipo M2 promove ainda a
expressdo de outras citocinas anti-inflamatérias, como a Citocina quimiotatica de eosindfilo (Ym1),
Arginase-1 (Agrl), Achada em zona inflamatéria-1 (Fizz-1), bem como do Receptor de Manose
(CD206) e do Fator de crescimento semelhante a Insulina 1 (IGF-1). Sua ativacao facilita a fagocitose
de restos celulares e fragmentos proteicos, promovendo reparo tecidual e reconstrucdo da matriz
extracelular, estimulando assim a sobrevivéncia neuronal por meio de fatores neurotroficos;
antagonizando os estimulos pré-inflamatérios de M1, resultando assim em imunossupressdo e

protecdo neuronal.

Embora a ativagdo do fendétipo M1 constitua a primeira linha de defesa contra

danos e agressdes, este também pode promover a neurotoxicidade, devido a
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liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e mediadores neurotdxicos, que podem
configurar um ciclo vicioso entre a morte neuronal e a neuroinflamacao aguda. Desta
forma, logo apds o inicio da ativacao classica, uma fase anti-inflamatoéria e de reparo

tecidual € iniciada, com a ativacdo do fenotipo M2 (TANG; LE, 2016).

Varias evidéncias tem apontado a neuroinflamagdo como um dos principais
fatores que contribui para a progressdo de doencas neurodegenerativas, nas quais
além da ativacdo da micréglia, o processo neuroibflamatério € caracterizada também
pela ativacao dos astrécitos, presenca de mediadores inflamatérios no parénquima e
por vezes, por alteragbes na BHE, que tornam o SNC susceptivel a estimulos
imunologicos periféricos, como a infiltracdo de macrofagos e células T e B
(RANSOHOFF, 2016), (CHEN; ZHANG; HUANG, 2016), (VIVIANI et al., 2014).

Semelhante a ativacdo polarizada que acontece na microglia, os astrocitos
também sdo caracterizados pela ativacdo em 2 fenoétipos: Al, responsavel pela
liberacdo de mediadores proé-inflamatérios, como interleucina-1a (IL-1a) e TNF-a e
A2, que exerce atividade neuroprotetora, promovendo crescimento neuronal e
reparo sinaptico (STEPHENSON et al., 2018).

Além disso, a IL-18 e o TNF-qa, liberados em quadros neuroinflamatérios
podem interagir com o sistema glutamatérgico e induzir um estado de
excitotoxicidade (VIVIANI et al., 2014). A excitotoxicicidade pode ser definida como o
mecanismo de neurodegeneracdo e morte neuronal causado por aminoacidos
excitatérios devido a ativacdo prolongada de seus receptores (RUGGIERO et al.,
2011) e esta envolvida em diversas patologias, dentre elas DA, DP, ELA e doencas
isquémicas (OLMOS; LLADO, 2014).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério e possui dois tipos de
receptores: metabotrépicos, e ionotrépicos. Os receptores metabotropicos séo
acoplados a proteina G e participam de mecanismos de respostas intracelulares
através da ativacdo de segundos mensageiros. Os receptores ionotropicos séo
subdivididos em 3 grupos: AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico),
NMDA (N-metil D-aspartato) e receptores de cainato (KA), sendo que os receptores
NMDA sédo os mais estudados, devido ao seu envolvimento em processos de
plasticidade sinaptica e de excitotoxicidade (VYKLICKY et al., 2014), (RUGGIERO et
al., 2011).
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O glutamato é essencial em diversas fungbes corticais importantes, como
aprendizado e memoaria. No entanto, em quantidades elevadas, leva a morte celular
por excitotoxicidade, devido a entrada excessiva de Ca?* na célula, liberacédo de
radicais livres, acido araquidénico e NO. (VIVIANI et al., 2014), (LAU; TYMIANSKI,
2010). Os receptores NMDA apresentam maior sensibilidade ao Ca?* do que os
receptores AMPA e KA e sdo ativados ap0s despolarizacdo da membrana pés
sinaptica, uma vez que em repouso seu sitio de ligacdo é bloqueado por um ion
Mg?* (RUGGIERO et al., 2011).

A excitotoxicidade induzida pelo glutamato leva a morte neuronal tanto em
doencas neurodegenerativas quanto em condicdes agudas, como AVE e
traumatismo cranio-encefalico (TCE) (LAU; TYMIANSKI, 2010), e da mesma forma
que citocinas pré-inflamatérias como IL-18 e TNF-a podem estimular a toxicidade
glutamatérgica, esta por sua vez causa a liberagdo de mais mediadores
inflamatorios (VIVIANI et al., 2014), favorecendo assim, a neuroinflamacéo crénica e

desregulada.

2.3 LPS E RECEPTORES TOLL LIKE

O lipopolissacarideo (LPS), ou endotoxina como também é conhecido, € um
componente da parede celular de bactérias gram-negativas, de acdo extremamente
toxica e indutora de respostas imunoldgicas. E liberado quando a bactéria se
multiplica ou quando é degradada e fagocitada pelas células de defesa (CRUZ-
MACHADO, 2010) e tem sido amplamente utilizado em modelos experimentais como
agente indutor de inflamacdo (WANG et al., 2006), (DICKSON; LEHMANN, 2019),
(SEEMANN; ZOHLES; LUPP, 2017), (QIN et al., 2007). Seus efeitos sao
decorrentes da ativacdo de cascatas intracelulares por meio de sua ligacdo a
receptores celulares especificos, sendo o principal deles o receptor Toll Like 4
(TLR4) (CRUZ-MACHADO, 2010).

Os receptores Toll Like (Toll Like Receptors — TLRsS) constituem uma familia
de receptores de reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos
(PRR) e sao expressos principalmente por células do sistema imune inato.

Reconhecem diversos padrdes moleculares relacionados a patégenos (pathogem-
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associated molecular pattern molecules — PAMPs) e moléculas enddgenas
provenientes de danos teciduais (molecular pattern associated tissue damage —
DAMPSs), ativando vias bioquimicas intracelulares, que ativam fatores de transcricdo
e nucleares relacionadas a producédo de citocinas proé-inflamatérias (DE SOUSA,;
BRAGA; DA ROCHA SOBRINHO, 2016).

No sistema nervoso central, os TLRs s80o expressos em neurdnios e em
células da glia e quando ativados, sdo responsaveis pelo inicio de uma resposta
imune pro-inflamatoria, levando a uma neuroinflamacdo, que pode ocasionar o

desenvolvimento de uma neurodegeneragao (KUMAR, 2019).

O reconhecimento do LPS é mediado por moléculas como a proteina ligante
de LPS (LPB), a proteina CD14 e a proteina mieloide diferenciadora 2 (MD-2), que
atuam como proteinas auxiliares, responsaveis por carrear o LPS para o receptor
TLR4 (CRUZ-MACHADO, 2010), (DICKSON; LEHMANN, 2019). Em seres
humanos, sdo conhecidos 10 TLRs, que ao interagir com PAMPs e DAMPs,
incluindo o LPS no caso do TLR4 dimerizam as proteinas TLR, que recruta proteinas
adaptadoras, geralmente a My88 que ativa diversas proteinas cinases, levando a
ativacdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear (NF-kB), a proteina
ativadora 1 (AP-1), o fator de resposta ao interferon 3 (IRF3) e ao interferon 7 (IRF7).
O NF-kB e o AP-1 sao fatores de transcricdo nucleares que induzem a producéo de
citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1B), interleucina 5 (IL-5) e TNF-
a. O IRF3 e o IRF7, por sua vez, induzem a producao de interferon alfa (IFN-a) e
interferon beta (IFN-B), citocinas envolvidas nas respostas antivirais (DE SOUSA,;
BRAGA; DA ROCHA SOBRINHO, 2016). A figura 4 ilustra as vias de sinalizagéao

intracelulares mediadas pelos TLRs envolvidas na neuroinflamagéo.

Figura 4 — Vias de sinalizacéo intracelular ativadas pelos TLRs envolvidas na neuroinflamacéo

31



MEMBRANA CITOPLASMATICA

>
‘."

¥ A

: CITOPLASMA,
L ]
. /
L)
- MAL “‘mll DNA
* t“ IL-18, IL-6, TNF-a
*

.——"’-'___
CITOCINAS PRO-
GRIAS

INFLAMAT
IL-1s, IL-6, THF o
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DAMPs se d& por meio de sua ligacdo aos receptores TLR, que sdo expressos na membrana celular

ou em vesiculas citoplasméticas e levam a ativacdo de cascatas intracelulares, que ativam fatores de
transcricdo nucleares, responsaveis pela transcricdo de genes que expressam citocinas, moléculas

importantes para o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria.
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2.4 GLICINA E RECEPTOR GLICINERGICO
A glicina € um aminoacido ndo essencial, constituido de uma molécula de
carbono ligada a uma amina e a um grupamento carboxila, que devido a sua

pequena estrutura participa de diversas funcdes celulares (HALL, 1998).
No sistema nervoso central, a glicina atua como neurotransmissor e é

conhecida por mediar sinapses inibitérias na medula e tronco encefalico, modulando
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principalmente a transmissao sinaptica entre neurdnios motores e interneurdnios em
interneurdnios glicinérgicos sao encontrados na retina e em diversas regidoes

reflexos na medula espinhal (LYNCH, 2009). No entanto, sabe-se também que



corticais, incluindo o hipocampo, estando envolvidos também no processamento de
informacgdes sensoriais (LYNCH, 2009), (BRADY et al., 2012).

Apesar de ser conhecida classicamente como um neurotransmissor de acao
inibitéria ao se ligar ao seu receptor, a glicina também pode desempenhar acdes
excitatorias ao atuar como co-agonista do receptor glutamatérgico NMDA (BRADY et
al., 2012), (VYKLICKY et al., 2014).

O receptor de glicina (GlyR) é um canal i6nico ligante dependente, que se
abre mediante a ligagdo de um agonista. Quando aberto, permite a entrada de ions
ClI- na célula, hiperpolarizando a membrana e impedindo a despolarizacdo e o
disparo neuronal induzidos por neurotransmissores excitatorios (KIRSCH, 2006). E
formado por 5 subunidades proteicas: a-1, a-2, a-3, a-4 e 3, que podem se combinar
em diversos subtipos, homoméricos e heteroméricos. No entanto, ndo existem
agonistas especificos para cada subtipo do receptor glicinérgico, de modo que todos
0s subtipos apresentam a mesma sensibilidade a glicina e seus agonistas (LYNCH,
2004a).

A glicina é sintetizada no citoplasma a partir da serina pela acdo da enzima
serina hidroximetiltransferase (SHMT) e estocada em vesiculas por meio de um
transportador vesicular dependente de H*. Sua a¢do pds-sinaptica € finalizada pela
recaptacdo por meio dos transportadores de alta afinidade a glicina: GlyT-1 e GlyT-
2. O GlyT-1 é amplamente expresso em astrocitos em todo o SNC e remove a
glicina dos receptores pés-sinapticos enquanto o GlyT-2 € expresso em terminais
axonais na medula e no tronco encefalico e faz o processo reverso, sendo
fundamental para a manutencdo das concentracdes intracelulares de glicina. Além
disso, o GlyT-1 pode auxiliar na regulacdo dos niveis de glicina nos receptores
NMDA. No meio intracelular, a glicina é degradada pela acdo de um complexo
enzimatico de 4 proteinas localizadas principalmente nos astrécitos (BRADY et al.,
2012).

O receptor de glicina tem como antagonista seletivo a estricnina e como
agonistas, por ordem de afinidade os aminoacidos glicina, B-alanina e taurina
(LYNCH, 2004a).
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2.5 TAURINA

A taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) é o aminoacido livre mais abundante
em tecidos excitaveis e seus niveis sdo mantidos através da absor¢cdo por meio da
dieta e pela biossintese enddgena a partir de outros aminoacidos como a cisteina e
a metionina (WEN et al., 2019). A taurina obtida através da dieta € absorvida no
intestino delgado e transportada na veia porta até o figado, onde exerce acgéo
regulando o metabolismo hepatico e € transportada para a corrente sanguinea
(BALIOU et al., 2020). Sua estrutura quimica contém um grupamento sulfonato, mas
difere de outros aminoacidos tipicos pela auséncia do grupamento carboxila (RIPPS;

SHEN, 2012), conforme mostra a figura 5.

Figura 5 — Estrutura e formacgéo da Taurina
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Fonte: Adaptado de Ripps e Shen (2012). A: Féormula quimica da taurina: C2H7NOsS. B: Diagrama

simplificado mostrando as principais etapas na conversdo de L-cisteina para taurina. A enzima
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cisteina dioxigenase catalisa a conversdo de L-cisteina em sulfinato de cisteina e a oxidagdo da

hipotaurina (sulfinato de 2-aminoetano) resulta em taurina.

A taurina desempenha importantes fun¢cdes no organismo, uma vez que
fornece substrato para a formacéo de sais biliares e esta envolvida na regulacdo do
volume celular, através da modulacdo da concentracdo de calcio livre intracelular.
Além disso, tem acles citoprotetoras em diversos tecidos, e na retina, além de ser
importante para o desenvolvimento de fotorreceptores, tem sido apontada como um
agente protetor enddégeno contra danos celulares causados por niveis toxicos de
glutamato (RIPPS; SHEN, 2012).

No SNC, a taurina tem sido associada a acbes neuroprotetoras (RIPPS;
SHEN, 2012), (IDRISSI, 2019) e como um possivel agente regulador
neuroendocrino. Em camundongos, tratados com suplementacdo de taurina, foi
observado um aumento na producdo e secrecdo de insulina e na expressdo de
receptores de insulina no pancreas e no cérebro, bem como aumento de
transportadores de glicose 4 (Glut 4), calbindina e Na,K-ATPase no hipocampo.
Além disso, verificou-se também que no hipocampo houve uma reducédo da
expressdo de canais de calcio dependentes de voltagem e de transportadores de
taurina (TauT), o que sugere que a hipoexcitabilidade induzida pela suplementacéo
de taurina estimulou adaptacfes funcionais na expressao proteica do hipocampo e
que tais alteracBes podem atenuar a excitotoxicidade glutamatérgica (IDRISSI,
2019).

Além disso, embora a taurina participe da neurotransmissdo, esta nao é
considerada um neurotransmissor, pois sua liberagdo nédo é dependente de Ca** e a
mesma nao possui um receptor especifico. No entanto, a taurina atua como agonista
parcial do receptor GABAa do &cido gama amino-butirico (GABA), principal
neurotransmissor inibitério, que possui dois receptores: GABAa (ionotrépico) e
GABAs (metabotropico) (PAZ et al., 2019), (OLMO et al., 2000). Os receptores
GABAA sé@o expressos em diversas regides do encéfalo, incluindo o hipocampo e
além de suas acdes nestes receptores, a taurina atua também como agonista parcial
do receptor de glicina (ALBRECHT; SCHOUSBOE, 2005), conforme descrito

anteriormente.
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A taurina ndo atravessa facilmente BHE e sua principal proteina
transportadora é o transportador TauT, pertencente a familia dos transportadores de
neurotransmissores, que inclui os transportadores de serotonina e do GABA (RIPPS;
SHEN, 2012). Existem 2 tipos de transportadores de taurina, que a transportam do
figado para diferentes tecidos: o TauT, codificado pelo gene SLC6A6, caracterizado
por ser dependente de Na* e ClI, saturavel e de alta afinidade e o PAT1, codificado
pelo gene SLC36A1, pH-dependente, de alta capacidade e baixa afinidade (BALIOU
et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a possivel atividade neuroprotetora da taurina, um agonista parcial
enddgeno dos receptores inotrépicos de glicina e GABAaA em um modelo de
neuroinflamacéo em ratos, bem como o papel do receptor ionotrépco glicinérgico na

reconsolidacao recente da memoaria espacial de longa duracao recente e remota.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se, e em que dose a taurina administrada cronicamente por via oral,
por 30 dias, é capaz de reverter o prejuizo mnemonico causado pela infusdo
bilateral de LPS na regido CAl do hipocampo dorsal de ratos na memdria
espacial de longa duracdo recente e remota, avaliadas por meio da tarefa
comportamental do Labirinto Aquético de Morris;

e Avaliar se, e em que dose a taurina administrada cronicamente por via oral,
por 30 dias, é capaz de reverter o prejuizo mnemonico causado pela infusdo
bilateral de LPS na regido CA1 do hipocampo dorsal de ratos na memoria
aversiva de longa duracdo, avaliada por meio da tarefa comportamental do
Medo Condicionado ao Contexto;

e Avaliar se, e em que dose a glicina infundida bilateralmente na regido CA1 do
hipocampo dorsal de ratos é capaz de desempenhar efeitos na
reconsolidacdo da memdéria espacial de longa duracao recente e remota;

e Avaliar se, e em que dose a taurina infundida bilateralmente na regido CA1 do
hipocampo dorsal de ratos é capaz de desempenhar efeitos na

reconsolidacdo da memdria espacial de longa duragéo recente e remota.

37



4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo deste estudo, os experimentos foram divididos em duas
etapas. Na primeira etapa, avaliamos o efeito da administracdo por via oral de
taurina sobre o prejuizo mnemonico causado pela neuroinflamacéo, induzida atravées
da infusdo intra-hipocampal de LPS em ratos. Para isto, os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para infuséo intra-hipocampal de LPS e salina.
Apés 3 dias de recuperacéo, foi realizado o tratamento com salina e com taurina nas
doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg e 200 mg/kg por 30 dias, sendo que neste periodo os
animais foram pesados a cada 7 dias e suas respectivas doses ajustadas de acordo
com o peso corporal. No dia seguinte ao término do tratamento, os animais foram
submetidos ao treino no Labirinto Aquético de Morris (LAM) por 5 dias e testados 24
horas, 5 dias e 10 dias ap6s o ultimo dia de treino. Um dia apos o ultimo teste no
LAM, foram submetidos ao treino no equipamento do medo condicionado ao
contexto (MCC), realizado em um unico dia e testados 24 horas e 48 horas depois.
Apés a realizacdo de todas as tarefas comportamentais, foram eutanasiados e
amostras do tecido cerebral foram retiradas e armazenas para posteriores analises
histol6gicas e bioquimicas. A figura 6 ilustra o desenho experimental da primeira

etapa de experimentos do estudo.

Figura 6 — Desenho Experimental — Primeira Etapa
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Fonte: Elaborada pela autora. LAM: Labirinto Aquéatico de Morris; MCC: Medo Condicionado ao

Contexto.
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Na segunda etapa, avaliamos o efeito da infusao intra-hipocampal de glicina e
de taurina na reconsolidacdo da memdéria espacial de longa duracdo recente e
remota em ratos. Os animais passaram por cirurgia estereotaxica para a
implantacdo de canulas-guia e apds 3 dias de recuperacao foram submetidos ao

treino no LAM por 5 dias consecutivos e testados 24 horas apés o ultimo treino.

Imediatamente ap0s o teste de 24 horas pOs-treino, os animais foram
divididos em 7 grupos experimentais aleatorizados e receberam infusdo intra-
hipocampal de salina, glicina nas doses de 1 nmol/lado, 10 nmol/lado e 100
nmol/lado e de taurina nas doses de 1 nmol/lado, 10 nmol/lado e 100 nmol/lado.

Para avaliar os efeitos da glicina e da taurina na reconsolidacdo da memoéria
espacial de longa duracdo recente, os animais foram testados 24 horas apo6s a
infusdo e para avaliar o mesmo efeito na reconsolidacdo da memoria espacial de

longa duracédo remota, os mesmos foram testados 5 dias e 10 dias apo6s a infusao.

Apés obtidas as curvas de dose-resposta para tais efeitos da glicina e da
taurina, foram realizados 4 grupos de controles experimentais, conforme descritos a

seguir. A figura 7 ilustra a segunda etapa dos experimentos.

Figura 7 — Desenho Experimental — Segunda Etapa
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Fonte: Elaborada pela autora. LAM: Labirinto Aguético de Morris.
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4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E ASPECTOS ETICOS

Todos o0s experimentos foram realizados no Laboratorio de
Neuropsicofarmacologia da Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO
e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da mesma
instituicdo, sob os oficios n° 029/2018 e n° 018/2019 (Anexo ).

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, pesando entre 225 e 350
gramas, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE. Os animais foram mantidos em caixas apropriadas com capacidade
para 5 ratos cada, forradas com maravalha. Receberam agua e comida em livre
demanda e foram submetidos a ciclos de claro-escuro de 12 horas, a uma
temperatura ambiente mantida em torno de 22° C. As caixas foram limpas e a

maravalha trocada a cada 3 dias.

Na primeira etapa de experimentos, para a avaliagdo dos efeitos da
administracdo por via oral de taurina sobre os prejuizos mnemonicos causados pela
neuroinflamacédo, foram utilizados 108 ratos alocados em 9 grupos experimentais,

com 8 a 12 ratos cada grupo, conforme descrito a seguir:

e Grupo Naive: ratos que ndo passaram por procedimento cirdrgico nem
por tratamento farmacolégico;

e Grupo Salina + Salina: ratos que receberam infuséo intra-hipocampal
de salina e salina via gavagem;

e Grupo Salina + Taurina 2 mg/kg: ratos que receberam infusdo intra-
hipocampal de salina e taurina na dose de 2 mg/kg via gavagem,

e Grupo Salina + Taurina 20 mg/kg: ratos que receberam infusdo intra-
hipocampal de salina e taurina na dose de 20 mg/kg via gavagem;

e Grupo Salina + Taurina 200 mg/kg: ratos que receberam infuséo intra-
hipocampal de salina e taurina na dose de 200 mg/kg via gavagem;

e Grupo LPS + Salina: ratos que receberam infusao intra-hipocampal de
LPS e salina via gavagem;

e Grupo LPS + Taurina 2 mg/kg: ratos que receberam infusdo intra-

hipocampal de LPS e taurina na dose de 2 mg/kg via gavagem,;
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e Grupo LPS + Taurina 20 mg/kg: ratos que receberam infusao intra-
hipocampal de LPS e taurina na dose de 20 mg/kg via gavagem;
e Grupo LPS + Taurina 200 mg/kg: ratos que receberam infusdo intra-

hipocampal de LPS e taurina na dose de 200 mg/kg via gavagem.

Na segunda etapa de experimentos, para identificacdo das curvas de dose-

resposta para os efeitos da glicina e da taurina na reconsolidacdo de memoéria

espacial de longa duracédo recente e remota, foram utilizados 84 ratos, divididos em

7 grupos experimentais, com 8 a 12 ratos cada:

Grupo Salina: ratos que receberam bilateralmente infusao intra-hipocampal
de 1 uL de solucéo salina.

Grupo glicina 1 nmol: ratos que receberam bilateralmente infuséo intra-
hipocampal de 1 pL de glicina na dose de 1 nmol/lado;

Grupo glicina 10 nmol: ratos que receberam bilateralmente infusado intra-
hipocampal de 1 pL de glicina na dose de 10 nmol/lado;

Grupo glicina 100 nmol: ratos que receberam bilateralmente infuséo intra-
hipocampal de 1 yL de glicina na dose de 100 nmol/lado;

Grupo taurina 1 nmol: ratos que receberam bilateralmente infuséo intra-
hipocampal de 1 pL de taurina na dose de 1 nmol/lado;

Grupo taurina 10 nmol: ratos que receberam bilateralmente infusdo intra-
hipocampal de 1 yL de taurina na dose de 10 nmol/lado;

Grupo taurina 100 nmol: ratos que receberam bilateralmente infusao intra-

hipocampal de 1 pL de taurina na dose de 100 nmol/lado;

Ainda na segunda etapa de experimentos, apés identificadas as menores

doses de glicina e de taurina capazes de desempenhar algum efeito sobre a

reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracao recente e remota, tais doses

foram utilizadas na infusdo intra-hipocampal de glicina e de taurina dos grupos

controle referentes a tarefa do LAM, que foram realizados a fim de controlar

possiveis fatores que podem interferir na avaliacdo mnemonica atraveés do LAM e a

fim de demonstrar que os efeitos notados s6 ocorrem se a infusdo for realizada

imediatamente apds a reativacdo do traco mnemonico. Para isso, foram utilizados

120 ratos, divididos em 4 grupos experimentais, subdivididos em 3 grupos

experimentais cada:
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e Grupo controle infuséo: ratos que receberam infuséo intra-hipocampal de
glicina, taurina ou salina (6 a 10 ratos cada subgrupo), 24 horas apés o
altimo treino no LAM e que nédo foram testados previamente, a fim de
assegurar que os efeitos observados se devem a infuséo intra-hipocampal
do farmaco quando esta ocorre apenas imediatamente ap0s a sessao de
reativacao ndo-reforcada do trago mnemaonico;

e Grupo controle reforco: ratos que receberam infusdo intra-hipocampal de
glicina, taurina ou salina (6 a 10 ratos cada subgrupo), e que no teste de
24 horas apds o ultimo treino no LAM foram testados com a plataforma
presente, a fim de assegurar que os efeitos observados ocorrem devido a
reativacao ndo-reforcada do traco mnemaonico;

e Grupo controle temporal: ratos que receberam infusédo intra-hipocampal de
glicina, taurina ou salina (6 a 10 ratos cada subgrupo), 3 horas apos o
teste de 24 horas apés o ultimo treino, a fim de assegurar que os efeitos
da infusdo dos farmacos apds a reativacdo nao-reforcada do traco
mnemaonico sao tempo-dependentes;

e Grupo controle estrutura: ratos que receberam infusdo de glicina, taurina
ou salina (6 a 10 ratos cada subgrupo) 1 mm acima da regido do
hipocampo, na regido do cortex occipital médio-lateral, a fim de assegurar
gue os efeitos da infusdo dos farmacos apos a reativacdo nao-reforcada
do traco mnemadnico no teste de 24 horas apds o ultimo treino no LAM é

estrutura-dependente.

4.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Na primeira etapa dos experimentos, para a inducao da neuroinflamacéo, foi
utilizado LPS (oriundo de Escherichia coli 055:B5; Sigma) dissolvido em salina na
concentracéo de 2,5 mg/ml e administrado regido CA1 do hipocampo, bilateralmente
em ratos, na dose de 10 ug / lado, através da infusdo de 4 pl durante 10 minutos. Os
animais pertencentes aos grupos controles, passaram pelo mesmo procedimento e
ao invés de LPS receberam a infusdo bilateral de veiculo (solugdo salina). As

coordenadas utilizadas para este procedimento foram adaptadas do Atlas Anatdmico
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Paxinos e Watson e foram as seguintes: Antero Posterior (AP) = - 4,2 mm; Médio
Lateral (MD) = £ 3,0 mm; Dorso Ventral (DV) = - 3,0 mm; Inclinacdo Latero-lateral
(INCL LL) = 0° a partir do Bregma. A infusdo de LPS ou salina foi realizada por meio

de uma microseringa Hamilton 10 ul acoplada ao estereotaxico.

Na segunda etapa dos experimentos, todos 0s animais passaram pela
cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas-guia para a posterior infusdo
intra-hipocampal de farmacos. Nesta etapa, as coordenadas anatomicas utilizadas
também foram adaptadas do Atlas Paxinos e Watson, sendo elas: Antero Posterior
(AP) = - 4,2 mm; Médio Lateral (MD) = = 3,0 mm; Dorso Ventral (DV) = - 2,0 mm;
Inclinacéo Latero-lateral (INCL LL) = 0° a partir do Bregma; com excecéo dos grupos

controle estrutura, nos quais a coordenada DV utilizada foi de -1,0 mm.

Em ambas as etapas de experimentos, os procedimentos cirlrgicos foram
realizados com os animais previamente anestesiados com 75 mg/kg de cetamina e
10 mg/kg de xilazina via intra-peritonial. ApGs a cirurgia foram mantidos em caixas-

moradia sob leve agquecimento a fim de evitar hipotermia.

4.4 AVALIACAO DA MEMORIA ESPACIAL — LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

A memoria espacial foi avaliada por meio da tarefa comportamental do
Labirinto Aquético de Morris (LAM). O LAM € um tanque circular azul escuro, de 180
cm de diametro, 55 cm de altura, preenchido com agua até a altura de 35 cm e
mantida entre 21 °C e 24°C, dividido virtualmente em quatro quadrantes. No centro
de um desses quadrantes encontra-se uma plataforma de escape de 12 cm de
didmetro submersa 2 cm abaixo do nivel da 4gua, a qual durante os treinos deve ser
encontrada pelos animais, que se orientam no LAM através de dicas visuais na
forma de luminarias e de cartazes com cores e padrbes geométricos diferentes

fixados nas paredes, que servem de pista para a formacéo de um mapa espacial.

O treino foi realizado por 5 dias consecutivos e consiste em uma sessao diaria
de 8 largadas, em ordem pseudoaleatoria alternada entre as 4 posi¢des cardeais do
LAM, nas quais o animal tem 60 segundos para encontrar a plataforma. Apos

encontrada, permanece sobre a mesma por 30 segundos e apoOs este periodo é
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dada uma nova largada. Caso ndo a encontre, € reconduzido gentiimente até a
mesma, onde permanece por 30 segundos, seguidos por uma nova largada. A
plataforma de escape € mantida no mesmo local durante todos os treinos e uma
camera na sala do LAM capta as imagens que sdo observadas pelo avaliador em

outra sala.

Para a avaliacdo da memoria espacial de longa duracdo recente, os testes
foram realizados 24 horas ap06s o ultimo treino, na primeira fase dos experimentos e
48 horas ap0s o ultimo treino (24 h apds a infusdo) na segunda fase. J& a memaria
espacial de longa duragcao remota foi avaliada por meio de testes realizados 5 dias e
10 dias apés o ultimo treino ou ap6s a infusdo na primeira e segunda fase dos

experimentos, respectivamente.

Para a realizac@o dos testes, a plataforma é retirada do LAM e os ratos sé&o
largados da posicdo mais distal da regido onde esta se localizava anteriormente e
permanecem nadando por 60 segundos. Durante esse tempo sao cronometrados o
tempo que o animal permanece nadando no quadrante alvo (quadrante onde a
plataforma de escape esteve localizada durante os treinos) e o tempo que leva para
atingir uma area centrada no local da plataforma (laténcia), sendo estes os principais
parametros utilizados como indicadores de retencdo do traco mnemdnico nesta
tarefa (SOLSTAD; MOSER; EINEVOLL, 2006). A figura 8 representa o LAM do

laboratorio de Neuropsicofarmacologia da UNICENTRO, utilizado neste estudo.

Figura 8— Labirinto Aquatico de Morris
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Fonte: A autora. A: Labirinto Aquatico de Morris da UNICENTRO, utilizado neste estudo. B: Rato

wistar sobre a plataforma do Labirinto Aquatico de Morris apds encontra-la.

45 AVALIACAO DA MEMORIA AVERSIVA — MEDO CONDICIONADO AO
CONTEXTO

A memoria aversiva foi avaliada por meio da tarefa comportamental do Medo
Condicionado ao Contexto (MCC), realizada no equipamento do medo condicionado
(Med-Associates Inc., St. Albans, VT). Tal equipamento consiste em uma camara
retangular medindo 25 cm x 32,2 cm x 25 cm, sendo a sua parede frontal feita de
material plastico transparente para permitir a observacdo do comportamento do
animal em seu interior. O chéo desta caixa consiste em uma grade com 19 barras de
aco inoxidavel, conectada a um gerador de corrente elétrica, que quando acionado

gera choques nas patas dos animais.

Para isolar o animal de fatores externos a camara de condicionamento de
medo, como ruidos, alteracdes de luminosidade e a presenca do examinador, esta é
revestida por outra camara, com medidas de 75,5 cm x 63,5 cm x 35,8 cm. No
interior desta segunda caixa, € fixada uma camera através da qual o comportamento

dos animais é observado.

O treino foi realizado em uma Unica sesséo, na qual os ratos foram colocados
individualmente por 3 minutos na camara de condicionamento para aclimatacao e
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em seguida receberam 3 choques nas patas, com intensidade 0,8 mA, com duragao
de 3 segundos e intervalo de 30 segundos entre cada choque. Apos os choques, 0s
ratos permaneceram por mais 2 minutos na camara e em seguida retornaram as

suas caixas-moradia.

Os testes foram realizados 24 e 48 horas ap0s a sessao de condicionamento,
guando os animais foram colocados novamente na camara de condicionamento por
5 minutos e o parametro utilizado para avaliar a memoria aversiva foi o percentual
de tempo que os ratos apresentaram congelamento, ou seja, a auséncia de qualquer
movimento de corpo e cabeca, exceto movimentos respiratorios durante este
periodo (BEKINSCHTEIN et al., 2007).

No intervalo entre os treinos e testes, a cada rato, a camara de
condicionamento foi higienizada com papel toalha e élcool 70%. A figura 9 refere-se
ao equipamento de condicionamento de medo utilizado no Laboratério de

Neuropsicofarmacologia da UNICENTRO.

Figura 9 — Camara de condicionamento de medo

Fonte: A autora. A: Camara de condicionamento de medo do Laboratério de Neuropsicofarmacologia
da UNICENTRO. B: Rato Wistar durante sessdo de condicionamento de medo.

4.6 INFUSAO INTRA-HIPOCAMPAL DE FARMACOS

Na segunda fase dos experimentos, para verificar os efeitos da glicina e da
taurina na reconsolidacdo da memdria espacial de longa duragéo recente e remota,
0s animais receberam infusdes bilaterais de 1,0 pL de veiculo com ou sem farmacos

(glicina ou taurina) dissolvidos em concentragfes especificas de acordo com cada
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grupo experimental, através de suas canulas guias diretamente na regido cerebral

pré-determinada.

Para a realizacdo deste procedimento, os animais foram imobilizados e foram
utilizadas cénulas de infusdo (0,05 mm de diametro e 10,0 mm de comprimento),
conectadas a uma micro-seringa Hamilton por um tubo de polietileno, carregado com
os farmacos. Apos a introducdo da céanula de infusdo na luz da céanula-guia na
cabeca do rato, a infusédo foi iniciada lentamente, durando 30 segundos em cada
lado e ao término de cada infusdo, a canula foi mantida no local por 30 segundos
adicionais para evitar refluxo. A figura 10 ilustra o0 momento da realizagdo deste

procedimento.

Figura 10 — Infusao de farmacos através de canulas-guia implantadas por meio de cirurgia
estereotaxica

Fonte: A autora. Aparato experimental utilizado para infuséo intra-hipocampal de farmacos através de

céanulas-guia.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 8 e os gréficos
foram gerados no mesmo programa. Foi realizado teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e os dados comportamentais foram apresentados como média e erro padrao da
média. Os parametros utilizados para avaliar a retencdo mnemaonica por parte dos
animais foram as laténcias e o0s percentuais de tempo em determinado
comportamento nas tarefas comportamentais (percentual de tempo gasto em nado
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no quadrante-alvo para a tarefa do LAM e percentual de tempo em congelamento
para o MCC). Tais parametros foram comparados entre os diferentes grupos através
dos testes paramétrico de Student (dois grupos) ou ANOVA (mais de dois grupos)
com teste post-hoc de Dunnett para compara¢cdes com um controle. Além disso, o
percentual de tempo gasto por cada grupo experimental no quadrante-alvo na tarefa
do LAM foi comparado a média tedrica de 25% através do teste t simples, para
determinar se houve retencdo de memoria de longa duracdo em cada grupo. Valores

de p menores do que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA TAURINA, ADMINISTRADA POR VIA ORAL SOBRE O PREJUIZO
MNEMONICO CAUSADO PELA NEUROINFLAMACAO NA MEMORIA ESPACIAL
DE LONGA DURACAO RECENTE E REMOTA EM RATOS

Para avaliar os efeitos da administracdo por via oral de taurina sobre o
prejuizo mnemonico causado pela neuroinflamacdo na memaria espacial de longa
duracdo recente e remota, 0os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para infusédo bilateral de salina ou de LPS na dose de 10 ug/lado na regido CA1l do
hipocampo. Ap6s 3 dias de recuperacdo pos-cirdrgica, os animais foram tratados
com salina ou taurina nas doses de 2mg/kg, 20 mg/kg e 200 mg/kg por 30 dias e
apos o ultimo dia de tratamento, foram treinados no LAM por 5 dias. Para avaliar a
memo©éria espacial de longa duracéo recente, os animais foram testados 24 h apés a
Ultima sessdao de treino e para avaliar a memoria espacial de longa duracédo remota,

5 dias e 10 dias apds a ultima sesséo.

Inicialmente verificamos que ao longo dos dias de treino houve um
aprendizado da tarefa do LAM pelos animais, evidenciado pela reducéo do tempo
médio de laténcia durante os treinos (Figura 11), no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre estes grupos (ANOVA de duas vias com medidas repetidas). As
figuras 11.B e 11.C mostram os efeitos da administracdo por via oral de taurina
sobre o prejuizo mnemadnico causado pela neuroinflamacédo na memaria espacial de
longa duracdo recente (teste 24 h), avaliada pelos parametros de laténcia e

percentual de tempo de permanéncia no quadrante alvo, respectivamente.

Observamos que nos grupos LPS + Salina e LPS + Taurina 2 ndo houve uma
retencdo do traco mnemonico, uma vez que estes grupos ndo tiveram um
desempenho significativamente diferente em relacdo a média teodrica de 25% de
tempo de permanéncia no quadrante-alvo, esperada para um nado aleatdrio sobre
0s quadrantes. Verificamos ainda que nestes grupos houve um percentual de tempo
de permanéncia no quadrante-alvo significativamente menor que o do grupo naive
(ANOVA de 1 via, F(8, 100) = 2,689, p < 0,05 em poOs-teste de Dunnett; Figura 11.C).
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Porém os resultados acima nédo foram obtidos quando a dose administrada de
taurina foi de 20 mg/kg e de 200 mg/kg nos grupos LPS, grupos estes que né&o
diferiram significativamente do grupo naive em seu desempenho no percentual de
tempo gasto no quadrante alvo, e nos quais houve retencédo do traco mnemonico,
com um desempenho significativamente diferente em relagcdo a média de 25% de
tempo de permanéncia no quadrante-alvo (teste t de Student, p < 0,01 e p < 0,001,

respectivamente; Figura 11.C).

Assim, estes resultados mostram que a taurina nas doses de 20 e 200 mg/kg,
administrada por via oral por 30 dias, foi capaz de reverter o prejuizo mnemonico
causado pela infusdo intra-hipocampal de LPS na memdéria espacial de longa

duracéo recente.

Figura 11 — Efeitos da taurina administrada por via oral no prejuizo mnemonico causado pela
neuroinflamacdo na memaria espacial de longa duracéo recente
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Fonte: A autora. Administracéo de taurina por via oral nas doses de 20 mg/kg e de 200 mg/kg por 30
dias reverte o prejuizo mneménico na memoaria espacial de longa duracdo recente causado pela
neuroinflamacao induzida pela infusdo bilateral de LPS na dose de 10 pg/lado na regido CA1l do
hipocampo de ratos Wistar machos, avaliado por meio da tarefa do LAM. Ratos Wistar machos foram

submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo de LPS (10 ug/lado) e tratados com taurina nas
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doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg e 200 mg/kg por 30 dias. Apés o tratamento foram treinados por 5 dias
consecutivos no LAM e testados 24 h apo6s o Ultimo treino. S+S: Salina + Salina; S+T2: Salina +
Taurina 2 mg/kg; S+T20: Salina + Taurina 20 mg/kg; S+T200: Salina + Taurina 200 mg/kg; LPS+S:
LPS + Salina; LPS+T2: LPS + Taurina 2 mg/kg; LPS+T20: LPS + Taurina 20 mg/kg; LPS+T200: LPS
+ Taurina 200 mg/kg. (A) Laténcia média de 8 largadas por dia de treino de todos os ratos
pertencentes a cada grupo até a plataforma de escape. (B) Laténcia até a plataforma de escape no
teste de 24 h. (C) Percentual de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo em 60 s durante o
teste de 24 h. Os dados foram expressos em média e em erro padrdo da média (xEM). * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001 para o teste t de Student vs. o percentual tedrico de 25%. # p<0,05 para o teste
de Dunnet vs. Naive apdés ANOVA de 1 via. (F(8, 100) = 2,689, n = 8 — 12 ratos por grupo).

Apés o teste de 24 h poés-treino, os animais foram submetidos a outros 2
testes para a avaliacdo da memoria espacial de longa duracédo remota, sendo estes
realizados 5 e 10 dias pés-treino. A figura 12 mostra os efeitos da administracéo por
via oral de taurina sobre o prejuizo mnemonico causado pela neuroinflamacéo na
memoria espacial de longa duragdo remota, testada 5 dias (Figuras 12.A e 12.B) e
10 dias (Figuras 12.C e 12.D) pés-treino.

Observamos nestes testes, que a taurina quando administrada por via oral
nas doses de 20 mg/kg e de 200 mg/kg por 30 dias, foi capaz de reverter o prejuizo
mnemonico causado pela neuroinflamacdo induzida por LPS em ratos Wistar
machos. Tais resultados, sdo evidenciados pelo percentual de tempo de
permanéncia no quadrante-alvo dos grupos LPS + Taurina 20 e LPS + Taurina 200
nao terem diferido significativamente do grupo naive nos testes de 5 dias e 10 dias
pés-treino em seu desempenho de porcentagem de tempo gasto no quadrante alvo,
além de esta porcentagem ter sido significativamente diferente do percentual tedrico
de 25% esperado para nado aleatério (teste t de Student, p < 0,01 e p < 0,001 no
teste 5 dias pés-treino, e p < 0,05 e p < 0,0001 no teste 10 dias péds-treino,
respectivamente aos grupos LPS + Taurina 20 e LPS + Taurina 200; Figura 12.B e
12.C).

Ja nos grupos LPS + Salina e LPS + Taurina 2 houve prejuizo mnemaonico
nos testes 5 dias e 10 dias p0Os-treino, visto que seus desempenhos de porcentagem
de tempo gasto no quadrante alvo nao terem diferido significativamente do
percentual tedrico de 25% esperado para nado aleatério, e de este percentual em
ambos os casos ter sido significativamente menor do que o do grupo naive (ANOVA
de 1 via, F(8, 93) = 3,486, p < 0,05 em poés-teste de Dunnett, no teste 5 dias pos-
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treino, e ANOVA de 1 via, F(8, 104) = 3,383, p < 0,01, p < 0,05 em péds-teste de
Dunnett, no teste 10 dias pds-treino, respectivamente aos grupos LPS + Taurina 20
e LPS + Taurina 200; Figura 12.B e 12.C).

Figura 12 — Efeitos da taurina administrada por via oral no prejuizo mnemonico causado pela
neuroinflamagcao na meméria espacial de longa duragéo remota
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Fonte: A autora. Administracéo de taurina por via oral nas doses de 20 mg/kg e de 200 mg/kg por 30
dias reverte o prejuizo mneménico na memoria espacial de longa duracdo remota causado pela
neuroinflamacéo induzida pela infusdo bilateral de LPS na dose de 10 pg/lado na regido CAl do
hipocampo de ratos Wistar machos, avaliado por meio da tarefa do LAM. Ratos Wistar machos foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo de LPS (10 ug/lado) e tratados com taurina nas
doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg e 200 mg/kg por 30 dias. Apds o tratamento foram treinados por 5 dias
consecutivos no LAM e testados 24 h, 5 dias e 10 dias apés o ultimo treino. S+S: Salina + Salina;
S+T2: Salina + Taurina 2 mg/kg; S+T20: Salina + Taurina 20 mg/kg; S+T200: Salina + Taurina 200
mg/kg; LPS+S: LPS + Salina; LPS+T2: LPS + Taurina 2 mg/kg; LPS+T20: LPS + Taurina 20 mg/kg;
LPS+T200: LPS + Taurina 200 mg/kg. (A) Laténcia até a plataforma de escape no teste de 5 dias
pos-treino. (B) Percentual de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo em 60 s durante o teste
de 5 dias pés-treino. (C) Laténcia até a plataforma de escape no teste de 10 dias pés-treino. (D)
Percentual de tempo de nado gasto dentro do quadrante-alvo em 60 s durante o teste de 10 dias pés-
treino. Os dados foram expressos em média e em erro padrdo da média (tEM). * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001 para o teste T vs. o percentual teérico de 25%. # p<0,05, ## p<0,01 para o teste de
Dunnet vs. Naive apés ANOVA de 1 via. (F(8, 93) = 3,486 e F(8, 104) = 3,383 nos retestes 5 dias e
10 dias pos-treino, respectivamente, n = 8 — 12 ratos por grupo).

5.2 EFEITOS DA TAURINA, ADMINISTRADA POR VIA ORAL SOBRE O PREJUIZO
MNEMONICO CAUSADO PELA NEUROINFLAMACAO NA MEMORIA AVERSIVA

Apos termos verificado que a taurina administrada por via oral, por 30 dias é
capaz de reverter 0 prejuizo mnemonico causado pela neuroinflamacao, induzida
por LPS na memdéria espacial de longa duracdo recente e remota em ratos,
conforme mostrado anteriormente, investigamos se efeito semelhante também

ocorre em outros tipos de memaria.

Desta forma, um dia apds o ultimo teste no LAM, os animais foram
submetidos a uma sessao de treino de condicionamento de medo no equipamento
utilizado na tarefa comportamental do Medo Condicionado ao Contexto (MCC) e
testados 24 e 48 horas ap0s a sessdo de treino, a fim de verificar os efeitos da
taurina, administrada cronicamente por via oral sobre o prejuizo mneménico

causado pela neuroinflamacdo na memoaria aversiva.

O parametro utilizado como indicativo de retencdo do traco mnemaonico nesta
tarefa, foi o percentual de tempo que 0s animais permaneceram em congelamento
durante o teste. Observamos que no teste de 24 horas pos treino (Figura 13.A), os
grupos LPS + Taurina 20 e LPS + Taurina 200 ndo apresentaram menor percentual
de tempo de congelamento em relagdo ao grupo naive, indicando que a taurina nas
doses de 20 mg/kg e de 200 mg/kg foi capaz de reverter o prejuizo mnemaonico

causado pela neuroinflamagéo na memodria aversiva. Ja os grupos LPS + Salina e
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LPS + Taurina 2 apresentaram um percentual de tempo de congelamento
significativamente menor do que o grupo nhaive, indicando prejuizo mneménico
guanto a retencdo da memoria aversiva relativa a tarefa do MCC (ANOVA de 1 via,
F(8, 104) = 2,202, p < 0,05 em poés-teste de Dunnett; Figura 13).

Ja no teste de 48 horas pos-treino (Figura 13.B), verificamos que os grupos
LPS + Salina, LPS + Taurina 2 e LPS + Taurina 20 apresentaram menor percentual
de tempo de congelamento em relacdo ao grupo Naive (ANOVA de 1 via, F(8, 107) =
2,630, p < 0,05 em pos-teste de Dunnett; Figura 13) demonstrando que mesmo mais
tardiamente, apenas a taurina na dose de 200 mg/kg foi capaz de reverter o prejuizo

mnemaonico causado pela neuroinflamac&o na memoaria aversiva.

Figura 13 — Efeitos da taurina, administrada por via oral no prejuizo mnemonico causado pela
neuroinflamagdo na memdaria aversiva
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Fonte: A autora. Administracéo de taurina por via oral nas doses de 20 mg/kg e de 200 mg/kg por 30
dias reverte o prejuizo mneménico na memdéria aversiva causado pela neuroinflamagéo induzida pela
infusdo bilateral de LPS na dose de 10 pg/lado na regido CA1 do hipocampo de ratos Wistar machos,
avaliado por meio da tarefa do MCC. Ratos Wistar machos foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para infusdo de LPS (10 pg/lado) e tratados com taurina nas doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg e 200
mg/kg por 30 dias. Apos o tratamento foram treinados por 5 dias consecutivos no LAM e testados 24
h, 5 dias e 10 dias ap6s o Ultimo treino. Um dia apds o ultimo teste no LAM, os animais foram
treinados por 1 dia no MCC e testados 24 h e 48 h apds o treino. S+S: Salina + Salina; S+T2: Salina

+ Taurina 2 mg/kg; S+T20: Salina + Taurina 20 mg/kg; S+T200: Salina + Taurina 200 mg/kg; LPS+S:
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LPS + Salina; LPS+T2: LPS + Taurina 2 mg/kg; LPS+T20: LPS + Taurina 20 mg/kg; LPS+T200: LPS
+ Taurina 200 mg/kg. (A) Teste de 24 horas pés-treino. (B) Teste de 48 horas pds-treino. Os dados
foram expressos em média e em erro padrdo da média (tEM). * p<0,05; ** p<0,01 para o teste de
Dunnet vs. Naive apds ANOVA de 1 via. (F(8, 104) = 2,202 e F(8, 107) = 2,630 nos testes 24h e 48h,

respectivamente, n = 8 — 12 ratos por grupo).

5.3 EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRA-HIPOCAMPAL DE GLICINA NA
RECONSOLIDACAO DA MEMORIA ESPACIAL DE LONGA DURACAO RECENTE
E REMOTA

Para avaliar os efeitos da administracdo intra-hipocampal de glicina na
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracéo recente e remota em ratos,
os animais foram treinados no LAM por 5 dias e testados 24 horas ap0s o ultimo dia
de treino. Logo em seguida, receberam infusdes intra-hipocampais na regido CA1l de
salina ou de glicina nas doses de 1 nmol/lado, 10 nmol/lado ou 100 nmol/lado. Para
avaliar o efeito desta administracdo na reconsolidacdo da memoria espacial de longa
duracgdo recente, 0os animais foram testados novamente 24 horas apés a infusdo e
na reconsolidacdo da memoria espacial de longa duragcdo remota, foram retestados

5 e 10 dias ap6s a infusao.

Inicialmente, verificamos que ao longo dos dias de treino houve um
aprendizado da tarefa pelos animais, evidenciado pela redu¢do do tempo médio de
laténcia durante os treinos (Figura 14.A) e que estes consolidaram uma memoria de
longa duracado recente para esta tarefa, conforme evidenciado pela laténcia e pelo
percentual de tempo no quadrante-alvo no teste de 24 h pos-treino (Figuras 14.B e
14.C).

As figuras 14.B e 14.C representam os efeitos da infuséo intra-hipocampal de
glicina na laténcia e no percentual de tempo de permanéncia no quadrante-alvo
respectivamente, onde verificamos que a infusdo de glicina na dose de 10 nmol/lado
0 minutos apods o teste realizado 24 horas ap6s o ultimo treino reduziu o percentual
de tempo de permanéncia no quadrante-alvo e aumentou o tempo de laténcia em

todos os testes pés-infusdo, demonstrando assim, ter prejudicado a reconsolidacao
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da memoria espacial de longa duracdo recente (teste 24 horas poés-infusdo) e
remota (testes 5 e 10 dias pds-infusao).

O grupo que recebeu infuséo de glicina na dose de 10 nmol/lado 0 minutos
pés-teste 24 horas apds o Ultimo treino, quando comparado seu percentual de
permanéncia no quadrante-alvo com o percentual tedrico por aleatoriedade
(percentual sem aprendizado prévio), diferiu significativamente do respectivo grupo
salina (ANOVA de 1 via, F(3, 45) = 3,1, p < 0,05 no teste 24h, F(3, 43) = 3,8, p <
0,05 no teste 5 dias pés-infusdo, F(3, 42) = 3,1, p < 0,05 no teste 10 dias pos-
infusdo). Estes resultados, somados aos resultados dos experimentos controle que
sdo mostrados mais adiante, demonstram que a glicina nesta dose € prejudicial a
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracéo recente (teste 24 horas pos-

infuséo) e remota (testes 5 e 10 dias pés-infusédo).

Quanto as demais doses avaliadas, verificamos que houve somente um
aumento no tempo de laténcia no teste de 5 dias pos-infusdo e nenhuma diferenca
significativa no percentual de permanéncia no quadrante-alvo em relagdo aos
respectivos grupos salina, bem como quase todos esses percentuais diferiram
significativamente do percentual tedrico por aleatoriedade (teste t de Student), com

excecdo do grupo glicina 100 nmol/lado no teste 5 dias pos-infusédo (p = 0,0644).

Desta forma, nos proximos experimentos (controles experimentais), a dose
utilizada foi a de 10 nmol/lado, por ter sido a Unica dose em que houve prejuizo no
desempenho dos animais na reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracgéo

recente e remota.

Figura 14 — Efeitos da infuséo intra-hipocampal de glicina nareconsolidagdo da memoria
espacial de longa duracéo recente e remota
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remota na tarefa do LAM, conforme verificado nos testes de 24 horas, 5 adias e 10 dias apds esta
reativacdo. Ratos Wistar machos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a
regido CA1 do hipocampo, randomizados em 4 grupos experimentais foram treinados por 5 dias no
LAM e testados 24 horas apés o ultimo treino. Imediatamente apos este teste, receberam infusédo de
glicina nas doses de 1 nmol/lado, 10 nmol/lado ou 100 nmol/lado ou salina e foram testados
novamente 24 horas, 5 dias e 10 dias pos-infuséo. Glicina 1: glicina 1 nmol/lado; Glicina 10: glicina 10
nmol/lado; Glicina 100: glicina 100 nmol/lado. (A) Laténcia média de 8 largadas por dia de treino de
todos os ratos até a plataforma de escape. (B) Laténcia de todos os testes pos-treino (24 h pdés treino)
e poés-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias pds-infusdo). (C) Percentual de tempo de permanéncia no
quadrante-alvo de todos os testes pos-treino (24 h pés treino) e pos-infusédo (24 horas, 5 dias e 10
dias pés-infusédo). Os dados foram expressos em média e em erro padrdo da média (tEM). * p < 0,05;
** p < 0,01; ** p < 0,001; *** p < 0,0001 para o teste T vs. o percentual teérico de 25%. # p < 0,05
para o teste de Dunnet vs. Salina apés ANOVA de 1 via (F(3, 45) = 3,1; F(3, 43) = 3,8; F(3, 42) = 3,1,
retestes 24 h, 5 dias e 10 dias pés-infusdo, respectivamente, n = 8 — 12 ratos por grupo).

5.4 EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRA-HIPOCAMPAL DE TAURINA NA
RECONSOLIDACAO DA MEMORIA ESPACIAL DE LONGA DURACAO RECENTE
E REMOTA

Para avaliar os efeitos da administracdo intra-hipocampal de taurina na
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracéo recente e remota em ratos,
0s animais foram treinados no LAM por 5 dias e testados 24 horas apés o ultimo dia
de treino. Logo em seguida ao teste, receberam infusdes intra-hipocampais na
regido CAl de salina ou de taurina nas doses de 1 nmol/lado, 10 nmol/lado ou 100
nmol/lado. Para avaliar o efeito desta administracdo na memoria espacial de longa
duracédo recente, os ratos foram testados novamente 24 horas apo6s a infusdo e na
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracdo remota, foram testados 5 e

10 dias ap06s a infusao.

Inicialmente verificamos que ao longo dos dias de treino houve um
aprendizado da tarefa pelos animais, evidenciado pela reducdo do tempo médio de
laténcia durante os treinos (Figura 15.A) e que estes consolidaram uma memoria de
longa duracdo recente para esta tarefa, conforme evidenciado pela laténcia e pelo
percentual de tempo no quadrante-alvo no teste de 24 h pés-treino (Figuras 15.B e
15.C).
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Verificamos que o grupo que recebeu infusdo de taurina na dose de 100
nmol/lado 0 minutos apds o teste realizado 24 horas pos-treino apresentou uma
reducdo no percentual de tempo no quadrante-alvo em todos os testes pos-infuséo,
demonstrando assim, que a taurina nesta dose foi prejudicial a reconsolidacdo da
memoria espacial de longa duracao recente (teste 24 h pds-infusdo, ANOVA de uma
via, F(3, 40) = 4,480, p < 0,05) e remota (testes 5 dias e 10 dias pés-infusdo, F(3,
43) = 5,228, p < 0,01 e F(3, 40) = 3,847, p < 0,05, respectivamente).

Com relacdo as demais doses avaliadas, verificamos que a taurina na dose
de 10 nmol/lado reduziu significativamente o percentual de tempo de permanéncia
no guadrante-alvo no teste de 10 dias poOs-infusdo, comparado aos respectivos
grupos salina (ANOVA de uma via, F(3, 43) = 5,228, p < 0,05 e F(3, 40) = 3,847, p <
0,05, respectivamente), demonstrando assim, ter prejudicado a memoéria espacial de
longa duragdo remota, mas nao a recente. Na dose de 1 nmol/lado, ndo foi

observada nenhuma diferenca em relacao aos respectivos grupos salina.

Desta forma, nos proximos experimentos (controles experimentais), a dose
utilizada foi a de 100 nmol/lado, uma vez que esta dose prejudicou o desempenho
dos animas tanto na reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracao recente

guanto a reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracédo remota.

Figura 15 — Efeitos da infus@o intra-hipocampal de taurina na reconsolidagcdo da memoria
espacial de longa duracéo recente e remota
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dias apods esta reativacao. Ratos Wistar machos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente
mirando a regido CA1 do hipocampo, randomizados em 4 grupos experimentais foram treinados por 5
dias no LAM e testados 24 horas ap0s o Ultimo treino. Imediatamente apds este teste, receberam
infusdo de glicina nas doses de 1 nmol/lado, 10 nmol/lado ou 100 nmol/lado ou salina e foram
testados novamente 24 horas, 5 dias e 10 dias pés-infusdo. Taurina 1: taurina 1 nmol/lado; Taurina
10: taurina 10 nmol/lado; Taurina 100: taurina 100 nmol/lado. (A) Laténcia média de 8 largadas por
dia de treino de todos os ratos até a plataforma de escape. (B) Laténcia de todos os testes pds-treino
(24 h pos treino) e pos-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias pos-infusdo). (C) Percentual de tempo de
permanéncia no quadrante-alvo de todos os testes pos-treino (24 h pos treino) e pos-infusdo (24
horas, 5 dias e 10 dias p0s-infusédo). Os dados foram expressos em média e em erro padrdo da
média (xEM). * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001 para o teste T vs. o percentual teérico de 25%. #
p<0,05; ## p<0,01 para o teste de Dunnet vs. Salina apés ANOVA de 1 via (F(3, 40) = 4,48; F(3, 43) =
5,228; F(3, 40) = 3,847, testes 24 h, 5 dias e 10 dias pés-infusdo, respectivamente, n = 8 — 12 ratos

por grupo).

5.5 CONTROLES EXPERIMENTAIS

5.5.1 Controle Infusao

Para realizacdo do grupo controle infusdo, os animais passaram pelo mesmo
procedimento cirargico para implantacdo de cénulas de infusdo e treino no LAM,
conforme descrito anteriormente. No entanto, 24 horas apés o ultimo treino, nao
passaram pelo teste e mesmo assim receberam a infuséo bilateral intra-hipocampal
de salina, glicina 10 nmol/lado ou taurina 100 nmol/lado. Os testes de 24 horas, 5
dias e 10 dias pés-infusdo foram realizados normalmente como nos demais grupos

experimentais.

Verificamos que houve aprendizado da tarefa por parte dos animais,
conforme evidenciado pela reducdo do tempo médio de laténcia ao longo dos dias
de treino (Figura 16.A) e que a glicina e a taurina infundidas 24 horas pés-treino,
sem a realizagcdo de uma sessdo de reativacdo sem reforgco (teste 24 horas poés-
treino), ndo causou amnésia anterégrada na memoéria espacial de longa duracao
recente e remota, conforme evidenciado nos testes de 24 horas, 5 dias e 10 dias p6s
infusdo (Figuras 16.B e 16.C), nos quais ndo houve diferenca significativa dos
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grupos para com 0s respectivos grupos salina em ambos os parametros avaliados

(percentual de permanéncia no quadrante-alvo e laténcia de escape).

Este resultado exclui a possibilidade de que os efeitos verificados
anteriormente pela infuséo bilateral de glicina ou taurina na regido CA1 hipocampal
tenham sido independentes de sua infusdo ter sido realizada imediatamente apoés
uma sessao de reativacdo sem reforco (teste 24 horas pdés-treino), ou devido a
alguma alteracdo tardia desencadeada pela glicina ou pela taurina, que seria

observada nos testes posteriores a sua infuséo.

Figura 16 — Controle Infuséo
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verificado nos testes de 24 horas, 5 dias e 10 dias poés-infusdo. Ratos Wistar machos com céanulas de
infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo, foram treinados por 5 dias
no LAM, randomizados aleatoriamente em 3 grupos experimentais e 24 horas ap6s o Ultimo treino
receberam infusdo intra-hipocampal de salina, glicina ou taurina. INF: Infusdo de salina, glicina 10
nmol/lado ou taurina 100 nmol/lado bilateralmente na regido CA1 hipocampal. (A) Laténcia média de
8 largadas por dia de treino de todos os ratos até a plataforma de escape. (B) Laténcia dos testes
pos-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias). (C) Percentual de tempo de permanéncia no quadrante-alvo
dos testes poés-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias). Os dados foram expressos em média e em erro
padrdo da média (xEM). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 para o teste t de Student vs.

0 percentual teérico aleatério de 25%. (n = 6 — 10 ratos por grupo).

5.5.2 Controle Reforgo

Para realizacdo do grupo controle reforco, os animais passaram pelo mesmo
procedimento cirdrgico para implantacdo de canulas de infusdo e treino no LAM,
conforme descrito anteriormente. No entanto, no teste de 24 horas pos-treino, os
animais foram submetidos a um teste de 60 segundos com a presenca da
plataforma de escape no LAM, de forma que este teste se assemelhou com mais
uma sessado de treino com refor¢co. Imediatamente apds este teste, os animais
receberam infuséo bilateral intra-hipocampal, na regido CA1 de salina, de glicina na
dose de 10 nmol/lado ou de taurina na dose de 100 nmol/lado e foram testados

novamente 24 horas, 5 dias e 10 dias pés-infusao.

A infusdo de glicina e de taurina imediatamente pés-teste com reforco nao
causou amnésia anterégrada para a memoria espacial de longa duragéo recente e
remota conforme verificado nos testes de 24 horas, 5 dias e 10 dias p6s-infusao,
uma vez que nao houve diferenca significativa dos grupos para com 0s respectivos
grupos salina, para ambos os parametros avaliados (percentual de permanéncia no

quadrante-alvo e laténcia de escape) (Figura 17.B e 17.C).

Este resultado condiciona os efeitos da glicina e da taurina infundidas
bilateralmente na regido CA1 hipocampal verificados anteriormente a auséncia do
reforco (plataforma de escape) durante a sessdo de reativacéo (teste 24 horas pos-
treino), auséncia esta necessaria para que haja o disparo do processo de
labilizacdo, que permite a ocorréncia da reconsolidacdo. Desta forma, tal resultado

nos permite afirmar que os efeitos da glicina e da taurina quando infundidas
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bilateralmente na regido CA1l hipocampal verificados nesta dissertagcéo, sao de fato
sobre a reconsolidacao da memdéria espacial de longa duragéo recente e remota.

Figura 17 — Controle Reforco
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avaliadas pela tarefa do LAM. Ratos Wistar machos com cénulas de infusdo implantadas
bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo foram treinados por 5 dias no LAM, randomizados
aleatoriamente em 3 grupos experimentais (salina, glicina 10 nmol/lado ou taurina 100 nmol/lado
infundido bilateralmente na regido CA1l hipocampal) e 24 horas apés o Ultimo treino foram testados
com a presenca da plataforma de escape. R: reforco (teste realizado 24 horas pés-treino com a
presenca da plataforma de escape no LAM). (A) Laténcia média de 8 largadas por dia de treino de
todos os ratos até a plataforma de escape. (B) Laténcia de todos os testes, pés treino (teste 24 horas
pos-treino) e dos testes pds-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias). (C) Percentual de tempo de
permanéncia no quadrante-alvo dos testes pos-infusédo (24 horas, 5 dias e 10 dias). Os dados foram
expressos em média e em erro padrao da média (xtEM). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****

p<0,0001 para o teste t vs. 0 percentual teérico aleatério de 25%. (n = 6 — 10 ratos por grupo).

5.5.3 Controle Temporal

Para a realizacdo do grupo controle temporal, os animais passaram pelo
mesmo procedimento cirdrgico para implantacdo de canulas de infusdo e treino no
LAM, conforme descrito anteriormente. Foram testados 24 horas pdés-treino e 3
horas apds este teste receberam infusdo bilateral na regido CA1 do hipocampo de
salina, glicina na dose de 10 nmol/lado ou taurina na dose de 100 nmol/lado. Foram
testados novamente 24 horas, 5 dias e 10 adias apos a infuséo.

Verificamos que em todos os testes realizados apds a infusdo (24 horas, 5
dias e 10 dias), a glicina e a taurina ndo causaram amnésia anterograda para a
memoéria espacial de longa duracdo recente e remota, uma vez que nao houve
diferenca significativa dos grupos para os respectivos grupos salina para ambos o0s
parametros avaliados (percentual de tempo de permanéncia no quadrante-alvo e
laténcia de escape) (Figura 18.B e 18.C). Este resultado indica que os efeitos da
glicina e da taurina verificados anteriormente sobre a memoéria espacial de longa
duracéo recente e remota sdo tempo dependentes, ou seja, s6 ocorrem se a infusédo
for realizada imediatamente apds sesséo de reativagdo sem reforgo (teste 24 horas

pOs-treino).

Figura 18 — Controle Temporal
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machos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente mirando a regido CA1 do hipocampo,
foram treinados por 5 dias no LAM, randomizados aleatoriamente em 3 grupos experimentais e 3
horas apds o teste de 24 horas p0s-treino receberam infusdo intra-hipocampal salina, de glicina
10nmol/lado ou taurina 100 nmol/lado. (A) Laténcia média de 8 largadas por dia de treino de todos os
ratos até a plataforma de escape. (B) Laténcia dos testes pés-infuséo (24 horas, 5 dias e 10 dias). (C)
Percentual de tempo de permanéncia no quadrante-alvo dos testes pos-infuséo (24 horas, 5 dias e 10
dias). Os dados foram expressos em média e em erro padrao da média (xEM). * p<0,05; ** p<0,01;

*** n<0,001; **** p<0,0001 para o teste T vs. o percentual tedrico de 25%. (n = 6 — 10 ratos por

grupo).

5.5.4 Controle Estrutura

Para realizacdo do grupo controle estrutura, 0s animais passaram por cirurgia
estereotaxica para implantacao bilateral de cAnulas-guia mirando a regido do cortex
occipital médio-lateral, situado 1 mm acima da regido CAl do hipocampo. Foram
treinados por 5 dias no LAM e testados 24 horas pos-treino. Imediatamente apos
este teste, receberam infuséo bilateral na regido do cortex occipital médio-lateral de
salina, glicina na dose de 10 nmol/lado ou taurina na dose de 100 nmol/lado. Foram
testados novamente 24 horas, 5 dias ou 10 dias apos a infuséo.

Verificamos que houve aprendizado da tarefa por parte dos animais,
conforme evidenciado pela reducdo do tempo médio de laténcia ao longo dos dias
de treino (Figura 19.A) e que a infusdo de glicina ou de taurina imediatamente apds
teste sem reforco em uma regido 1 mm acima da regido CA1l do hipocampo néo
causou amnésia anterégrada para a memaoria espacial de longa duracéo recente e
remota, conforme evidenciado pelos testes de 24 horas, 5 dias e 10 dias pés-
infusdo, nos quais ndo houve diferenca significativa dos grupos para com 0s
respectivos grupos salina em ambos os parametros avaliados (percentual de tempo

de permanéncia no quadrante-alvo e laténcia de escape) (Figura 19.B e 19.C).

Este resultado demonstra que os efeitos da glicina e da taurina verificados
anteriormente nesta dissertacdo sobre a reconsolidagdo da memoria espacial de
longa duracdo recente e remota é estrutura-dependente, ou seja, a infusdo precisa

ser realizada na regido CA1 hipocampal.

Figura 19 — Controle Estrutura
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Fonte: A autora. Infusdo bilateral de glicina e de taurina no cértex occipital médio-lateral
imediatamente pos-teste sem reforgo ndo prejudica a reconsolidagdo da memaria espacial de longa

duracao recente e remota, referente a tarefa do LAM, conforme verificado nos testes de 24 horas, 5
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dias e 10 dias pés-infusdo. Ratos Wistar machos com canulas de infusdo implantadas bilateralmente
mirando a regido do cortex occipital médio-lateral, foram treinados por 5 dias no LAM, randomizados
aleatoriamente em 3 grupos experimentais e testados 24 horas apds o ultimo treino. Imediatamente
apos este teste, receberam infusdo intra- cértex occipital médio-lateral de salina, glicina 10 nmol/lado
ou taurina 100 nmol/lado. (A) Laténcia média de 8 largadas por dia de treino de todos os ratos até a
plataforma de escape. (B) Laténcia dos testes pds-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias). (C) Percentual
de tempo de permanéncia no quadrante-alvo dos testes pos-infusdo (24 horas, 5 dias e 10 dias). Os
dados foram expressos em média e em erro padrdo da média (:tEM). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;

**** n<0,0001 para o teste t de Student vs. o percentual tedrico de 25%. (n = 6 — 10 ratos por grupo).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos inicialmente o potencial neuroprotetor da taurina,
um agonista do receptor ionotrépico glicinérgico (LYNCH, 2004a), em um modelo
animal de neuroinflamacéo, através da administracao crénica e por via oral em ratos
submetidos previamente a infusdo intra-hipocampal de LPS. Verificamos entdo que
a taurina administrada pelo periodo de 30 dias nas doses de 20 mg/kg e 200 mg/kg
foi capaz de reverter o prejuizo mnemdonico causado pelo LPS na memaria espacial
de longa duracdo recente e remota, bem como na memdria aversiva de longa
duracéo, avaliadas pelas tarefas comportamentais do Labirinto Aquético de Morris e

do Medo Condicionado ao Contexto, respectivamente.

Sabendo que a taurina é também agonista parcial do receptor ionotrépico
GABAA (PAZ et al.,, 2019) e que seus efeitos neuroprotetores se ligando a este
receptor ja tem sido descritos na literatura, optamos por, na continuidade de nossos
experimentos, focar no papel do receptor ionotrépico glicinérgico, que € menos
conhecido e estudado do que o do receptor GABAAa, visto que o termo-chave de
busca “GABAAa receptor” retorna 19798 resultados no PubMed, enquanto o termo
“GlyR receptor” retorna apenas 727 resultados (busca realizada em 01 de novembro
de 2020). Assim, avaliamos especificamente o papel da glicina e da taurina na
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracédo, a fim de elucidar melhor
nossos resultados acerca da acdo neuroprotetora da taurina que pode estar sendo

exercida pela sua ligacdo ao receptor ionotrépico glicinérgico.

Nossa hipétese é de que em situacbes patolégicas que envolvam um
mecanismo de neuroinflamacdo similar ao induzido experimentalmente neste
trabalho, por ser um agonista parcial do receptor de glicina e do receptor GABAa, a
taurina promove um influxo de correntes anidnicas para a célula, hiperpolarizando-a,
o que dificulta sua despolarizacdo e consequentemente reduz a entrada de Ca?*
para a célula, inibindo assim o mecanismo de excitotoxicidade causado pela
ativacdo excessiva dos receptores NMDA (VYKLICKY et al., 2014),(RUGGIERO et
al., 2011).

Reforcando nossa hipétese, estudos anteriores ja& demonstraram que a

taurina ao se ligar ao receptor GABAA reduz a ativacdo excessiva dos receptores
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NMDA (ALBRECHT; SCHOUSBOE, 2005), (LOUZADA et al., 2004). Além disso, sob
as evidéncias de que a neurotransmissdo gabaérgica é prejudicada com o
envelhecimento devido a diversos fatores, tais como a reducdo das concentracdes
de GABA e a reducao da funcionalidade de seus receptores e que este prejuizo na
funcdo inibitéria pode alterar diversas fungbBes cognitivas, foi visto que a
suplementacao cronica de taurina por 8 meses melhorou a aquisicao e retencdo da
memoria em camundongos envelhecidos. Desta forma, tais achados sugerem que a
suplementacdo exdégena de taurina melhora o declinio da funcdo gabaérgica que

ocorre com o envelhecimento (IDRISSI, 2008).

A taurina tem importantes funcées no desenvolvimento do cérebro e suas
concentracfes sdo reduzidas com o envelhecimento (BALIOU et al., 2020), (GUPTA,;
WIN; BITTNER, 2005). Em cultura de células de neurdnios corticais de ratos no dia 0
de vida, observou-se que a taurina promove o crescimento de neuritos e estimula a
formacéao de sinapses (MERSMAN et al., 2020).

Ainda em cultura de células, em modelo de lesdo traumatica do encéfalo,
neurdnios e astrdcitos foram tratados com taurina nas doses 100, 200, ou 300 mg/I
por 72 h e os resultados obtidos demonstraram que a taurina foi capaz de reduzir as
espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células lesionadas, reduzindo a
peroxidacdo lipidica, aumentando a glutationa reduzida (GSH) e a atividade da
superoxido dismutase (SOD), da catalase, da glutationa peroxidase (Gpx) e da
acetilcolinesterase (AChE), exercendo assim, acdo antioxidante. No mesmo estudo,
observou-se também que o tratamento com taurina exerceu a¢ado anti-inflamatoria
ao reduzir os niveis de TNF-a e de IL-6 e antiapoptética, ao reduzir os marcadores
de apoptose caspase-3, p53, bcl-2 e bax (NIU et al., 2018).

Neste trabalho investigamos também o papel dos receptores ionotrépicos
glicinérgicos sobre a reconsolidagdo da memoria espacial recente e remota, atraves
da administracéo in loco da glicina, agonista principal deste receptor, na regido CA1
hipocampal de ratos em condi¢cfes ndo patoldgicas. Posteriormente, sabendo que a
taurina se liga aos receptores ionotropicos glicinérgicos e GABAa com afinidades
proximas (DUTERTRE et al.,, 2012),(DOMINGUEZ-PERROT; FELTZ; POULTER,

1996), investigamos também o seu efeito in loco na regido CA1 hipocampal sobre a
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reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracdo recente e remota, para fins

de comparacao desse efeito com o da glicina.

Verificamos que a taurina, quando administrada na regido CA1 do hipocampo
imediatamente ap0s sessdo de reativacdo sem reforgo, prejudica a reconsolidagédo
da memodria espacial de longa duragdo recente e remota em todos os testes
realizados (24 horas, 5 dias e 10 dias poés-infusdo) somente na dose de 100

nmol/lado, a maior dose avaliada.

Corroborando com nossos resultados, um estudo anterior avaliou em ratos os
efeitos da taurina administrada via intracerebroventricular e intraperitoneal no
aprendizado e na memaria espacial no LAM, e verificou que no grupo que recebeu
infuséo intracerebroventricular de taurina houve um prejuizo no aprendizado e na
retencdo da memoaria, enquanto que no grupo que recebeu a infuséo intraperitoneal,
nao houve diferenca significativa em nenhum parametro com relagdo aos controles
(ITO et al, 2012). Estes dados, somados as evidéncias ja apresentadas
anteriormente, reforcam mais uma vez nossa hipétese levantada a partir de nossos
resultados de que a taurina, quando administrada por via oral em situacdes
patologicas exerce efeito neuroprotetor, uma vez que ao administra-la por via oral
por 30 dias em ratos submetidos previamente a infusdo intra-hipocampal de LPS,
esta foi capaz de reverter o prejuizo mnemdonico causado pela neuroinflamacao, mas
ao administra-la in loco na regido CA1l hipocampal, verificamos prejuizo na

reconsolidacdo da memdria espacial.

Essa discrepancia quanto aos efeitos da taurina quando administrada
sistemicamente versus in loco numa regido implicada na consolidacdo e
reconsolidacdo de memorias declarativas (regido CA1l hipocampal) pode ser
explicada pelo fato de na primeira situacéo a taurina estar agindo em um cenario em
que hd um quadro de excitotoxidade desencadeado em consequéncia de um
processo neuroinflamatorio (SUBHRAMANYAM et al.,, 2019), onde um agente
hiperpolarizante pode ser bem vindo, diferentemente do cenério fisiolégico que
caracteriza a segunda fase dos experimentos, em que a taurina foi infundida

localmente na regido CA1 hipocampal.

Também é importante destacar que a taurina ndo atravessa facilmente a BHE
(RIPPS; SHEN, 2012), na qual existe um sistema de transporte dependente de Na*
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e CI, que pode ser regulado por diversos fatores, dentre eles a osmolalidade e o
TNF-a. Em ratos, foi visto que apds a microinjecdo desta citocina ocorre uma
reducado do efluxo de taurina do cérebro para o sangue inversamente proporcional a
concentracdo de TNF-a. Além disso, no mesmo estudo, observou-se que 40 minutos
apos a microinjecao, ocorreu o efluxo de 46% da taurina do cérebro para o sangue
(LEE; KANG, 2004). Ainda, em cultura de células endoteliais de capilares cerebrais,
um modelo in vitro de BHE, observou-se que o tratamento com TNF-a aumentou a
absorcdo de taurina pelas células, bem como a expressdo de RNA mensageiro
(RNAm) do transportador TauT (KANG et al., 2002), demonstrando que o TNF-a
exerce agcdo moduladora no transporte de taurina na BHE.

Visto que o TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria liberada no SNC pelos
astrocitos e pela micréglia em grandes quantidades frente a situacdes patoldgicas
(OLMOS; LLADO, 2014), tais evidéncias fortalecem a hipétese levantada a partir de
nossos resultados de que a taurina exerce acao neuroprotetora quando administrada
por via oral em situacdes patoldgicas ao se ligar aos receptores de glicina e GABAA,
uma vez que em doencas que desenvolvem um quadro neuroinflamatério, como
TCE, DA, DP, ELA e isquemia cerebral, a liberacdo de TNF-a aumenta (OLMOS;
LLADO, 2014), e esta citocina por sua vez, modula a passagem de taurina pela

BHE, conforme descrito anteriormente.

Além disso, a taurina previne a excitotoxicidade glutamatérgica ao regular a
[Ca?*] intracelular e o metabolismo energético mitocondrial. A mitocondria tem
grande capacidade de captar Ca?* do citoplasma e os receptores de glutamato
quando estimulados promovem grande influxo de Ca?* para a célula, prejudicando o
metabolismo energético mitocondrial. Em cultura de células, observou-se que o
tratamento prévio com taurina, promoveu 0O retorno aos niveis basais de Ca?*
intracelular apds a ativacdo dos receptores de glutamato, demonstrando seu papel
na regulacdo da homeostase do Ca?* (EL IDRISSI; TRENKNER, 1999).

Ja com relacdo a glicina, verificamos este efeito prejudicial sobre a
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duragéo recente e remota somente na
dose de 10 nmol/lado, a dose intermediaria avaliada. Nao verificamos nenhum efeito

nas doses de 1 nmol/lado e de 100 nmol/lado.
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Além do receptor ionotrépico glicinérgico GlyR, ao qual a glicina se liga com
afinidade mensuravel por um ECso variando entre 90 e 720 uM (DUTERTRE et al.,
2012), a glicina também se liga ao seu sitio co-agonista nos receptores NMDA
(VYKLICKY et al., 2014), (BRADY et al., 2012), com afinidade mensuravel por um
ECso variando entre 30-40 nM (BERGER, 1995) a 1-3 uM (CUMMINGS; POPESCU,
2015). Assim, a glicina possui uma afinidade maior pelo seu sitio co-agonista no

receptor NMDA do que ao seu proprio receptor ionotrépico GlyR.

Outro fator que precisa ser considerado € a densidade desses receptores na
regido CA1 hipocampal de ratos. Nesta regido, a densidade de receptores NMDA é
maior do que a de receptores GlyR (PALOMERO-GALLAGHER; BIDMON; ZILLES,
2003), (FROSTHOLM; ROTTER, 1985).

Com estas duas informacdes juntas, sobre as afinidades e as densidades dos
receptores NMDA e GIyR, sugerimos a seguinte explicacdo para a curva em U
observada: a glicina na dose de 1 nmol/lado, por afinidade, liga-se preferencialmente
ao seu sitio co-agonista no receptor NMDA, promovendo uma maior excitabilidade
dos neurdnios afetados, desta forma ndo prejudicando os varios tipos de LTP que
possam estar ocorrendo nesses neurbnios de forma a contribuir com o processo de
reconsolidacdo em andamento. Ja numa dose maior, de 10 nmol/lado, os receptores
GlyR passam a ser acionados, e seu efeito hiperpolarizante neutraliza e sobrepuja
os efeitos despolarizantes dos receptores pro6-LTP mobilizados pela reconsolidacao
(receptores glutamatérgicos AMPA, kainato, NMDA e metabotrépicos (LYNCH,
2004b),(RAYMOND, 2007), explicando o prejuizo observado no desempenho dos
animais nos testes posteriores a infusdo de glicina nesta dose pés-teste na
reconsolidacdo da memoria espacial de longa duracéo recente e remota. Ja na dose
mais elevada, de 100 nmol/lado, devido a densidade dos receptores NMDA ser
maior do que a dos GlyR, o efeito somado da glicina nesses receptores passa a
sobrepujar o seu efeito nos receptores GlyR, que j& se encontram saturados. Para
comprovar esta explicacdo, necessitariamos realizar um experimento de receptor-
binding diferencial entre os receptores GlyR e NMDA para a glicina nessas

diferentes doses, o que fica como sugestao para projetos futuros.

Voltando para a analise dos resultados obtidos sobre a agéo da taurina sobre

a reconsolidagao, notamos que ndo houve a curva em U verificada para a glicina.
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Como a taurina ndo se liga ao sitio co-agonista de glicina no receptor NMDA, este
resultado é coerente com a explicagdo acima sugerida para o efeito dose-
dependente em U observado com a glicina. Mas resta ainda um outro detalhe digno
de nota nos resultados da acédo dose-dependente da taurina sobre a resoncolidacao
de memoria espacial recente e remota. Na dose de 10 nmol/lado, a taurina
prejudicou a reconsolidacdo da memodria espacial remota, mas ndo da recente. Este
resultado, junto com outro resultado que mostrou que a inibicdo imediatamente pos-
teste da enzima CaMKII na regido CA1 hipocampal também prejudica seletivamente
a reconsolidacdo da memdria espacial remota mas ndo da recente (DA SILVA et al.,
2013), reforca a tese de que o processo de reconsolidacdo de memoria remota
possui diferencas no nivel de transducdo de sinais subjacentes em relacdo ao
processo de reconsolidacdo de memdria recente. E este resultado ainda sugere um
vinculo entre a ativacado de receptores GlyR e GABAAa e a diminui¢do da ativacdo da
enzima CaMKIl, o que faz sentido se considerarmos que uma maior hiperpolarizagéao
neuronal acarreta em menor ativacdo tanto de receptores NMDA quando de canais
L-VDCC, fontes de entrada de Ca?* para o citoplasma, necessario para se ligar a
calmodulina e subsequentemente para a ativacdo da CaMKIl. Estudos
farmacoldgicos para testar esta hipétese também surgem como projetos futuros
relativos ao presente trabalho.

Por fim, acreditamos no potencial translacional de nossos resultados para a
realizacdo de estudos futuros em humanos acerca do potencial neuroprotetor da
taurina administrada por via oral, uma vez que a taurina € uma substancia
endogena, de ampla distribuicdo e funcionalidade em diversos 6rgaos (RIPPS;
SHEN, 2012) e ja consumida por humanos e amplamente utilizada em bebidas
energéticas (PEREIRA et al., 2012), o que reduz a ocorréncia de possiveis efeitos
toxicos. Estudos de ensaio clinico randomizados, bem como revisfes sistematicas

desses estudos sdo sugestdes de projetos futuros neste sentido.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo pudemos concluir que:

e A taurina administrada por via oral, por 30 dias, nas doses de 20 mg/kg e 200
mg/kg foi capaz de reverter o prejuizo mnemodnico causado pela
neuroinflamacédo induzida por LPS na memoria espacial de longa duracao
recente e remota de ratos, exercendo assim efeito neuroprotetor cognitivo;

e Na dose 200 mg/kg, administrada por via oral, por 30 dias, o efeito
neuroprotetor da taurina foi observado também, mais tardiamente na memoéria
aversiva, na qual foi capaz de reverter o prejuizo mnemonico causado pela
neuroinflamacéo induzida por LPS em ratos;

e A glicina quando infundida bilateralmente na regido CA1l do hipocampo de
ratos, imediatamente apds o primeiro teste (24 horas pos-treino) no LAM, na
dose de 10 nmol/lado prejudicou a reconsolidacdo da memoria espacial de
longa duracgéo recente (teste 24 horas pés-infusdo) e remota (testes 5 dias e
10 dias p0s-infusdo) em ratos;

e A taurina quando infundida bilateralmente na regido CA1 do hipocampo de
ratos, imediatamente apds o primeiro teste (24 horas pos-treino) no LAM, na
dose de 100 nmol/lado prejudicou a reconsolidacdo da memoaria espacial de
longa duracéo recente (teste 24 horas pés-infusao) e remota (testes 5 dias e
10 dias pos-infusdo) e na dose de 10 nmol/lado, prejudicou apenas a
reconsolidacdo da memoéria espacial de longa duracao remota (testes 5 dias e
10 dias p6s-infusédo);

e Os resultados obtidos a partir da infuséo intra-hipocampal bilateral de taurina
e salina na reconsolidacdo da memdria espacial de longa duracéo recente e
remota, avaliada pela tarefa comportamental do LAM foram confirmados
através da realizacdo dos controles experimentais: infusdo, reforco, temporal
e estrutura,;

e Desta forma concluimos, que a taurina administrada por via oral em situacdes
patolégicas que apresentem um quadro subjacente de neuroinflamacéo,
como o induzido pelo LPS neste estudo, pode exercer acado neuroprotetora,
por estar agindo em um cenario excitotoxico. Como perspectivas futuras,

acreditamos no potencial translacional destes resultados como uma possivel
79



ferramenta terapéutica em doencas que afetam o SNC e que apresentam a
neuroinflamacdo como mecanismo subjacente. No entanto, sdo necessarias
investigacdes futuras visando avaliar a presenca de medidadores
inflamatdrios em animais tratados com taurina, bem como seus efeitos no

nivel bioquimico e histologico.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO | - APROVAGCAO CEUA

508 publicas por croameiro na UNICENTRO

Irpresso com recir

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO

Oficio n® 029/2018 — CEUA/UNICENTRO
Guarapuava, 12 de Setembro de 2018.

Senhor Pesquisador,

1. Comunicamos que seu projeto de pesquisa intitulado: “Estudo do potencial
neuroprotetor do receptor ionotrépico glicinérgico em modelo animal de
neuroinflamagdo aguda.”, protocolo numero 021/2018, foi analisado e considerado
APROVADO, pela Comissao de Etica no Uso de‘Animais de nossa Instituigao.

2. Devera ser encaminhado a CEUA o relatério final da pesquisa e a publicagao de
seus resultados, para acompanhamento do mesmo.

3 Observamos ainda que se mantenha a devida atencdo aos Relatérios Parciais e
Finais na seguinte ordem:

R Os Relatérios Parciais deverao ser encaminhados a CEUA assim que tenha
transcorrido um ano da pesquisa.

R Os Relatérios Finais deverado ser encaminhados @ CEUA em até 30 dias apos a
conclusao da pesquisa.

R Qualquer alteracdao na pesquisa que foi aprovada, como por exemplo, nimeros
de sujeitos, local, periodo, etc. devera ser necessariamente enviada uma carta justificativa
para a analise da CEUA.

Pesquisador: Prof. Weber Claudio Francisco Nunes da Silva
Atenciosamente,

Ao senhor . .
Prof. Weber Claudio Francisco Nunes da Silva
UNICENTRO-CEDETEG
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o5 pblicos por crosneira na UNICENTRO.

Imeresso com recurse

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO

Oficio n° 018/2019 — CEUA/UNICENTRO
Guarapuava, 27 de maio de 2019.

Senhor Pesquisador,

1. Comunicamos que seu projeto de pesquisa intitulado: “Estudo do potencial neuroprotetor do
receptor ionotrépico glicinérgico em modelo animal de neuroinflamagéo aguda”, protocolo ndmero
013/2019, foi analisado e considerado APROVADO, pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais de nossa Instituicéo.

2: Devera ser encaminhado a CEUA o relatdrio final da pesquisa e a publicagao de
seus resultados, para acompanhamento do mesmo.

3. Observamos ainda que se mantenha a devida atengéo aos Relatorios Parciais e
Finais na seguinte ordem:

Os Relatorios Parciais deverdo ser encaminhados a CEUA assim que tenha
transcorrido um ano da pesquisa.

Os Relatérios Finais deverdo ser encaminhados @ CEUA em até 30 dias apés a
conclusao da pesquisa.

Qualquer alteracdo na pesquisa que foi aprovada, como por exemplo, nimeros
de sujeitos, local, periodo, etc. devera ser necessariamente enviada uma carta justificativa
para a analise da CEUA.

Pesquisador: Weber Claudio Francisco Nunes da Silva

Atenciosamente,
%
Iv a;’%ers
Presidente g4 CeuafUnicentro
Port. n° 411- GR/Unicentro-2019
Ao Senhor

Weber Claudio Francisco Nunes da Silva
UNICENTRO-CEDETEG
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