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Resumo

O fenbmeno central abordado no presente estudo é o comportamento motor, avaliado apos
dois diferentes tipos de estimulos ambientais, o consumo de dieta deficiente em vitamina B1
e/ou o isolamento social. A tiamina, vitamina B; € um nutriente essencial para o tecido
nervoso. Em estudos prévios, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a deficiéncia maternal
de tiamina pode levar a diminuicdo do peso cerebral, provocar modificacbes no
comportamento motor e alteracdes neuroquimicas no Sistema Nervoso Central (SNC) da
prole. O isolamento social, por sua vez, € considerado um empobrecimento ambiental, e tem
sido observado como um paradigma relevante nos estudos de estresse cronico leve, e na
compreensdo da génese da depressdo e disturbios emocionais e cognitivos. Até a presente
data, pelo que podemos observar, ndo existem dados na literatura dos efeitos do isolamento
social sobre aspectos motores. Considerando a importancia da tiamina e do convivio social
para homesostase da neuroguimica cerebral o objetivo do presente estudo foi investigar o0s
efeitos da deficiéncia grave de tiamina e ou do isolamento social na motricidade e em
parametros neuroquimicos de ratos na idade adulta. Quarenta e dois ratos Wistar, 3 meses de
idade, foram divididos em quatro grupos experimentais: deficientes isolados (n=13),
deficientes em grupo (n=8), padrdes isolados (n=13) e padrées em grupo (n=8). Todos 0s
animais foram submetidos a testes comportamentais (Beam Balance, Rotarod e Impresséo das
patas) para analise de aspectos do comportamento motor (coordenacdo e equilibrio, largura e
comprimento dos passos). ApOs 0s testes comportamentais os animais foram mortos por
decapitacdo e o cerebelo, corpo estriado, tdlamos e cértex pré-frontal foram retirados para
analise da concentracdo de GABA e glutamato através do método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC: High Performance Liquid Chromatography). Observamos que a
deficiéncia de tiamina reduziu significativamente o tempo de permanéncia dos animais no
Beam Balance [p = 0,000] e no Rotarod 5rpm [p = 0,001] e 25 rpm [p = 0,000], assim como o
isolamento social no Beam Balance [p = 0,002] e no Rotarod 5rpm [p = 0,002] e 25 rpm [p =

0,000]. Houve um efeito significativo da deficiéncia sobre o aumento da largura do

XVil



Resumo

passo [F34 = 47,86; p = 0,000]. A deficiéncia de tiamina também diminuiu de forma
significativa as concentragdes de glutamato [F(134 = 5,032; p = 0,032] e GABA [F(134) =

9,471; p = 0,004], no cerebelo. O isolamento além de diminuir significativamente as

concentracdes de glutamato [F(1 34 = 186,044; p = 0,000] e GABA [F134 = 26,498 ; p

0,000] no cerebelo, também diminuiu a concentragdo de glutamato no talamo [F(i 34
129,557, p =0,000], no cortex pré-frontal [F3s = 100,511; p =0,000] e aumentou a
concentracdo de GABA no estriado [F(1,3s)= 11,610; p = 0,002]. N&o observamos correlagéo
significativa entre os parametros motores avaliados e parametros neuroquimicos. Concluimos
gue tanto a tiamina quanto a interacdo social entre os individuos estdo envolvidos na
manutencdo dos niveis dos aminoacidos — GABA e glutamato - em regifes do SNC e,
também em aspectos da atividade motora. Além disto, os dados indicam que: (i) o efeito da
deficiéncia de tiamina sobre aspectos do comportamento motor depende das condicdes
(isolados ou em grupo) em que os animais sao mantidos e (ii) nivel de GABA no CPF parece

desempenhar um papel em ajustes de aspecto motor.

PALAVRAS-CHAVES: isolamento social — deficiéncia de tiamina — equilibrio — marcha —
cerebelo — corpo estriado — tdlamo — cortex pré-frontal — &cido y-aminobutirico (GABA) —

glutamato.
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Abstract

The main phenomenon approached in this study is the motor behavior, evaluated after two
different types of environmental stimuli, the consumption of diet deficientin B1 vitamin
and/or social isolation. The B1 vitamin, thiamine, is an essential nutrient for the nervous
tissue. In previous studies, our research group has shown that the maternal thiamine
deficiency can lead to decreased brain weight, induces modifications in the motor behavior
and neurochemical changes in the Central Nervous System (CNS) of the offspring. Social
isolation, on the other hand, is considered an environmental impoverishment, and has been
seen as an important paradigm in studies of mild chronic stress, and in understanding the
genesis of depression, emotional disturbances and cognitive deficit. As far as you know, there
are no literature data about the effects of social isolation on behavioral motor. Considering
the importance of thiamine and social life for brain neurochemistry homeostasis, the
objectives of the present study were to investigate the effects of severe thiamine deficiency
and/or social isolation on the motor activity and neurochemical parameters of rats in
adulthood. Forty-two Wistar rats, 3 months old, were divided in four experimental groups:
isolated deficient (n=13), grouped deficient (n=8), isolated standard (n=13) and grouped
standard (n=8). All animals were submitted to behavioral tests (Beam Balance, Rotarod e
Paw print) for analysis of the motor behavior aspects (balance, path length and width path).
After behavioral tests, the animals were Kkilled by decapitationand the
cerebellum, striatum, thalamus and prefrontal cortex were removed for analysis of the GABA
and glutamate concentrations using the High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
method. It was observed that the thiamine deficiency reduced significantly the animals’
permanency on the Beam Balance [p = 0,000] and the Rotarod 5rpm [p = 0,0012] and 25 rpm
[p = 0,000]. Similarly, the social isolation also decreased the animal’s permanence on the
Beam Balance [p = 0,002] and the Rotarod 5rpm [p = 0,002] and 25 rpm [p = 0,000].
Thiamine deficiency significantly increased the animals path width [Fq 34 = 47,861; p =

0,000]. Thiamine deficiency also significantly decreased cerebellar glutamate [F(i 34 = 5,032;
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Abstract

p = 0,032] and GABA [Fu34 = 9,471 ; p = 0,004] concentrations. Besides decreasing
significantly the glutamate [F(1 34 = 186,044; p = 0,000] and GABA [F(1,32) = 26,498 ; p =
0,000] concentrations , the isolation also decreases the glutamate concentration in the
thalamus [F34) = 129,557; p =0,000], in the prefrontal cortex [F( 34 = 100,511; p =0,000]
and increased the GABA concentration in the striatum [Fq34 = 11,610; p = 0,002]. A
significant correlation was not observed between the motor parameters evaluated and
neurochemical parameters. In conclusion, thiamine and relationship among subjects are
important to the central GABA/glutamate homeostatic balance and motor activity. In addition,
the results suggest that: (i) the thiamine effect on behavioral motor aspects depends on the
environmental conditions — animals kept in group or isolated, and (ii) cortical levels of GABA

seem to be involved in tuning motor activity.

KEYWORDS: social isolation — thiamine deficiency — balance — gait — cerebellum — striatum

— thalamus — prefrontal cortex — y-aminobutyric acid (GABA) — glutamate.
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Introdugdo

1. Coordenacdo Motora e Equilibrio: Aspectos Neuroanatémicos e Funcionais

O fendbmeno central abordado no presente estudo é o comportamento motor, avaliado apds
dois diferentes tipos de estimulos ambientais, 0 consumo de dieta deficiente em vitamina B1

e/ou o isolamento social.

Resultados obtidos em estudos neuroanatdmicos e funcionais sugerem a presenca de quatro
areas encefélicas relacionadas a organizacdo e ao controle do movimento: motora primaéria,
motora suplementar, pré-motora e motora cingular (He et al., 1993; Kurata, 1994; Godschalk
et al., 1995; Wise, 1996). Segundo Grillner & Wallen (1985) essas areas influenciam vias
descendentes e interneurbnios medulares através de suas conexdes no nivel do tronco
encefalico, nicleos da base e cerebelo (Nair et al., 2003) para possibilitar a ocorréncia do

movimento.

Grande parte do conhecimento sobre aspectos envolvidos no movimento tem sido obtida
através de trabalhos realizados em modelos experimentais, gatos e macacos, principalmente
no que diz respeito ao estudo da postura (Grillner & Wallen, 1985) e marcha (Eidelberg et al.,
1981; Morie et al.,, 1999). Em 1981, Eidelberg et al. ao estimularem eletricamente o
tegmento mesencefalico de macacos observaram alteracbes no comportamento motor e na
iniciacdo da marcha. Ainda, conforme estes mesmos autores, regides mesencefalicas
especificas, juntamente com suas projecdes para formacdo reticular ponte-medular, regies
subtalamicas e cerebelo compbem as principais regides e vias responsaveis pela marcha
(locomocgdo). Segundo Grillner & Wallen (1985) a postura e a marcha sdo fundamentados em
programas motores espinhais automatizados que sdo iniciados e regulados por circuitos supra-

espinhais. Varios desses circuitos supra-espinhais, no tronco encefalico e cerebelo, tém sido



Introdugdo

identificados através de estimulacBes quimicas e elétricas pontuais nestas regides (Shik &

Orlovsky, 1976; Whelan, 1996; Mori et al., 2001).

De acordo com varios autores (Chambers & Sprague, 1955a, b; Dichgans & Diener, 1984;
Thach et al., 1992; Thach & Bastian, 2004; Morton & Bastian, 2004), o cerebelo, mais
especificamente a regido medial (vérmis), merece atencdo especial quando se analisa a
marcha, uma vez que fica sob o seu comando a adequagdo da postura e a manutengdo do
equilibrio durante a caminhada. Em trabalhos publicados por Udo et al. (1980) e Yu &
Eidelberg, (1983) demonstrou-se que lesdes ocorridas no cerebelo de gatos sdo capazes de
induzir alteragdes (hipermetria) na marcha desses animais, corroborando o envolvimento do

cerebelo durante a locomocéo (Ito, 1984; Orlovsky et al., 1999; Morton & Bastian, 2004).

Jahn et al. (2008) analisando imagens de ressonancia magnética funcional em humanos,
também mostraram a participacdo do cerebelo, juntamente com o tdlamo e nucleos da base,
quando os individuos mentalizavam diferentes situagcdes que envolviam aspectos relacionados
a postura e a marcha, como ficar de pé, caminhar e correr. Esses autores mostraram a
complexidade na organizacdo dos substratos neurobiolégicos relacionados a esses

comportamentos e a importancia desses para a coordenagao motora.

A coordenacdo motora € definida como a capacidade de produzir a contracdo dos musculos de
tal forma que sua atividade orquestrada resulta em um movimento adequado ao contexto. Para
a realizagdo de um ato motor, o sujeito deve poder produzir ou ter arquivada uma estimativa
interna dos parametros necessarios para a sua execucao (Vargas et al., 2008). Em um modelo
proposto por Wolpert & Kawato (1998), o sistema motor é visto como uma alca sensoério-
motora fechada: comandos motores geram contragdes musculares, que, por sua vez, acionam

uma al¢a de realimentagdo sensorial que desencadeia um novo movimento. Essa retroagdo €
2
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composta pelas informacBes sensoriais derivadas tanto do préprio movimento como das
modificacbes nas relagdes fisicas entre as partes do sistema musculo esquelético e as
informagdes provenientes do ambiente. O novo comando motor incorpora essas informagoes,

gera outro comando motor e assim por diante.

Fazem parte dos comandos motores a correcdo e a execugdo dos movimentos que estdo
organizados em trés niveis de controle: a medula espinhal, os sistemas descendentes do tronco
encefalico e as areas motoras do coOrtex cerebral. A integragdo € realizada por
retroalimentacdo (feedback), por controle antecipatério (feed-forward) e por mecanismos
adaptativos, distribuidos entre os trés niveis de controle motor. Os trés niveis dos sistemas
motores recebem entradas sensoriais e estdo sob a influéncia de dois sistemas sub-corticais: 0s
nacleos da base e o cerebelo (Fig. 1) (Kandel et al.,1997; Shumway-Cook & Woollacott,

2006).

Areas Motoras/ Cértex Cerebral/ Cértex Pré-frontal
I 11
Talamo

Nucleos
dabase:

Corpo
Estriado

Tronco
encefalico

L5 Cerebelo

Receptores

Medula espinhal S Ta—
sensoriais

Outras entradas
sensoriais

Contragdo muscular e
movimento

Figura 1. Esquema das principais vias envolvidas no controle motor. Os sistemas motores
sdo organizados hierarquicamente, em trés niveis, e em paralelo. As areas motoras do
cortex cerebral podem influenciar a medula espinhal diretamente e por meio dos sistemas
descendentes do tronco encefalico. Os trés niveis dos sistemas motores estdo sob a
influéncia de dois sistemas sub-corticais: os nlcleos da base e o cerebelo, que atuam sobre
0 cOrtex por meio de nucleos talamicos de retrotransmissao (Figura retirada de Kandel et
al., 1997, com modificagdes).
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O cerebelo e os nicleos da base participam tanto do planejamento motor quanto do
controle da execucdo do movimento. Essas regides cerebrais sub-corticais projetam para o
cortex cerebral por meio de nucleos talamicos distintos. O cerebelo melhora a precisdo do
movimento pela comparagdo entre os comandos motores descendentes e a informacéo
sobre a acdo motora resultante. Essas corregdes pelo cerebelo dependem da atividade
cerebelar sobre o tronco encefdlico e as &reas motoras corticais, que se projetam
diretamente para a medula espinhal, monitorizando tanto sua atividade como os sinais de
retroalimentacdo que recebem da periferia (Miall et al.,1993). Presume-se que o cerebelo
armazene uma grande quantidade de informagdes codificadas em sua rede neuronal, de
forma que possa corrigir qualquer tipo de atividade nas vias envolvidas no controle motor

(Martin, 1998; Fox, 2002; Correia et al., 2003).

Os nucleos da base representam uma importante conexao sub-cortical entre o cortex motor
e o restante do cortex cerebral. Eles sdo constituidos por grandes estruturas bem
delimitadas, dentre as quais se destacam o corpo estriado (caudado e putamen), o globo
palido e a substancia negra. O principal circuito motor do qual os nicleos da base
participam origina-se nas areas de associa¢do. Dos nucleos da base, estas fibras projetam-
se para o0 cortex-motor através do talamo. As principais conexdes aferentes do estriado
originam-se do globo palido constituindo a ansa lenticulares e o fasciculus lenticulares,
feixes de fibras que se projetam aos nudcleos talamicos que, por sua vez, projetam-se ao
cortex motor. Essas conexfes formam o circuito cortico-estriado-tdlamo-cortical. Através
dessa os nucleos da base implementam o processamento cortical e influenciam outros

sistemas motores descendentes (Brandéo, 1991).

De acordo com Jenkins et al. (1994) o cerebelo é ativado em fases iniciais do processo de

aprendizagem motora, ao passo que o estriado é significativamente mais ativo durante a
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execucdo de tarefas ja aprendidas (Grafton, 1994). Até pouco tempo atras, considerava-se
que o cerebelo e os ndcleos da base ndo eram interconectados, entretanto, achados
contradizem essa Vvisdo e outros autores propdem uma importante interconexdo entre essas

estruturas (Hoshi et al., 2005).

O cortex pré-frontal esta envolvido no planejamento de comportamentos complexos. Para
executar um planejamento, o cortex pré-frontal envia instru¢des ao cértex pré-motor, que
produz sequéncias complexas de movimentos apropriados a tarefa. Se o cortex motor for
lesionado, tais sequéncias ndo poderdo ser coordenadas e 0 objetivo ndo poderd ser

alcancado (Kolb & Whishaw, 2009).

Para sequéncias coordenadas de movimento, o equilibrio motor - que é definido como a
capacidade fisica que permite ao individuo controlar qualquer posicdo do corpo sobre uma
base de apoio, que esteja estacionédria ou em movimento - é fundamental (Shumway-Cook
& Woollacott, 2006). O equilibrio estatico caracteriza-se pelo tipo de equilibrio conseguido
em determinada posicdo, ou pela capacidade de manter certa postura sobre uma base
estatica. O equilibrio dindmico é aquele conseguido com o corpo em movimento,
determinando sucessivas alteracGes da base de sustentacdo, mantendo, dessa forma, uma
resposta natural do organismo ao desequilibrio provocado pelo deslocamento (Shumway-

Cook & Woollacott, 2006).

Manchester et al.(1989) definem o equilibrio como a manutencdo do corpo em posicao
onde o centro de massa encontra-se dentro de uma base de suporte, sem que haja
oscilagdes significantes, ou seja, nos limites da estabilidade. Para que haja manutencdo do
equilibrio é necessario que os elementos anatbmicos e funcionais estejam integros. De

acordo com esses autores estes elementos compreendem: (i) o aparelho vestibular, baseado
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nas forgas gravitacionais; (i) receptores visuais, informacgdes sobre o ambiente e a
localizacdo, direcdo e a velocidade do movimento do individuo; (iii) o sistema
somatossensorial, informagdes relacionadas ao contato e posi¢édo do corpo, incluindo os
receptores cutaneos, receptores musculares, tendbes, ligamentos, articulagcbes que
informam sobre a posicdo dos membros e do tronco; e (iv) o aparelho locomotor. A
respeito dos circuitos neuroquimicos envolvidos com o equilibrio e coordenagdo motora,
Mora et al, (2007) sugeriram que a interacdo entre o glutamato, 0 GABA e a dopamina nos
nacleos da base tem um importante papel como substrato neuronal para a organizacdo de
diversas fungdes relacionadas a atividade motora. Embora a natureza destas interacdes seja
ainda pouco entendida, as diversas disfuncbes envolvendo estes sistemas
neurotransmissores tém sido estudadas (Mora et al., 2007; Cauli et al., 2009). Na doenca
de Parkinson, por exemplo, fica evidente a interdependéncia das interagdes entre esses
sistemas de neurotransmissores para a geracdo de respostas motoras, haja vista que,
conforme Kickler et al. (2009) nesta doenca o disturbio inicial provém de alteracdes na
transmissao dopaminérgica na substancia negra e, consequentemente, em disfuncbes nas
transmissGes GABAGérgicas e glutamatérgicas capazes de promover importantes alteracdes

na motricidade do individuo.

Alguns pesquisadores, utilizando modelo experimental, ttm demonstrado uma relagéo
entre os trés sistemas de neurotransmissores, GABAEérgico, glutamatérgico e
dopaminérgico. Segundo Cauli et al. (2009) a ativacdo de receptores glutamatérgicos no
nacleo accumbens é capaz de melhorar respostas motoras, em modelos de encefalopatia
hepética, através da ativacdo de mecanismos envolvendo o GABA e o glutamato no cortex
cerebral. Kalivas & Duffy, (1997) utilizando modelos experimentais também observaram
que aferéncias dopaminérgicas no estriado e nlcleo accumbens sdo capazes de regular a

neurotransmissao GABAGérgica e glutamatérgica em circuitos corticoestriatais (Cepeda et
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al., 1993; West et al., 2003; Bamford et al., 2004; Surmeier et al., 2007), corroborando o

papel destes neurotransmissores na execucao de respostas motoras.

Uma vez que os circuitos estriatais recebem aferéncias glutamatérgicas de diferentes
regides corticais, do crebelo e do tdlamo (Carrilo-Reid et al., 2008) é possivel propor que,
projecbes que chegam até estas estruturas, sejam elas de qualquer origem, tenham a
capacidade de modular indiretamente o funcionamento dos circuitos estriatais e,
possivelmente, ajustar respostas especificas durante a execucdo de tarefas motoras. Os
dados obtidos por Centozane et al. (2008) fornecem suporte a esta suposicao indicando
que, através da facilitacdo de sinapses glutamatérgicas, o cerebelo é capaz de influenciar a
atividade estriatal para produzir respostas motoras adaptativas e compensar os déficits
cerebelares apresentados por animais experimentais em conseqiéncia de uma

hemicerebelectomia.

Além do exposto acima, através das vias motoras direta e indireta, envolvidas no controle
do movimento, o estriado com suas aferéncias dopaminérgica e glutamatérgica e suas
eferéncias GABAGérgicas é capaz de influenciar neurdnios nigrais, palidais e talamicos e
modular as respostas motoras (Mora et al., 2007; Dostrovsky et al., 2002; Kreitzer et al.,
2008) como um todo. A organizacdo desses sistemas, conforme apresentado na figura 2,
esta de acordo com a participacdo dos neurotransmissores GABA e glutamato no controle

dessas respostas.
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{ GABA Thalj

Figura 2: Representacdo esquematica dos circuitos neuroquimicos dos nucleos da base,
talamo e cortex cerebral envolvidos no controle de respostas motoras. Em destaque
(pontilhado) as vias motoras direta e indireta (Figura Adapta a partir de Kreitzer, A.C. &
Malenka, R.C. Striatal Plasticity and Basal Ganglia Circuit Function. Neuron. 2008; 60:
543-545). Cerebral cortex= cOrtex cerebral; Thalamus= talamos; Striatum= estriado; GP=
globo pélido; GPm= globo pélido interno(medial); STN= ndcleo subtalamico; SNr=
substancia negra reticular; Glu= glutamato; GABA= acido y-aminobutirico; Da= dopamina.
As linhas pontilhadas representam, a via motora direta (estriado — GPm e SNr — tdlamo —
cortex cerebral) e indireta (estriado - GP — STN — GPm e SNr — talamo — cortex
cerebral).

1.1. Avaliacdes do Desempenho Motor

Frequentemente, as avaliacdes motoras e do equilibrio auxiliam no diagnostico diferencial de
doencas como Parkinson, Acidente Vascular Encefalico (AVE), Neuropatias periféricas, entre

outras (Douglas, 2002).

A avaliagdo motora baseia-se na exploracdo da forca muscular, a partir da palpacdo da
unidade musculo-tendinosa durante o movimento, verificacdo da amplitude de movimento e
da capacidade de oposi¢do a forca da gravidade e a resisténcia manual. A aplicacdo do
método requer o conhecimento preciso da fungdo muscular, além dos fatores que interferem

nos resultados da avaliacédo, tais como sexo, idade, mdo dominante, atividade profissional,
8
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variagOes anatbmicas, movimentos de substituicdo, vantagens mecénicas e presenca de dor,
entre outros (Daniels & Worthingham, 1975; Arvello, 1978; Kendall, Kendall & Wadsworth,

1979; Arvello, 1980).

O equilibrio estatico pode ser avaliado utilizando-se os testes: (i) apoio unipodal, onde o
individuo tem que equilibrar-se em apenas um dos pés com os olhos abertos por, no maximo,
30 segundos, (ii) teste Romberg, no qual o individuo tem que equilibrar-se mantendo os pés
juntos e os bragos estendidos ao longo do corpo e, (iii) teste Romberg-Barré, no qual o
individuo tem que equilibrar-se permanecendo com um pé adiante do outro, em linha reta. E,
para testar o equilibrio dindmico, pode-se utilizar o teste Babinski Weil, onde o paciente
caminha de olhos fechados, para frente e para tras, num percurso aproximado de 1,5 me o

pesquisador observa se ha desvio da marcha para lateral (Douglas, 2002).

Véarios modelos experimentais e testes comportamentais em animais de outras espécies foram
desenvolvidos para avaliar os mecanismos patofisioldgicos de lesdes do SNC, fazer
comparac@es funcionais, morfoldgicas e eletrofisioldgicas. Por exemplo, a utilizagdo de ratos
lesados, nos quais os dados encontrados se assemelham aos observados em seres humanos
(Metz et al., 2000). Uma vantagem do modelo é o fato de ser preconizado e reprodutivel, isso
é particularmente importante para examinar agentes terapéuticos, protocolos de tratamento e

procedimentos clinicos (Metz et al., 2000).

Vérios testes tém sido empregados para avaliar o comportamento motor em modelos
experimentais, dentre eles podem-se citar os seguintes testes: campo aberto (Open-field),
Rotarod, trava de equilibrio (Beam Balance) e Impressdo de Patas. O teste no Rotarod,
desenvolvido inicialmente por Dunham e Miya (1957) é uma tarefa frequentemente utilizada

para testar coordenagdo motora grossa, com 0s animais sob efeitos de drogas que agem no
9
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SNC. O procedimento requer que o animal mantenha o equilibrio e a coordenagdo motora em
uma base giratéria, sendo, portanto, uma ferramenta Gtil para avaliar a fun¢do motora. O teste
no Beam Balance, desenvolvido por Feeney et al. (1981), é também conhecido pelo nome
trave de equilibrio ou teste vestibulo motor e tem sido utilizado para avaliar a coordenagéo
motora fina. Esse teste é Gtil para medir a recuperacdo funcional em modelos experimentais,
uma vez que mimetizam as atividades dos pacientes, como equilibrio e coordenacdo motora
(Fujimoto et al., 2004). O sistema vestibular, além de estabilizar a imagem na retina e
participar do equilibrio, fornece informacGes ao SNC para orientacdo espacial e percepgdo de
movimento (Buccafusco, 2001). Do ponto de vista funcional, a percepgdo estatica e de
movimento e o controle do equilibrio necessitam da integracdo dos sistemas vestibular,
proprioceptivo e visual, 0 que torna essas fungdes multisensoriais (Buccafusco, 2001). J& o
teste de Impressdo de Patas, adaptado a partir do método descrito por Lagran et al. (2004),
avalia o padrdo da marcha dos animais através da analise quantitativa do comprimento e da
largura dos passos. Pode-se inferir, conforme Stolze et al. (2002), que um padrdo de marcha
alterado reflete um efeito compensatdrio para minimizar possiveis distdrbios no equilibrio e

coordenacdo motora.

Todos esses testes permitem a avaliacdo da etiologia de disfungbes motoras e os substratos
neurobioldgicos associados a esses distlrbios. Muitos pontos obscuros ainda persistem com
relacdo aos mecanimos moleculares de processos motores, tanto no campo da fisiologia

guanto da patologia.
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1.2. Disturbio motores em processos neurodegenerativos

Varios processos neurodegenerativos causam distirbios motores, mas, como mencionado
acima, alguns mecanismos patofisioldgicos das disfuncBes motoras ainda ndo foram

esclarecidos.

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa que afeta milhdes de pessoas
e que vem crescendo em nUumero a cada ano, especialmente na populacdo em
envelhecimento. Enquanto o sistema dopaminérgico encefalico tem sido reconhecido por
participar do aperfeicoamento do desempenho motor e da coordenagdo sensitiva motora
(Hornykiewicz, 1972; Grossman & Kelly, 1976), a perda gradual de neurdnios
nigroestriatais e a deplecdo do neurotransmissor dopamina (DA) tém sido consideradas
como a base fisiopatoldgica dos transtornos motores da DP. Em estudos mais recentes,
Greco et al, (2010) mostraram evidéncias da importancia do sistema glutaméatergico no
mecanismo das disfungdes motoras observadas na DP. No entanto, apesar dos avancos do
conhecimento nessa darea, muitos pontos permanecem obscuros com relacdo aos
mecanismos e as sequéncias de reacdes que culminam com a perda funcional de sistemas

neuroquimicos em regides especificas associadas ao desempenho motor.

Algumas das caracteristicas clinicas da DP sdo, entre outras, a fadiga muscular, a
dificuldade de recrutamento da unidade neuromotora e a rigidez de tronco que, juntas,
criam dificuldades para a manutencéo da postura ereta e de uma marcha normal, com ritmo

e velocidade (Schaafsma et al., 2003).

Outra doenca neurodegenerativa, a esclerose multipla (EM) tem como sintoma mais

frequente e incapacitante a fadiga, que atinge cerca de 75 a 90% dos pacientes (Mendes et
11
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al., 2000; Ward & Winters, 2003). Ela é definida como sintoma subjetivo e inespecifico,
como “uma sensagdo de cansago fisico ou mental profundo, perda de energia ou mesmo
exaustdo, com caracteristicas diferentes daquelas observadas na depressdo ou fraqueza

muscular ”(Mendes et al., 2000).

Novos estudos sdo necessarios para que seja possivel compreender melhor a fadiga na EM.
Aparentemente existem mecanismos centrais e periféricos envolvidos na fisiopatologia da
fadiga, porém, ndo € conhecida a relagdo entre a fadiga observada nos pacientes com EM e a

fadiga muscular (Vercoulen et al., 1996; Iriarte & Castro, 1998).

Uma doenga menos comum, mas que também afeta o sistema motor € a ataxia de Friedreich.
Conhecida pela degeneracdo espinocerebelar € uma doenca progressiva de heranca
autossdmica recessiva (OMIM, 229300), descrita pela primeira vez por Nicholaus Friedreich,
em 1863. O principal sintoma é a ataxia — no inicio mais evidente nos membros inferiores e,
posteriormente, nos superiores. A dificuldade da marcha € progressiva e, por volta de 10-15
anos de evolucdo da doenca, o0 paciente perde a capacidade de deambular. Os testes
cerebelares, a resposta plantar e a sensibilidade vibratdria e cinestésica, via de regra, estao
alteradas e a fala apresenta um fluxo lento (Salisachs, 1974). A forca e o trofismo muscular,
em geral, mostram-se normais, alterando-se de forma mais evidente no final da doenga, mais
pela falta de movimentacdo — quando os pacientes ja se encontram em cadeira de rodas. A
abolicdo dos reflexos profundos e a presenca de escoliose e de pés cavos constituem achados

bastante caracteristicos da doenca (Salisachs, 1974).

Rotig et al. (1997) mostraram que, na ataxia de Friedreich, ha uma deficiéncia mdultipla das
enzimas da cadeia respiratéria ferro-enxofre dependentes, que sdo extremamente sensiveis aos

radicais livres, gerando um estresse oxidativo decorrente do acimulo de ferro na matriz
12
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mitocondrial. Assim, os antioxidantes, quelantes de ferro e de célcio, e as substancias
inibidoras da apoptose, constituem terapéuticas potenciais para as doencas
neurodegenerativas. A possibilidade de utilizagdo de um marcador para se monitorizar a
eficacia do tratamento dessa doenga — 0 8-hidroxi-2’- deoxiguanosina (80H2’dG) surgiu na
literatura como importante opcdo terapéutica, ndo s6 para a ataxia de Friedreich, como
também para outras doencgas neurodegenerativas como Alzheimer, doenca de Parkinson e de

Huntington (Shulz et al., 2000; Sherer & Greenamyre, 2000) .

Em resumo, apesar do crescente progresso do conhecimento nessa area de distdrbios do
movimento, todas as doencas mencionadas acima, exemplificam que até a presente data ndo
se conhece as relacdes entre aspectos especificos do comportamento motor e 0s mecanismos
moleculares que atuam como substratos desses sistemas. Portanto, independentemente da
causa priméaria ou da evolugdo dos processos que resultam em diferentes tipos de disfuncGes
motoras, muitos estudos sdo necessarios para se entender essas associa¢fes entre eventos
neuroquimicos centrais e periféricos e manifestacGes clinicas. Como um dos reflexos desses
pontos obscuros, podemos citar as dificuldades no planejamento de intervengdes
fisioterapéuticas ou quimioterapicas sustentadas por um conhecimento dos mecanismos
neurobioldgicos/neuromusculares, os quais poderiam contribuir para se desenhar tratamentos

mais racionais relacionados com os eventos interligados a esses distlrbios.

2. A tiamina, sua deficiéncia e aspectos motores

Dados obtidos por diferentes autores tém demonstrado que importantes estruturas encefalicas
envolvidas na modulacdo e integragdo das respostas motoras (Lalonde & Strazielle, 2007) sdo
seletivamente comprometidas na deficiéncia de tiamina, também conhecida como vitamina

B1, destacando-se o cerebelo (Butterworth, 2003, Martin et al., 2003), o corpo estriado
13



Introdugdo

(Sjoquist et al. 1988, Yamashita et al., 1993) e o cortex pré-frontal (Carvalho et al., 2006).
Portanto, modelos experimentais da deficiéncia de tiamina podem ser utilizados como
instrumentos importantes em estudos que se pretende contribuir para o esclareciemento de

aspectos relacionados a mecanismos neurobioldgicos das funcées ou disfunges motoras.

A tiamina foi isolada em 1926 por Jansen & Donath e, sintetizada pela primeira vez na década
de trinta (Williams & Cline, 1936). A sintese dessa vitamina ocorre naturalmente em plantas,
fungos e muitos outros microorganismos (Singleton & Martin, 2001). Entretanto, humanos e
outros mamiferos ndo biossintetizam a tiamina, sendo dependentes de uma suplementagéo

exogena.

A tiamina é hidrossollvel e apés ser captada pelos tecidos, pode ser fosforilada dando origem
a forma ativa da tiamina, denominada tiamina pirofosfato ou difosfato (TPP ou TDP). Este
derivado atua como cofator das enzimas transcetolase, complexo piruvato desidrogenase ¢ o-
cetoglutarato desidrogenase, enzimas chaves no metabolismo energético celular (Berg et al.,
2004). A figura 3 mostra um esquema indicando a participacdo de duas dessas enzimas. A
atividade reduzida das trés enzimas, devido a deficiéncia de tiamina, pode levar a uma
reducdo na sintese de ATP, que por sua vez, pode causar danos/morte celular. Se o
mecanismo responsavel pelas disfuncbes e lesdes observadas no sistema nervoso central
(SNC) estivesse exclusivamente relacionado com uma reducéo na sintese de ATP, seria de se
esperar que todos os neurdnios, por serem aerdbicos, fossem afetados e, portanto, todas as
regides cerebrais seriam igualmente comprometidas. No entanto, apenas algumas regides do
SNC sdo susceptiveis aos efeitos da deficiéncia de tiamina (Irle & Markowitsch, 1983) e a
privacdo, mesmo que parcial dessa vitamina desencadeia disfungdes bioquimicas que podem

preceder a morte celular.
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Além do papel de tiamina no metabolismo energético celular, diversos autores tém proposto
fungdes especificas dessa vitamina no SNC. Por exemplo, evidéncias obtidas em estudos com
cultura priméria de neurdnios tém indicado uma possivel funcdo da tiamina na modulagdo de
canais ionicos (Oliveira et al., 2007). O papel da tiamina trifosfato (TTP) ainda permanece
incerto, embora existam indicios que esta forma trifosforilada da vitamina tem um papel
funcional na membrana da célula nervosa (Hass, 1988) e na modulagdo de canais de cloreto

(Bettendorf et al., 1993).
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Figura 3. Esquema das vias metabdlicas indicando duas das enzimas dependentes de
tiamina: complexo piruvato desidrogenase e «a-cetoglutarato desidrogenase, no metabolismo
energético celular (Figura retirada de Martin et al, 2003).

No SNC de pacientes com deficiéncia de tiamina foram observadas lesdes
predominantemente no tdlamo, corpos mamilares, regido periaquedutal, assoalho do quarto

ventriculo, hipotdlamo e vermis cerebelar (Torvik, 1987; Vitor et al., 1989).
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Experimentalmente, é possivel reproduzir lesbes em cérebros de ratos atraves da
administracdo de uma dieta deficiente de tiamina associada ou ndo a uma administragao
parenteral de piritiamina, um inibidor da pirofosfoquinase, enzima responsavel pela producéo
da forma ativa da tiamina, a TPP (Hakim & Colmant, 1983; Hass, 1988; Vortmeyer &
Colmant, 1988; Langlais et al., 1996). Os sinais caracteristicos da deficiéncia de tiamina em
animais sdo anorexia, queda de pélo, hiperatividade a estimulos, hipotonia postural, ataxia,
perda do reflexo de endireitamento e convulsdes, podendo evoluir para a morte (Mousseau et
al., 1996; Ciccia & Langlais, 2000). Em ratos, as perdas celulares causadas pela deficiéncia de
tiamina podem ocorrer no hipocampo, cerebelo, amigdala, tdlamo, coliculo inferior e
complexo olivar superior (Irle & Markowistsch, 1983; Vortmeyer & Colmant, 1988), além da
degeneracdo de axonios do cdrtex, perda de neurdnios e células da glia no tdlamo medial e

corpos mamilares (Langlias & Zhang, 1997).

Apesar dos varios estudos realizados, os mecanismos moleculares responsaveis pelas lesdes
cerebrais induzidas pela deficiéncia de tiamina ndo sdo completamente conhecidos. Alguns
autores relacionaram a morte neuronal ao estresse oxidativo gerado por danos mitocondriais
(Park et al., 2000), descontrole do metabolismo oxidativo (Pannunzio et al., 2000), acidose
(Hakim & Pappius, 1983), estresse do reticulo endoplasmatico (Wang et al., 2007) e a
reducdo de atividade das enzimas a-cetoglutarato desidrogenase (Butterworth et al., 1986),
transcetolase (Guigere & Butterworth, 1987) e complexo piruvato desidrogenase
(Butterworth, 1985), que levam a um déficit energético no cérebro (Lavoie & Butterworth,
1995). A redugdo na atividade da a-cetoglutarato desidrogenase pode também levar a um
aumento na concentracdo do glutamato extracelular causando um mecanismo de
excitoxicidade que induziria a morte neuronal (Hazell, 1993). Deste modo, é provavel que os
mecanismos pelos quais a deficiéncia de tiamina cause lesdes neuropatoldgicas sejam

maultiplos e regibes cerebrais diferentes possuam vulnerabilidade distinta. Além disso, outros
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aspectos devem ser considerados, como o fato do complexo piruvato desidrogenase ser
necessario para produzir acetil-CoA, precursor do neurotransmissor acetilcolina e também de
acidos graxos importantes na producdo de mielina, garantindo assim um funcionamento
neuronal apropriado. No ciclo do &cido citrico a a-cetoglutarato desidrogenase, que depende
de TDP, também desempenha um papel na manutencdo dos niveis dos neurotransmissores
glutamato, acido y-aminobutirico (GABA) e aspartato, assim como na sintese protéica

(Martins et al., 2003).

Como mencionado no inicio desta sessdo, a deficiéncia de tiamina compromete seletivamente
diferentes estruturas encefalicas, entre elas o cerebelo (Butterworth, 2003; Martin et al., 2003).

A degeneracdo do cerebelo é encontrada tanto em alcoolistas com Sindrome de Wernicke
Korsakoff (SWK) quanto sem SWK, o que indica que a deficiéncia de tiamina provavelmente é
a causa predominante dessa degeneracdo em alcoolistas (Charness, 1993). A SWK ¢ a doenca
neuroldgica mais claramente associada com DT em humanos, a qual caracteriza-se por perda
severa de memoria, déficits colinérgicos e seletiva morte celular em regides especificas do
cérebro (Victor et al.,1989; Todd e Butterworth, 1999; Ke et al.,2003). Em estudos de
autopsia, 40% dos alcoolistas apresentaram sinais de lesdo (Torvik, 1987), que é caracterizada
por retracdo de determinadas regides do cerebelo, area envolvida principalmente na

coordenacao muscular.

A fim de entender alguns dos aspectos motores, Freeman et al. (1987), em estudo usando
modelo experimental de deficiéncia de tiamina, relataram a diminuicdo do comportamento
exploratério no teste em “campo aberto” (open field), tanto no que diz respeito a distancia
percorrida quanto ao numero de levantamentos sob as patas traseiras, o que pode indicar, além
de disfuncdo no componente motivacional, alteracdes relacionadas a funcdo motora dos

animais. Os efeitos da deficiéncia de tiamina no desenvolvimento motor de animais também
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foram avaliados nas proles de mées submetidas a deficiéncia de tiamina durante a lactacéo e a
gestacdo (Ba & Seri, 1993, 1995; B4, 2008). Conforme resultados apresentados por esses
autores, a deficiéncia de tiamina esta associada aos baixos niveis de desenvolvimento funcional
para algumas habilidades relacionadas ao controle motor dos animais (B4, 2008). Da mesma
forma, nosso grupo de pesquisa (Ferreira-Vieira et al., 2011 submetido) observou que animais
provenientes de mdes restritas de tiamina, no periodo perinatal, apresentam alteragdes em
aspectos motores quando avaliados no Rotarod e no teste de impressdo de patas. Foram
verificadas uma reducdo significativa no tempo de permanéncia na barra giratoria do Rotarod,
na velocidade de 25 rpm, e um aumento na largura do passo. Nesse mesmo estudo, as analises
neuroquimicas mostraram um aumento e uma diminuicdo significativas das concentraces de
GABA no talamo e glutamato no cerebelo, respectivamente, dos animais nascidos de méaes
restritas. Esses resultados sugerem que os individuos provenientes de maes restritas de tiamina
apresentam déficits relacionados a funcdo motora e, além disto, analises de regressdo indicam

um papel do GABA em aspectos especificos da fun¢do motora.

3. Isolamento Social e aspectos motores

Criacdo de roedores em condi¢fes de isolamento social produz uma grande variedade de
alteracbes comportamentais, quando os animais isolados sdo comparados com animais
alojados em grupo (Valzelli, 1973; Einon & Morgan, 1977; Heidbreder et al., 2000; Lapiz et
al.,2003). Coletivamente as mudangas comportamentais observadas sdo consistentes com a
propostade que o0s ratoscriados em isolamento social s&o0 incapazes de processar
adequadamente os estimulos ambientais. No periodo de desmame, o isolamento social
representa um modelo que leva a alteracbes comportamentais, neuroquimicas e fenotipicas
associadas a depressdo, ansiedade e esquizofrenia (Einon e Morgan, 1977, Weiss e Feldon,

2001; Pryce et al., 2005; Fone & Porkess, 2008).
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Mesmo nas primeiras experiéncias, realizadas na década de 1960 e 1970, ratos criados
em isolamento social apresentaram hipersensibilidade a manipulacdo, sobressaltos e
reacOes que caracterizavam ansiedade (Koch & Arnold, 1972; Morgan, 1973; Sahakian et al.,
1977) . Esses dados foram a base para a descricdo da “sindrome de estresse induzida por
isolamento™ (Valzelli, 1973, Holson et al.,, 1991). O isolamento social em animais €
considerado um empobrecimento ambiental, e tem sido usado como um paradigma em
estudos de estresse cronico leve, e em estudos que visam compreender a génese da depressao
e distarbios emocionais (Heidbreder et al., 2000; Miura et al., 2002; Saenz et al., 2006;
Gunther et al., 2008). Autores que estudaram o papel do sistema enddcrino em condicdes
indutoras de estresse, como a privagdo social, sugeriram que 0S organismos apresentam
adaptacdes sequenciais, desenvolvendo reacgdes e sintomas indicativos de irritabilidade (Gersh
& Fowles, 1979). Outros estudos constataram que tanto as ondas eletroencefalograficas
quanto a secrecdo de hormonios indicadores de estresse sao modificadas em animais sob

isolamento (Ehlers et al., 1996; Genaro et al., 2004).

Este isolamento social altera a atividade de varios circuitos neuroquimicos em ratos adultos,
especialmente os niveis de monoaminas cerebrais (Schulkin et al., 1998; Miura et al., 2002)
mesmo durante diferentes periodos de isolamento (Rilke et al., 1998a; Miura et al., 2002;
Dronjak & Gavrilovic, 2006, Saenz et al., 2006). Dados da literatura relativos a mudancgas no
sistema serotoninérgico em animais submetidos ao isolamento social sdo contraditérios. O
nivel de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) em animais isolados, por até quatro semanas,
é mais elevado no cortex pré-frontal, nicleo accumbens, hipocampo e mesencéfalo, mas sem
alteracdo em nucleos da rafe (Heidbreder et al., 2000; Miura et al., 2006; Brenes et al.,
2008). No entanto, animais isolados apresentam uma menor concentracdo do &cido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA), metabolito da serotonina (5-HT), com reducdo no striatum dorsal e no

hipocampo (Bakshi et al., 1996). Rilke et al. (1998a) encontraram uma reducdo na taxa de
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renovacdo, 5-HIAA/5-HT, do sistema serotonérgico em todo o cérebro. Em contraste, foi
observado um nivel mais elevado da taxa de renovagdo 5-HT no cortex pré-frontal em ratos
isolados, logo ap6s o desmame (Brenes et al., 2008). Além das altercBGes serotonérgicas,
foram observados uma hipersensibilidade dos receptores adrenérgicos e hiposensibilidade dos
receptores dopaminérgicos no cortex cerebral de ratos isolados (Isovich et al., 2001). Em
outros estudos, h& evidéncias de uma redugdo nos marcadores de interneurdnios
GABAérgicos (Lipska et al, 2003; Pillai-Nair et al, 2005; Penschuck et al, 2006;. Endo et al.,
2007). A proteina marcadora de interneur6nio (reelin) estd envolvida no desenvolvimento
do cortex pré-frontal, uma estrutura intimamente relacionada com as respostas
comportamentais. Cassidy et al., (2010) associaram a alteracdo da expressdao da proteina

(reelin) com o surgimento de déficits comportamentais em animais isolados.

O isolamento de um animal para analises experimentais € uma das situa¢cbes mais comumente
utilizadas por cientistas para estudar alteracbes na dieta, efeito de drogras e/ou aspectos
comportamentais (Ehlers et al., 1996; Genaro & Schmidek, 2002; Genaro et al., 2004). Em
diferentes trabalhos foi demonstrado que o comportamento social influencia o
desenvolvimento de ratos de laboratério, principalmente alterando as relagfes hormonais do
eixo hipotalamo-hipéfise. Essas alteracBes devem ser levadas em consideracdo em
determinados estudos que visam avaliar aspectos fisiologicos, patolégicos ou o efeito de
drogas. Estudos realizados com diferentes espécies como peixes, macacos e ratos
demonstraram que o0s animais submetidos ao isolamento apresentaram mudangas
comportamentais, como alteragdes no padrdo de conduta, modificagdes no comportamento
exploratorio, manifestacGes de agressividade, de ansiedade, depressdo e estresse (Gomes &

Morgan, 1993; Pérez et al., 1997; Genaro et al., 2004).
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Em diversos trabalhos, nos quais os autores usaram ratos isolados, foram observadas alteragoes
comportamentais como hiperatividade locomotora (Sahakian et al., 1977; Gentsch et al., 1982;.
Heidbreder et al., 2000; Elliot e Grunberg, 2005; Bianchi et al., 2006; McLean et al., 2008),
aumento da ansiedade (Weiss et al., 2004), prejuizos em tarefas de aprendizagem e memdria
(Larsson et al., 2002;. Schrijver et al., 2002; Bianchi et al., 2006;. McLean et al., 2008), e
aumento da imobilidade no teste de natacdo forcada (Brenes et al., 2008.; Brenes &
Fornaguera, 2008). Além disso, dados obtidos em uma série de estudos in vivo e pés-mortem,
com ratos isolados, mostraram niveis de dopamina aumentados no nucleo accumbens, e
diminuidos no estriado e na amigdala (Jones et al., 1992.; Heidbreder et al., 2000;. Leng et al.,
2004) e dimuicdo dos niveis de serotonina no cortex e no hipocampo (Bickerdike et al., 1993;.
Jaffe et al., 1993;. Rilke et al., 2001.; Miura et al., 2002, 2005;. Brenes et al., 2008; Brenes
& Fornaguera, 2008). Com relacdo a fungdo cognitiva, um periodo de quatro semanas de
isolamento social, em ratos adultos, foi suficiente para causar déficits de memdria no teste de

reconhecimento de objeto (Bianchi et al., 2006).

4. Circuitos Glutamatérgico, GABAérgico e Comportamento Motor

Glutamato é o principal aminoécido envolvido em respostas sinapticas excitatorias no
SNC, local onde se encontra distribuido de maneira ampla e uniforme (Salinska & Stafiej,
2003). De acordo com Watkins & Jane (2006), a participacdo desse aminoacido em
respostas excitatorias é possivel pela sua capacidade de ativar, ap6s sua liberagcdo no
espaco extracelular, uma variedade de receptores pos-sinapticos especificos, que em dltima
instancia, culminam com a abertura de canais permedveis aos ions célcio e sodio

(Meldrum, 2000).
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Figura 4. Representacdo esquematica de um terminal glutamatérgico mostrando o ciclo de
liberacdo e recaptacdo do neurotransmissor na fenda sinaptica pelo neurdnio e astrocito
(Figura retirada de Rothstein, J. D. Neurobiology: bundling up excitement. Nature. 2000; 407:
141-143).

A figura 4 (acima) apresenta de maneira esquematica o ciclo de liberacdo e recaptacdo do
glutamato na fenda sinaptica pelo neurdnio e astrdcito. O glutamato liberado na fenda sinéptica,
ap0s um evento excitatdrio pré-sinaptico, difunde-se para o terminal pds-sindptico onde se liga
aos receptores especificos desencadeando uma cascata de reagcbes celulares. Um dos

mecanismos de inativacdo do processo € a recaptacdo do neurotransmissor, via transportadores

especificos, para o neurdnio pré-sinaptico e/ou astrocito (Rothstein, 2000).

Diversos autores descrevem a participacdo do glutamato em varios processos fisioldgicos como
a neurogénese, migracdo celular, plasticidade neuronal e processos de aprendizagem e memdria
(McGee & Bredt, 2003). Aléem disto, resultados obtidos por Ozawa e cols. (1998) também tém
sugerido a participacao deste neurotransmissor em atividades relacionadas a fungdes motoras.

Wardas e cols. (1997), ao realizarem ensaios com ligantes radioativos em ratos jovens e
adultos, mostraram evidéncias da participacdo do sistema glutamatérgico em processos

relacionados a motricidade, sugerindo que distarbios motores encontrados em ratos idosos
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podem estar relacionados as alteracdes em subunidades de receptores glutamatérgicos centrais.
Sanchez- Perez e cols. (2005) também mostraram que os receptores de glutamato cerebelares
do tipo N-Metil D-Aspartato (NMDA) séo essenciais para a aquisi¢cdo do aprendizado motor e
para a execucdo de atividades relacionadas a coordenacdo motora, corroborando a participagdo

do circuito glutamatérgico no controle motor.

O aminoéacido y-aminobutirico (GABA) € um neurotransmissor inibitorio presente nos sistemas
nervoso central e periférico. Ele é sintetizado a partir do glutamato e promove a reducdo da
excitabilidade neuronal ao se ligar em receptores ionotropicos (GABAA e GABAc) que sdo
canais ibnicos permeaveis ao ion cloreto e a receptores metabotrépicos (GABA g), acoplados a
proteina G, que regulam a condutancia de canais de potassio e calcio (Ben-Ari et al., 2007). A

figura 5 mostra um esquema com os componentes da transmissao GABAGérgica.

POSTSYNAPTIC NEURON |

Figura 5: Representacdo esquematica de um terminal sinaptico. O GABA ¢ sintetizado a
partir do glutamato. Apds liberado na fenda sinaptica ele pode se ligar a receptores
especificos nos neurbnios pos-sinapticos ou ser recaptado por transportadores localizados
nas células gliais e neurdnios pré-sinapticos. (Figura foi retirada de Brambilla, P.; Perez, J.;
Barale, F.; Schettini, G. & Soares, J.C. GABAergic dysfunction in mood disorders. Molecular
Psychiatry. 2003; 8: 721-737).
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No cértex cerebral ja foi descrito o papel do GABA no controle inibitério neuronal e
processamento de informagéo (Krnjevic, 1997), na plasticidade neuronal (Jones, 1993) e na
sincronizacdo da rede neuronal (Buszaki & Chrobak, 1995). Além dessas funcGes, de acordo
com Chevalier & Deniau, (1990) € possivel também que o GABA atue na modula¢do de
circuitos motores, uma vez que foi observada a presenca de importantes vias GABAérgicas nos
nlcleos da base, os quais, dentre outras fungdes auxiliam no controle motor (Chen & Yung,

2004).

Consideragao Geral:

Dada a importancia da tiamina em regides cerebrais especificas (Torvik, 1987; Vitor et al.,
1989) e a influéncia do isolamento social em aspectos comportamentais (Gomes & Morgan,
1993; Pérez et al., 1997; Genaro et al., 2004), estudos que objetivam esclarecer 0s mecanismos
neuroquimicos afetados pela deficiéncia dessa vitamina e pela privacao social sdo importantes
para se compreender a relacdo entre disfungdes neurais e aspectos comportamentais
especificos, como por exemplo, motores. Estes estudos podem auxiliar na elucidacdo dos
mecanismos neurofisiolégicos que atuam como substratos biolégicos dessas funcGes
comportamentais e, além disto, podem contribuir para o conhecimento dos distdrbios causados

pela deficiéncia e/ou isolamento social.
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Vaérios pesquisadores, incluindo o grupo de pesquisa do Laboratério de Neurociéncia
Comportamental e Molecular (LaNec) da Universidade Federal de Minas Gerais tém
investigado os efeitos deletérios da deficiéncia de tiamina no sistema nervoso de ratos
adultos. Esse modelo experimental € um importante instrumento para se estudar os
mecanismos e sistemas envolvidos com processos neurodegenerativos e suas relacbes com
disfungdes em aspectos comportamentais. Os dados obtidos indicam que a deficiéncia
dessa vitamina resulta em alteracdes neuroquimicas, emocionais, cognitivas e motoras. No
entanto, os mecanismos moleculares responsaveis pelas lesdes/disfuncdes causadas pela
deficiéncia dessa vitamina, assim como a sequéncia de eventos que culminam com o

aparecimento dos sinais clinicos ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo mostraram também que a deficiéncia maternal
de tiamina pode causar, na prole, disturbios motores e no equilibrio, relacionados com os
niveis de GABA e glutamato em regides especificas do SNC (Ferreira-Vieira et al., 2011
submetido) Esses aminoécidos podem funcionar como neurotransmissores modulatérios no
SNC e ter um papel importante em fungdes motoras. Entretanto, até o presente momento,
ndo foram estudados os efeitos da deficiéncia dessa vitamina, em animais adultos, sobre
parametros motores e as suas possiveis relagdes com concentracdes de GABA e glutamato

em regides especificas do SNC.

Outro aspecto importante a ser considerado é o fato de que a deficiéncia de tiamina ainda é
um fator preocupante em paises em desenvolvimento, paises atingidos por guerras e
catastrofes naturais que necessitam de ajuda humanitaria e paises asiaticos cuja base da
alimentacdo € o arroz polido. Uma populacdo carente dessa vitamina pode sofrer alteraces
no SNC, com consequéncias em diferentes aspectos do processo de desenvolvimento e

comportamento dos individuos. O entendimento do papel da tiamina em aspectos
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comportamentais pode contribuir para um melhor entendimento da relagdo entre
parametros neurobioldgicos e disfungdes em aspectos especificos do comportamento. Esse
conhecimento pode ser utilizado como base para estudos em diferentes populagdes
carentes, resultanto na implantacdo de politicas publicas mais adequadas. Além disso, a
caréncia de tiamina pode adquirir carater mais significativo devido ao crescente niumero de
individuos com dependéncia alcodlica, uma vez que o consumo cronico de etanol pode

levar & deficiéncia de tiamina (Thompson et al., 1988; Langlais & Savage, 1995).

A utilizagdo do modelo experiemental de deficiéncia de tiamina requer o isolamento dos
animais, para viabilizar os registros individuais de consumo de racéo e 4gua. No entanto,
sabe-se que condi¢Ges ambientais, tais como o isolamento social, também podem afetar o
funcionamento do SNC. Diversos métodos tém sido utilizados para analisar as relacoes
entre o isolamento social e a manutengdo dos animais em grupos, merecendo destaque as
avaliacBes da atividade exploratdria, interacdo social, atividade locomotora, reatividade,
comportamento de vigilancia e vocalizacdo (Renner et al.,1992). Evidéncias cientificas
mostram que a privacdo social, em ratos, desencadeia alteragdes no padrdo emocional
refletindo em mudancas comportamentais e endécrinas (Genaro et al., 2004). Neste sentido,
tem sido observado que ratos submetidos ao isolamento social apresentam modifica¢bes na
homeostasia dos sistemas nervoso e enddcrino. A preservacdo da homeostasia requer
adaptacGes continuas neurais, endocrinas e comportamentais para controlar alteracdes
causadas por estressores internos ou externos. Respostas comportamentais incluem
alteracOes cognitivas e sensoriais, aumento do alerta, intensificacdo da memoria seletiva,
supressdo de comportamentos e analgesia (McEwen, 2000; Pacak & McCarty 2000).
Portanto, considerando o exposto, desenhos experimentais no qual os efeitos do isolamento

sdo avaliados/controlados se tornam relevantes.
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E importante também salientar que os efeitos do isolamento, em ratos, sobre 0s parametros
motores e as suas possiveis relagbes com concentracdes de GABA e glutamato em regides

especificas do SNC ainda ndo foram estudados.

Trabalhos que possibilitem ampliar os conhecimentos acerca das disfuncGes cerebrais
causadas pela deficiéncia de tiamina e/ou pelo isolamento social adquirem relevancia a
medida que podem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos que envolvem
comprometimento de funcbes biol6dgicas e comportamentais devido a auséncia dessa vitamina
associada ou ndo ao fator isolamento social. O entendimento desses aspectos pode ter
importantes implicagcbes para a prevencdo, identificacdo e tratamento das doencas
relacionadas a deficiéncia de tiamina e/ou ao isolamento social. Além disso, € importante
salientar que a investigacdo das alteracfes bioquimicas decorrentes da deficiéncia de tiamina
e/ou da privacao social pode auxiliar no entendimento dos substratos biolégicos relacionados
aos aspectos comportamentais, como atividade motora e, também dos papeis da tiamina e da
interacdo social nesses processos. Por exemplo, estudos sdo necessarios para se entender as
associacles entre eventos neuroquimicos centrais e periféricos e manifestacdes clinicas de
disturbios motores. A relativa falta de estudos nesse campo se reflete nas dificuldades
encontradas no planejamento de intervengdes fisioterapicas ou quimioterapicas sustentadas

por um conhecimento dos mecanismos neurobiol6gicos/neuromusculares.
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1. Geral

Estudar, em modelo experimental animal, os efeitos da deficiéncia crénica de tiamina e/ou do
isolamento social, sobre pardmetros neuroquimicos e sobre aspectos comportamentais

motores de ratos adultos.

2. Especificos
2.1. Estabelecer as condi¢des para aplicacdo do método de avaliacdo do desempenho
motor dos animais - equilibrio e coordenacdo motora fina através do teste Beam Balance.
2.2. Em ratos adultos, submetidos ou ndo a deficiéncia de tiamina e/ou ao isolamento
social, avaliar:
2.2.1. o desempenho em tarefas de atividade motora nos Testes Beam Balance,
Rotarod e Impressdo de Patas.
2.2.2. as concentracOes de GABA e glutamato no cerebelo, estriado, talamo e cortex
pré-frontal.
2.2.3. as possiveis correlacbes entre o0s parametros comportamentais e

neuroquimicos (itens 2.2.1 e 2.2.2).
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1. Delineamento Experimental

Foram utilizados 42 ratos machos da linhagem Wistar, com aproximadamente trés
meses de idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, mantidos no biotério em ciclo de 12 horas
claro/escuro, recebendo agua e racdo ad libitum durante todo o experimento. Todos 0s
procedimentos experimentais foram registrados e submetidos ao Comité de Etica em

Experimentagdo Animal (CETEA), com o nimero de protocolo 171/11.

Os animais foram divididos em grupos de acordo com 0s seguintes tratamentos: (i)
animais tratados com ragéo padréo e mantidos um animal por gaiola (isolamento social)
= grupo padréo isolado (n = 13), (ii) animais tratados com racdo deficiente em tiamina
e mantidos um animal por gaiola (isolamento social) = grupo DT isolado (n = 13), (iii)
animais tratados com ragdo padrdo e em mantidos em grupo de 4 por gaiola = grupo
padrdo agrupado (n = 8) e (iv) animais tratados com racdo deficiente em tiamina e
mantidos em grupo de 4 por gaiola= grupo DT agrupado (n = 8). O peso corporal dos
animais assim como o consumo de &gua e racdo foram registrados ao longo de todo o

experimento.

As racles, padrdo e deficiente em tiamina, foram produzidas no proprio Laborato6rio
(LaNeC), conforme detalhado nas tabelas abaixo, identificadas com os nimeros 1, 2 e 3.
O episddio de DT foi exclusivamente alimentar e foi mantido até os animais
apresentarem sinais clinicos neurolégicos, como convulsdes e/ou perda de reflexo de
endireitamento (Mosseau et al., 1996; Ciccia & Langlais, 2000). Essas alteracOes

ocorreram por volta do 55° dia apds o inicio do episédio de DT, sendo interrompido
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com injecdes intraperitoniais de tiamina (1mg/kg de peso). Ap6s o periodo de
recuperacdo clinica (25-30 dias) os ratos foram submetidos aos testes comportamentais
para avaliagdes motoras, conforme detalhado abaixo. Vinte e quatro horas apds o
término dos testes comportamentais, os animais foram mortos por decapitacdo para a
avaliacdo dos pardmetros neuroquimicos. A figura 6 apresenta um esquema do

delineamento experimental descrito acima.

Tempo (dias)

Analises

Deficiencia Fase de Testes Sacrificio
l de Tiamina Recuperagdo Comportamentais Bioquimicas
(~ 55 dias) (25-30 dias) (12 dias) HPLC

Iniciodo tratamento

(animais com 120 dias)

Figura 6 - Esquema do delineamento experimental adotado no trabalho. A escala
temporal em dias corresponde a cronologia experimental.
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Nutrientes Quantidade em g/Kg de racao
Amido de Milho 507
Polvilho 169
Caseina* 200
Oleo de Soja 50
Mistura de Sais® 50
Mistura de Vitaminas® 10
Celulose 10
Colina-HCI 4,0
Tocoferol (vitamina E) 0,4
BHT (conservante) 0,1

Tabela 1: Lista dos nutrientes (g/kg de rac¢é@o) constituintes das racfes produzidas
no laboratério. *A caseina da racdo deficiente em tiamina foi autoclavada, secada
e triturada antes do uso para garantir a auséncia de vitamina B1 na mesma.

& Ver tabela 2
b \/er tabela 3

Sais minerais % por mistura de sais
NaCl 13,93
KI 0,08
MgS0O,.7H,0 5,73
CaCO; 38,14
MnSO,.H,0 0,40
FeS0,4.7H,0 2,70
ZnS0,4.7H,0 0,05
CuS04.5H,0 0,05
CoCl,.6H,0 0,02
KH,PO, 38,90

Tabela 2: Composicéo da mistura de sais
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Vitaminas % por mistura de vitaminas

Acetato de Retinol 0,40
Colecalciferol 0,06
Menadiona 0,05
i-Inositol 1,00
Niacina 0,40
Pantotenato de Calcio 0,40
Riboflavina 0,08
Tiamina-HCI* 0,05
Piridoxina-HCI 0,05
Acido félico 0,02
Biotina 0,004

Vitamina By, 0,0003
Sacarose 97,49

Tabela 3: Composicéo da mistura de vitaminas.

* A racdo deficiente em tiamina foi produzida sem a adicdo de Tiamina-HCI. A
constituicdo dos dois tipos de racbes - padrdo e deficiente - foi a mesma, exceto

com relacdo a presenca ou ndo de tiamina.

2. Estudo Comportamental
AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MOTOR: Coordenacéo e equilibrio

2.1. Trave de Equilibrio (Beam Balance)

O teste Beam Balance (Trave de Equilibrio) foi utilizado para medir o grau de
coordenacao motora fina e o equilibrio. Foi o primeiro teste comportamental realizado,
um dia ap6s o periodo de recuperacdo da deficiéncia de tiamina. O método, com
modificagdes, foi executado de acordo com os seguintes autores: Feeney et al., (1981),

Fujimoto et al., (2004) e Kharatishvili, et al., (2009) e se encontra detalhado abaixo.
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2.1.1. Equipamento
O aparelho (Fig. 7) consiste de uma base de madeira medindo 31,5 cm de comprimento

e 1,8 cm de largura, elevada a 80 cm acima do ch&o por um suporte de madeira.

2.1.2. Procedimento

O teste foi realizado durante trés dias consecutivos. A cada dia os ratos eram colocados
individualmente sobre a base durante 60 segundos em uma Unica tentativa. Uma caixa
contendo maravalha foi colocada abaixo do equipamento com o objetivo de amortecer a
queda do animal. Quando o animal caia era retirado do equipamento e o tempo de
permanéncia (laténcia) sobre a base era registrado (Feeney et al., 1981, Fujimoto et al.,
2004; Kharatishvili, et al., 2009). Os dados foram expressos em percentagem como a
média da laténcia para cada um dos quatro grupos em cada tentativa. Os testes foram
filmados com o auxilio de uma camera digital Sony Cybershot, 7.2 megapixels para uma

posterior avaliagdo do desempenho dos animais.

Figura 7 - Fotografia do equipamento - Trave de equilibrio - utilizado para a
avaliacdo do equilibrio e coordenacé@o motora fina dos animais.
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2.2. Teste Rotarod
O teste do Rotarod foi utilizado para avaliar o equilibrio e a coordena¢do motora grossa
dos ratos. Foi realizado imediatamente ap6s o ultimo dia de teste no Beam Balance e foi

adaptado a partir dos métodos descritos por Shi et al., 2007 e Simola et al. 2008.

2.2.1. Equipamento

O equipamento Rotarod utilizado (Fig. 8) no presente estudo é um aparelho composto
por um cilindro giratorio de 5 cm de didmetro e 28 cm de comprimento posicionado
horizontalmente a 40 cm de uma plataforma. O cilindro giratério esta conectado a um

motor elétrico que funciona em diferentes velocidades.

Figura 8 - Fotografia do equipamento Rotarod utilizado para a avalia¢ao do equilibrio
e coordenagdo motora dos animais.
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2.2.2. Procedimento

O protocolo utilizado foi adaptado a partir do descrito por Shi et al., 2007 e Simola et
al. (2008) e consistiu de uma etapa de aclimatacdo, uma de treinamento e uma de teste.
Durante as sessoes de aclimatagdo, que foram realizadas por trés dias consecutivos, 0S
ratos foram colocados e deixados sobre o cilindro giratério por 5 minutos, com o
aparelho desligado, em trés tentativas/dia, sendo os intervalos inter tentativa de 30
minutos. Posteriormente, foram realizadas as sessdes de treinamento, na qual os
animais foram treinados durante trés dias consecutivos a permanecerem sobre o cilindro
giratorio a uma velocidade constante de 5 rpm. As sessdes de treinamento constituiram-
se de duas tentativas/dia para cada rato, durante 5 minutos e, também com intervalos de
30 minutos entre as tentativas. Durante o treino, se o0 animal caisse, era reconduzido a
barra pelo experimentador. As sessdes de teste foram realizadas em dois dias, 24 e 48
horas apo6s o final do ltimo dia de treinamento. Durante o treinamento e teste, o animal
foi colocado sobre o cilindro em rotacdo e, para pernecer sobre a barra giratéria o
animal tinha que tentar manter o corpo em equilibrio, realizando todos os ajustes
posturais necessarios, através da coordenacdo dos movimentos de suas quatro patas

(Wang et al., 2006).

O primeiro dia de teste, realizado 24 horas apés o final do treinamento, consistiu em trés
tentativas com duragdo de 5 minutos cada, com velocidade constante de 5 rpm e com
intervalos de 30 minutos entre as tentativas. Para o teste realizado 48 horas ap6s o
ultimo dia de treinamento, a velocidade constante do aparelho foi ajustada para 25 rpm
e 0 animal foi submetido as trés tentativas com intervalos também de 30 minutos (Dhir
et al., 2008). Quando o animal sofria uma queda, 0 mesmo era retirado do aparelho e o

tempo de permanéncia (laténcia) sobre o cilindro era registrado. Os dados foram
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expressos em percentagem como a média da laténcia para cada um dos quatro grupos
em cada tentativa. Em todas as tentativas da aclimatacéo, treino e testes, os animais
foram colocados perpendicularmente ao eixo do cilindro, com a cabeca voltada em

direcdo oposta ao sentido da rotagéo.

2.3. Teste de Impresséo de Patas
Esse teste foi utilizado com a finalidade de avaliar o padrdo da marcha dos animais. Ele
foi realizado imediatamente ap6s o Ultimo dia de teste no Rotarod e foi adaptado a partir

do método descrito por Lagran et al. (2004), conforme detalhado abaixo.

2.3.1. Equipamento
O aparato (Fig. 9) consiste em um “corredor” de madeira (10x10x70cm), forrado com
papel branco, contendo uma caixa escura em uma de suas extremidades (reforco

positivo) e posicionado em uma sala iluminada (estimulo aversivo).

2.3.2. Procedimento

Os roedores naturalmente procuram se alojar em ambientes mais Seguros e pouco
iluminados, assim, quando o animal foi colocado na extremidade do corredor oposta a
caixa, ele tende naturalmente a caminhar em direcdo a mesma. As patas traseiras dos
animais foram previamente pintadas com tinta preta ndo tdxica, para que ao caminhar
sobre o papel, as pegadas de suas patas fossem impressas/registradas. Este

procedimento foi repetido pelo menos quatro vezes (4 tentativas) para cada animal.
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Figura 9 - Fotografia do equipamento utilizado no Teste de Impresséo de Patas, para a
avaliacdo dos componentes da marcha dos ratos, comprimento e largura dos passos.

O padrdo da marcha, de cada animal, foi registrado através de quatro ciclos de marcha
para cada tentativa e os dados foram expressos como a média de pelo menos trés
tentativas. Um ciclo completo de marcha foi definido previamente por Lagrén et al.
(2004), como a distancia de um par de patas traseiras para o proximo par de patas
traseiras. Dois parametros foram avaliados: o comprimento e a largura do passo. O
comprimento do passo foi medido como a distancia média de locomog&o entre uma pata
e a proxima imediatamente a frente, e a largura foi medida como a distancia média entre

as patas traseiras, direita e esquerda. Essas variaveis foram expressas em milimetros.

3. Dissecacao do cérebro

Um dia apds o altimo teste comportamental, os animais foram decapitados, o encéfalo
foi rapidamente retirado da cavidade craniana e as regides de interesse foram dissecadas
de acordo com as coordenadas estereotaxicas apresentadas por Paxinos & Watson
(2004). O cerebelo foi retirado e o cérebro foi colocado ventralmente sobre uma
superficie com indicagdes de escala milimetrada. Tomando-se como ponto zero a parte
mais distal da regido anterior, um corte coronal foi feito a 2 mm na regido antero-
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posterior para a retirada do cortex pré-frontal. Posteriormente, foi realizado um corte
sagital, separando os dois hemisférios, para possibilitar a visualizacdo da regido medial
diencefalica e permitir a retirada dos talamos. Em seguida, o cérebro foi cortado em
fatias coronais de 1 mm para a remocao do estriado. A partir de quarta fatia era possivel
visualizar o estriado, regido caracterizada por estrias visiveis a olho nu. Todos os
procedimentos para a separacdo das regides encefalicas foram executados a baixa

temperatura, sobre uma Placa de Petri invertida e sobreposta em pedagos de gelo.

4. Estudos Bioquimicos

Determinacéo da concentracdo de GABA e glutamato

A determinacdo das concentraces dos aminoacidos GABA e glutamato nas amostras
bioldgicas foi realizada através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC= High Performance Liquid Chromatography), usando o método desenvolvido

por nosso grupo (Freitas-Silva et al., 2009), conforme descrito abaixo.

4.1. Processamento das amostras

As amostras de cerebelo, estriado, tdlamo e cortex pré-frontal foram separadamente
homegeneizadas, e um volume correspondente a 10mg de cada estrutura foi
homegeneizada em 15 volumes de solugdo constituida por metanol e agua (85:15 v/v).
Em seguida, a suspenséo foi centrifugada (Sorvall RC-5B), a 4° C, durante 15 minutos,
em uma forga centrifuga relativa de 7.800 x g. O sobrenadante obtido foi coletado e

mantido no gelo até ser submetido ao processo de derivatizagéo.
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4.2. Procedimento de Derivatizagdo

O objetivo da derivatizacdo é aumentar a sensibilidade de detec¢do e a seletividade da
separagdo cromatogréfica. A derivatizacdo das amostras foi realizada conforme descrito
previamente por Mengerink et al. (2002) e Kutlan & Molnar-Perl (2003). A reagdo de
derivatizacdo (Fig. 10) foi feita misturando-se 200 puL de amostra (sobrenadante), 40 uL
de orto-oftaldeido (OPA) metandlico (5 mg/mL) preparado no dia do ensaio , 150 pL de
tampé&o borato (pH 9,9) ¢ 10 puL de acido 3-mercaptopropionico (MPA). A solucéo
resultante foi agitada e injetada no sistema cromatografico em um tempo méximo de 1

minuto, a temperatura ambiente.

SR,

CHO o NH, + R, SH
.—_) + 2H20
NR,
S 2

CHO

OPA Composto Fluorescente

Figura 10 - Representacdo esquematica da reacdo de derivatizacdo de aminas
primarias com orto-oftaldeido (OPA) em presenca de tiol gerando composto
fluorescente.

4.3. Equipamento cromatogréafico e principios de funcionamento

Conforme esquema apresentado na figura 11, o equipamento de cromatografia liquida
utilizado, HPLC, é composto de um reservatério para o tampdo de separagdo (fase
movel), bomba, vélvula de injecdo, pré-coluna, coluna (fase estacionaria), detector de
fluorescéncia e integrador. A seguir, uma descri¢do simplificada dos componentes e do
principio de funcionamento: a bomba impulsiona a fase movel pelo sistema até a coluna

e, nesse trajeto a fase movel arrasta a amostra até a coluna, local onde ocorrera a
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separagdo dos componentes da mistura, de acordo com o grau de polaridade. Apos a
separagdo, 0s componentes da amostra passam pelo detector, neste caso um fluorimetro,
o0 qual através de determinados comprimentos de onda, excitacdo e emissdo, permite a
deteccdo dos componentes de interesse que séo eluidos da coluna em tempos diferentes.
O integrador capta a intensidade de fluorescéncia emitida pelo detector e a transforma
em dados digitais. Os picos gerados pela fluorescéncia de cada composto podem ser
visualizados, no formato digital ou impresso, e constituem o perfil cromatogréfico de
uma determinada amostra. Com a utilizacdo de uma curva padrdo, constituida por
solugdes de concentragdes conhecidas dos compostos de interesse aplicados no sistema,
analises quantitativas podem ser obtidas a partir do programa associado ao integrador. O
resultado é expresso em concentra¢es de GABA ou glutamato (ug/g de tecido fresco)

calculadas através da area dos picos de cada componente separado e detectado.

Valvula de Injegdo

Fase Mével

ColunadeCyg

Reservatédrio

Fase Estacionaria

Detector de
Fluorescéncia

Integrador

Figura 11 - Representacdo esquematica dos componentes de um aparelho de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
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4.4. Condicbes Cromatograficas

O sistema cromatogréafico utilizado foi um cromatografo Shimadzu (LC-10AD, Tokyo,
Japdo) com valvula injetora de 200 puL (Rheodyne 7725-1, California, USA) e detector
fluorescente (FLD - Shimadzu spectrofluorometric detector RF-551, Tokyo, Japan)
acoplado a uma bomba modelo LC-10. Os comprimentos de onda, de excitacdo e
emissdo, utilizados foram de 337 e 454 nm, respectivamente. Uma coluna
cromatogréfica analitica de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm, ID) e uma pré-coluna
(RT 250-4 E. Merck, Darmstadt E.R., Germany) foram utilizadas nas anlises. O
integrador (Shimadzu C-R7Ae plus) acoplado ao sistema cromatografico forneceu a area
dos picos dos cromatogramas, a partir da intensidade de fluorescéncia obtida nas
andlises. A fase movel isocréatica consistiu de uma solucdo 0,05M de acetato de sddio,
tetrahidrofurano e metanol (50:1:49 v/v), pH 4,0 e o fluxo utilizado foi de 1ml/min. O
tempo médio de elui¢do do glutamato e do GABA foi de aproximadamente 3,16 e 8,24
minutos, respectivamente. Na figura 12 encontra-se ilustrado o perfil cromatografico de
uma amostra obtida do talamo retirado do cérebro de um animal do grupo “padrido

mantido em grupo”.

200

== 3,16

Glutamate

100

824

|GABA

Fluorescence detector response (mV)

I' 1 1 1 1 1

00 20 40 60 80 10,0
Retention Time (min)

Figura 12 - Cromatograma representativo da analise das concentragdes de glutamato e
GABA em amostras obtidas do talamo de animal do grupo “padrdo mantido em
grupo”.
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5. Analises Estatisticas

Como primeiro passo, todos os dados obtidos foram avaliados com relagdo ao tipo de

distribuicéo, usando-se o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.

Os dados - média de cada grupo por tentativa - obtidos nos testes comportamentais
Beam Balance e Rotarod 5 e 25 RPM foram analisados utilizando o Modelo de Cox
para Analise de Sobrevivéncia. Esse modelo se aplica para o caso de uma distribuicdo
nao paramétrica, com o uso de um critério de censura, referente ao tempo limite de 60”
de permanéncia do animal na trava de equilibrio ou 300” de permanéncia na barra
giratoria do Rotarod — no modelo de Cox denominado “tempo de sobrevivéncia”. Essas
andlises foram executadas através do programa estatistico ‘R’ versdo 2.13.0.

Na andlise de sobrevivéncia, a varidvel reposta é aquela mensurada até ocorréncia de
um evento de interesse, denominado tempo de falha, que nos testes Beam Balance e
Rotarod significa o tempo até a queda do animal do aparato. A varidvel aleatoria ndo
negativa T, que representa o tempo de falha, é usualmente especificada em anélise de
sobrevivéncia pela sua funcdo de sobrevivéncia ou pela taxa de falha ou risco. A fungéo
de sobrevivéncia S(t) € uma das principais func@es probabilisticas usadas para descrever
estudos de sobrevivéncia, e pode ser definida como a probabilidade de uma observagéo
nao falhar até determinado tempo t, ou seja: S(t) = P(T > t) (Colosimo, 2006). A
principal caracteristica em estudos de sobrevivéncia é a presenca de censura, que é a
observacao parcial da resposta. Por exemplo, como mencionado acima, o tempo de
observacao no teste Beam Balance, foi 60 segundos o que caracteriza uma censura, pois
alguns animais, provavelmente, conseguiriam se manter por mais tempo em cima do

aparato ultrapassando a laténcia maxima, previamente estipulada.
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As médias do comprimento e da largura dos passos em quatro tentativas, obtidas no
teste de Impresséo de Patas, foram analisadas por Analise de Variancia (ANOVA) 2 x 2,
sendo os fatores deficiéncia de tiamina (dois niveis) e isolamento (dois niveis). As
analises neuroquimicas foram realizadas em triplicata e a média foi analisada também

por ANOVA 2 x 2, seguida pelo teste Post Hoc Bonferroni.

As anélises dos dados dos pesos corporais, consumo de ragdo e agua dos animais foram
feitas separadamente antes, durante e ap6s o episddio de deficiéncia de tiamina. As
comparagBes entre 0S pesos corporais, consumo de racdo e agua dos animais, nos
periodo anterior, durante e posterior ao episodio de deficiéncia de tiamina foram feitas
utilizando-se ANOVA 4x1 (antes do episddio de deficiéncia), ANOVA fatorial 2 x 2 x
7 (durante o episodio de deficiéncia) e ANOVA fatorial 2 x 2 x 3 (depois do periodo de
recuperacdo da deficiéncia), com medidas repetidas no ultimo elemento, sendo os
fatores: deficiéncia de tiamina (dois niveis), isolamento (dois niveis), peso ou consumo
de racdo ou &gua dos animais ao longo das ultimas sete semanas do episddio de
deficiéncia (7 medidas repetidas) ou ao longo das ultimas trés semanas do periodo de

recuperacao (3 medidas repetidas).

Anélises de regressao linear (Winer, 1962) foram usadas para verificar a correlagdo

entre parametros bioquimicos e comportamentais.

Todos os dados obtidos no teste de Impressdo de Patas, nos ensaios neuroquimicos,
peso corporal, consumo de &gua e racdo foram analisados através dos testes
mencionados acima, usando-se o0 programa estatistico Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS), versédo 17.0
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Todos os valores foram expressos como média + erro-padréo (S.E.M), exceto os dados
do Beam Balance e Rotarod que foram apresentados na forma grafica em termos de
percentagem expressando a média de cada tentativa para cada grupo. Diferencas foram

consideradas significativas ao nivel de 5 % (p<0,05).
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Consideracdes Sobre o0 Tamanho da Amostra

O estudo foi iniciado com uma amostra total de 42 animais (n=13 para 0s animais de
cada um dos dois grupos padréo-isolados e deficiente-isolados e n=8 para os animais de
cada um dos dois grupos padrdo-grupo e deficiente-grupo). No entanto, 2 animais do
grupo padréo-grupo morreram de causa desconhecida e 2 animais do grupo deficiente-
isolado morreram durante o episodio de deficiéncia de tiamina. Portanto, os dados

coletados no presente estudo se referem a uma amostra total de 38 animais.

1. Modelo Experimental

As figuras 13, 14 e 15 mostram, respectivamente, a variagdo do peso corporal, do
consumo de racdo e de &gua dos animais. A semana identificada com o ntimero “0”
corresponde ao periodo anterior ao episédio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1
a 7 correspondem as Ultimas sete semanas do episédio de deficiéncia de cada animal,
sendo que na semana 7 0s animais apresentaram os sinais neurolégicos e a deficiéncia
de tiamina foi revertida, como descrito em Material e Métodos. As semanas 1°, 2’ ¢ 3’
correspondem ao final do periodo de recuperacdo, periodo imediatamente anterior ao

inicio dos testes comportamentais.

Conforme descrito na sessdao de Material e Métodos, o critério para interrupcdo do
episodio de deficiéncia de tiamina foi um critério clinico (sinais neuroldgicos). Devido a
variacdo individual, a diferenca entre os individuos foi de dias €, em alguns casos, até de
semanas. Apresentamos, na forma gréafica, os resultados do peso corporal, do consumo

de agua e racdo das ultimas sete semanas de deficiéncia e das Gltimas trés semanas do
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periodo de recuperacdo. Todos os dados estdo apresentados nas tabelas 7-18 na sessdo

de Anexos.

Com relagdo ao peso dos animais, consumo de ragdo e consumo de agua na semana “0”,
ou seja, antes do episodio de deficiéncia de tiamina, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os animais dos 4 grupos experimentais no teste ANOVA 4x1. Peso
corporal [Fq 34 = 0,105; p = 0,957]; consumo de ragdo [F(i 34 = 1,435; p = 0,250];

consumo de agua [F 34y = 2,483; p = 0,077].

Durante o episddio de deficiéncia de tiamina, com relagdo ao peso dos animais, o teste
ANOVA 2x2x7 mostrou efeito significativo da deficiéncia de tiamina [F1,34 = 245,386;

p = 0,000], sendo que os animais deficientes apresentaram menor peso em relacdo aos

ndo-deficientes. Foi também observado um efeito significativo do tempo [F 34
23,310; p = 0,000]. Néo houve efeito do isolamento [Fq 34 = 2,640; p = 0,116] e
também ndo houve interacdo significativa entre os fatores deficiéncia de tiamina e

isolamento [F(1,34 = 0,080; p = 0,779].

No final do periodo de recuperacdo do episddio de deficiéncia, correspondente as
semanas 3’, 2’ e 1’ antes do inicio dos testes comportamentais, o teste ANOVA 2x2x3
mostrou efeitos significativos da deficiéncia [F 34 = 40,194; p = 0,000], do isolamento
[Fa3s = 8,178; p = 0,007] e do tempo [F34 = 34,921; p = 0,0004]. Nao houve

interacéo entre os fatores deficiéncia e isolamento [F(1 34y = 1,702; p = 0,201].

46



Resultados

Peso Corporal
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Fig. 13: Média = erro padrdo do peso corporal dos animais dos 4 grupos
experimentais, expresso em gramas. Na abcissa, “0”, 1-7 e 1°-3", correspondem aos
seguintes periodos (i) uma semana antes , (ii) durante (Gltimas sete semanas) e ap6s
(semanas 1°, 2’ e 3°) 0 episodio de deficiéncia de tiamina. Os dados brutos dos pesos
dos animais encontram-se na sessao “Anexos”, nas tabelas 7, 8, 9 e 10.

Durante o episodio de deficiéncia de tiamina, com relacdo ao consumo de racdo dos
animais, o teste ANOVA 2x2x7 mostrou efeito significativo da deficiéncia de tiamina
[F34) = 459,728; p = 0,000], sendo que os animais deficientes apresentaram menor
consumo de racdo em relagdo aos ndo-deficientes. Foi também observado um efeito
significativo do tempo [F34) = 49,968; p = 0,000]. N&o houve efeito do isolamento

[F(134)= 2,438; p = 0,128] e também ndo houve interacéo significativa entre os fatores

deficiéncia de tiamina e isolamento tratamentos [F 34y = 0,080; p = 0,779].

No final do periodo de recuperacdo do episodio de deficiéncia, correspondente as
semanas 3’, 2’ e 1’ antes do inicio dos testes comportamentais, o teste ANOVA 2x2x3

mostrou efeitos significativos da deficiéncia [F( 34y = 7,420; p = 0,010], do isolamento
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[F1,32) = 19,289; p = 0,000] e do tempo [F(2,34) = 4,236; p = 0,018]. N&o houve interacéo

entre os fatores deficiéncia e isolamento [F 34) = 3,069; p = 0,089].
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Fig. 14: Média + erro padrdo do consumo de racdo dos animais dos 4 grupos
experimentais, expresso em gramas. Na abcissa, “0”, 1-7 e 1°-3", correspondem aos
seguintes periodos (i) uma semana antes , (ii) durante (Ultimas sete semanas) e apds
(semanas 1°, 2’ e 3°) 0 episddio de deficiéncia de tiamina.

Durante o episodio de deficiéncia de tiamina, com relacdo ao consumo de agua, o teste
ANOVA 2x2x7 mostrou efeito significativo da deficiéncia de tiamina [F 34 = 302,943;
p = 0,000], sendo gque os animais deficientes apresentaram maior consumo de agua em
relacdo aos ndo-deficientes. Foi também observado um efeito significativo do tempo
[F6.34)= 74,192; p = 0,000]. N&o houve efeito do isolamento [Fq 34y= 0,572; p = 0,455] e

também ndo houve interacdo significativa entre os fatores deficiéncia de tiamina e

isolamento tratamentos [F 34 = 0,012; p = 0,915].

No final do periodo de recuperacdo do episédio de deficiéncia, correspondente as

semanas 3°, 2’ e 1’ antes do inicio dos testes comportamentais, o teste ANOVA 2x2x3
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mostrou efeitos significativos da deficiéncia [Fuss = 12,092; p = 0,001], do
isolamento [F(1 34 = 10,799; p = 0,002] e do tempo [F(34) = 6,558; p = 0,002]. Houve
interacéo significativa entre os fatores deficiéncia e isolamento [Fi34) = 6,736;
p=0,014].

O teste Post Hoc mostrou que os animais deficientes-isolados apresentaram maior
consumo de agua em relacdo aos animais do grupo deficiente-mantidos em grupo (p =
0,001) e em relagdo ao animais dos grupos padrdo-isolado (p = 0,000 ) e padréos-

mantidos em grupo (p = 0,000).
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Fig. 15: Média + erro padrdo do consumo de agua dos animais dos 4 grupos
experimentais, expresso em gramas. Na abcissa, “0”, 1-7 e 1°-3", correspondem aos
seguintes periodos (i) uma semana antes , (ii) durante (Ultimas sete semanas) e apds
(semanas 1°, 2’ e 3°) 0 episddio de deficiéncia de tiamina.
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2. Estudos Comportamentais

2.1. Teste Trave de Equilibrio (Beam Balance)
O modelo de Cox para Andlise de Sobrevivéncia mostrou que o desempenho dos
animais no Beam Balance foi significativamente afetado, tanto pela deficiéncia de

tiamina quanto pelo isolamento (dados em anexo, tabelas 19 a 22).

Animais deficientes (isolados e mantidos em grupo) apresentaram significativa reducéo
da média dos tempos (laténcia) que permaneceram sobre o Beam Balance, quando
comparados aos animais Padrdes (isolados e mantidos em grupo) (p < 0,00001). A taxa
de falha dos deficientes é 6 vezes a taxa de falha dos animais padrdes (Figura 16 e

Tabela 4).

Animais isolados (dieta padréo e deficiente) também apresentaram significativa reducao
da média dos tempos (laténcia) que permaneceram sobre o Beam Balance, quando
comparados aos animais mantidos em Grupo (dieta padréo e deficiente) (p = 0,00159).
A taxa de falha dos isolados é, aproximadamente, 4 vezes a taxa de falha dos animais
em grupo (Figura 16 e Tabela 4 ). O efeito do isolamento é diferente se o animal €

tratado com racdo padrdo ou deficiente. O efeito do isolamento é maior nos animais

deficientes.
Tratamentos Taxa de Falha P
Deficiéncia 5,99 < 0,00001
Isolamento 3,69 0,00159

Tabela 4: Dados referentes ao desempenho dos animais no teste Beam Balance.
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Porcentagem de Sucesso - Teste Beamn Balance
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Figura 16: Dados do desempenho de todos os animais no teste do Beam Balance.
Média da percentagem de sucesso dos animais, em cada tentativa, por grupo.
Percentagem de sucesso equivale ao tempo (segundos) de permanéncia sobre o Beam
Balance, sendo que 60 segundos = 100% de sucesso.

2.2. Teste Rotarod
O modelo de Cox para Andlise de Sobrevivéncia mostrou que o desempenho dos
animais no Rotarod 5 e 25 rpm foi significativamente afetado tanto pela deficiéncia de

tiamina quanto pelo isolamento (dados em anexo, tabelas 26 a 29).

Animais deficientes (mantidos isolados e em grupo) apresentaram significativa reducéo
da média dos tempos (laténcia) que permaneceram sobre a barra do rotarod na
velocidade constante de 5 rpm, teste realizado 24 horas apds o treino, quando
comparados aos animais dos grupos Padrdes (mantidos isolados e em grupo) (p =
0,00115). A taxa de falha dos deficientes, para a velocidade de 5 rpm, é 6 vezes a taxa
de falha dos animais do grupo padrdo (Figura 17, Painel A e Tabela 5). Para a

velocidade constante de 25 rpm, teste realizado 48 horas apds o treino, também foi
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observado diferenca significativa entre os animais dos grupos deficiente e padrdo (p <
0,00001). A taxa de falha dos deficientes, para a velocidade de 25 rpm, é,
aproximadamente, 17 vezes a taxa de falha dos animais do grupo padrdo (Figura 17,

Painel B e Tabela 6).

Animais isolados (dieta padréo e deficiente) também apresentaram significativa reducéao
da meédia dos tempos (laténcia) que permaneceram sobre a barra do rotarod na
velocidade constante de 5 rpm quando comparados aos animais mantidos em Grupo
(dieta padréo e deficiente) (p = 0,00146). A taxa de falha dos isolados, na velocidade de
5 rpm, é 22 vezes a taxa de falha dos animais em grupo (Figura 17, Painel A e Tabela
5). Para a velocidade constante de 25 rpm também foi observado diferenga significativa
entre os isolados e os animais mantidos em grupo (p < 0,00001). A taxa de falha dos
isolados, na velocidade de 25 rpm, é, aproximadamente, 5 vezes a taxa de falha dos

animais em grupo (Figura 17, Painel B e Tabela 6 ).

Tratamentos Taxa de Falha p
Deficiéncia 5,70 0,00115
Isolamento 22,07 0,00146

Tabela 5: Dados referentes ao desempenho dos animais no teste Rotarod 5 rpm.

Tratamentos Taxa de Falha p
Deficiéncia 16,84 < 0,00001
Isolamento 4,95 <0,00001

Tabela 6: Dados referentes ao desempenho dos animais no teste Rotarod 25 rpm.
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A Porcentagem de Sucesso - Rotarod 5 RPM
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Figura 17: Dados do desempenho dos animais no teste do Rotarod nas velocidades de
5 rpm (Painel A) e 25 rpm (Painel B). Média da percentagem de sucesso, de cada
tentativa, por grupo. Percentagem de sucesso equivale ao tempo (segundos) de
permanéncia sobre o Rotarod, sendo que 300 segundos = 100% de sucesso.
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1.3. Teste de Impressao das Patas

Conforme mencionado na sessdo “Material ¢ Métodos”, através deste teste foram
analisadas duas varidveis: o comprimento e a largura do passo das patas traseiras dos
animais, conforme apresentado na figura 18, painel A (dados em anexo, tabelas 26 a

29).

O teste ANOVA 2x2 mostrou efeito significativo da deficéncia de tiamina [F(134) =
47,861; p = 0,000]. Houve um aumento na média da largura dos passos dos animais
Deficientes em relacdo aos Padrdes (Figura 14, painel B). Entretanto, ndo houve efeito
significativo do isolamento [F(134) = 0,188; p = 0,668]. Também ndo foi observada

interacdo entre deficiéncia e isolamento [F(; 34) = 0,48; p = 0,828] (Figura 18, painel B).

Né&o foram observados efeitos significativos da deficiéncia [F(;34) = 0,762; p = 0,389]
nem do isolamento [F(134) = 0,000; p = 0,983] no comprimento dos passos . Também
ndo foi observada interacdo entre os dois tratamentos [F(134) = 2,629; p = 0,114]

(Figura 18, painel C).
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Figura 18: Dados do desempenho dos animais no teste de impressdo das patas. Painel
A: Representacdo das pegadas dos animais. As linhas continuas, em vermelho, com as
marcacOes 1 (vertical) e 2 (horizontal) representam, respectivamente, 0 comprimento e a
largura do passo. Painel B: Dados quantitativos, Média + Erro Padréo da largura dos
passos, em milimetros, dos animais durante a marcha. Painel C: Dados quantitativos,
Média £ Erro Padrdo do comprimento dos passos, em milimetros, dos animais durante a
marcha. O padrdo da marcha foi analisado utilizando-se um minimo de 5 ciclos de
marcha para cada tentativa, e a média de pelo menos 4 tentativas.
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3. Estudos Bioquimicos

3.1. DeterminacGes das concentragdes de glutamato e GABA

CEREBELO

Glutamato. Figura 19, painel A: ANOVA (2x2) mostrou efeitos significativos da
deficiéncia de tiamina [F1,34)= 5,032; p = 0,032] e do isolamento [F; 34 = 186,044, p =
0,000] sobre a concentracdo media de glutamato, no cerebelo. Nao houve interacdo

significativa entre os tratamentos [F 34 = 2,620; p = 0,114].

GABA Figura 19, painel B: No cerebelo, foram observados efeitos significativos da
deficiéncia de tiamina [F(134) = 9,471; p = 0,004] e do isolamento [F 134 = 26,498; p =
0,000] nas concentracbes médias do contetdo total de GABA. Houve interacao

significativa entre os tratamentos, deficiéncia e isolamento [F 34) = 6,132; p = 0,018].
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Figura 19: Concentra¢Ges em ug/g de tecido (média £ erro padrdo) de glutamato
(Painel A) e GABA (Painel B) no CEREBELO dos animais dos 4 grupos experimentais.
Dados estdo apresentados em dois formatos gréaficos, de barras e de linhas.
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CORPO ESTRIADO

Glutamato. Figura 20, painel A: ANOVA (2x2) ndo mostrou efeito significativo da
deficiéncia de tiamina [F(134) = 2,216; p = 0,115] na concentracéo de glutamato no
corpo estriado. Também néo houve efeito significativo do isolamento [F 4= 0,72; p =

0,791] e nem interacdo entre os dois tratamentos [F(134) = 1,926; p = 0,174].

GABA Figura 20, painel B: No estriado, ndo foi observado efeito da deficiéncia nas
concentracfes médias do contedo de GABA [F(134) = 2,722; p = 0,108], conforme
apresentado na figura 20, painel B. No entanto, houve efeito significativo do
isolamento [F34 = 11,610; p = 0,002]. Os animais isolados tiveram a média do
contetdo total de GABA significativamente maior que a dos animais em grupo. Houve
interacéo significativa entre os tratamentos, deficiéncia e isolamento [F(1,34= 7,397; p =

0,010].
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Figura 20: ConcentracGes em wg/g de tecido (média + erro padrdo) de glutamato
(Painel A) e GABA (Painel B) no CORPO ESTRIADO dos animais dos 4 grupos
experimentais. Dados estdo apresentados em dois formatos graficos, de barras e de
linhas.
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TALAMO

Glutamato. Figura 21,painel A: ANOVA (2x2) ndo mostrou efeito significativo da
deficiéncia de tiamina [F(34) = 0,648; p = 0,426] na concentracdo de glutamato no
talamo. Houve efeito significativo do isolamento [F 34 = 129,557; p = 0,000]. A
concentracdo meédia de glutamato, no talamo, dos animais isolados foi
significativamente menor que a dos animais em grupo. N&o foi observado interagéo

entre os dois tratamentos [F(1,34 = 0,858; p = 0,361].

GABA. Figura 21, painel B: No talamo, ndo foi observado efeito da deficiéncia nas
concentragfes médias do contetdo de GABA [F(134) = 1,102; p = 0,301]. Também néo
houve efeito significativo do isolamento [F( 34 = 0,337; p = 0,566] e nem interacéo

entre os [F(1,34)= 0,420; p = 0,521].
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Figura 21: ConcentracGes em wg/g de tecido (média + erro padréo) de glutamato
(Painel A) e GABA (Painel B) no TALAMO dos animais dos 4 grupos experimentais.
Dados estdo apresentados em dois formatos gréaficos, de barras e de linhas.
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CORTEX PRE-FRONTAL

Glutamato. Figura 22, painel A: ANOVA (2x2) ndo mostrou efeito significativo da
deficiéncia de tiamina [F(134) = 2,258; p = 0,142] na concentragdo total de glutamato no
cortex pré-frontal. Houve efeito significativo do isolamento [F( 34 = 100,511; p =
0,000]. A concentracdo média de glutamato, no cortex pré-frontal, dos animais isolados
foi significativamente menor que a dos animais em grupo. Houve interacdo entre os

tratamentos, deficiéncia e isolamento [F(134 = 4,774; p = 0,036].

GABA. Figura 22, painel B: No coértex pré-frontal, ndo foi observado efeito da

deficiéncia nas concentragdes médias do contetido de GABA [F(1,34) = 1,861; p = 0,182]

Também néo houve efeito significativo do isolamento [F 34)=0,095; p = 0,760].
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Figura 22: Concentracdes em ug/g de tecido (média + erro padrdo) de glutamato
(Painel A) e GABA (Painel B) no cértex pré-frontal dos animais dos 4 grupos
experimentais. Dados estdo apresentados em dois formatos graficos, de barras e de
linhas.
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4. 4. Estudos de Correlacéo

De posse dos dados bioquimicos e comportamentais, Analises de Regressdo Linear
foram realizadas para avaliar a existéncia de possiveis correlagdes significativas entre os
diversos parametros determinados. Os dados obtidos nos testes Beam Balance e
Rotarod, por envolverem valores que correspondem ao estipulado como “censura” —
valor temporal limite para a analise do comportamento — ndo foram utilizados nas
andlises de regressdo. Nao observamos correlagdo significativa entre os parametros

avaliados no teste de impressao de patas e parametros neuroquimicos.
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No presente estudo foram avaliados os efeitos de uma dieta deficiente em tiamina e/ou
isolamento social sobre pardmetros motores e neuroquimicos. Os dados obtidos
indicam que a deficiéncia de tiamina e/ou o isolamento social afetam os animais
quanto ao: (a) peso corporal, consumo de racdo e agua; (b) equilibrio e a coordenagédo
motora incluindo o padrdo da marcha e; (c) niveis de glutamato e GABA, em regifes
especificas do sistema nervoso central. Importante destacar o resultado relevante e
inédito desse trabalho com relagcdo ao efeito do isolamento social sobre aspectos do

comportamento motor.

Modelo Experimental

Um dos modelos experimentais utilizados no presente trabalho, roedores submetidos a
deficiéncia de tiamina, tem se mostrado um importante instrumento para se estudar
aspectos especificos do comportamento e seus substratos neurobiol6gicos (p.ex.
Carvalho et al., 2006, Pires et al., 2007, Savage et al., 2011). A deficiéncia de tiamina
provoca uma série de anormalidades comportamentais em seres humanos (Charness,
1993) e em animais experimentais (Gibson et al., 1982), as quais podem ser avaliadas
através de testes especificos da neuropsicologia e psicologia experimental (Whishaw &

Kolb, 2005).

Outro modelo utilizado nesse estudo foi o isolamento social que, em humanos pode
ocorrer, por exemplo, por perda de autonomia e de papéis sociais, por morte de parentes
e amigos, por declinio na satde ou por restricdes financeiras. Sabe-se que em outros
primatas o isolamento social produz alteracbes comportamentais, como modificagdes no

carater exploratorio, manifestacGes de agressividade, reacdes psicofisiologicas indutoras
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de ansiedade, depressdo e estresse (Gomez-Laplaza & Morgan 1993; Washburn &
Rumbaugh, 1991). Em ratos, o isolamento ndo s6 produz déficit no comportamento
exploratorio, como também pode levar a um comportamento agressivo (Standford et al.
1988; Kostowski et al., 1977; Fuste & Vidal, 1993). Até a presente data, estudos dos
efeitos do isolamento social sobre o comportamento foram centralizados em
componentes emocionais e cognitivos e, até onde foi possivel observar, ndo existem

estudos dos efeitos desse fator sobre o comportamento motor.

Com a finalidade de acompanhar a variacdo de peso e consumo de alimentos dos
animais experimentais, durante todas as etapas do estudo, esses foram mantidos em
gaiolas individuais. Como mencionado acima, o isolamento dos animais pode interferir
em aspectos do comportamento e provocar alteragdes no SNC (Troncoso et al., 1981;
Pannunzio et al., 2000; Fone & Porkess, 2008). Portanto, essa variavel foi incluida no
delineamento experimental do presente estudo, com o proposito de avaliar os efeitos do
isolamento, associado ao ndo a deficiéncia de tiamina, sobre aspectos motores e

neuroquimicos.

A progressiva e significativa perda de peso, observada nos animais alimentados com
racdo deficiente de tiamina, a partir das primeiras semanas de tratamento, é devido a
uma significativa queda no consumo de racdo. Esse achado estd de acordo com
resultados obtidos em estudos prévios, pelo nosso grupo (Pires et al., 2001; Freitas-
Silva et al., 2010) e também por outros autores (p.ex. Ciccia & Langlai, 2000), que
observaram uma queda no consumo de racdo e no peso dos animais, como sendo um
dos primeiros sinais clinicos da deficiéncia de tiamina. Também observamos uma queda

no consumo de liquidos pelos animais do grupo deficiente a partir das primeiras
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semanas do episddio de deficiéncia de tiamina, provavelmente, devido a diminuicdo no
consumo de racdo. Sabe-se que em varias espécies 0s consumos de agua e de solidos

estéo correlacionados positivamente (Mosseau et al., 1996).

Apo6s o periodo de recuperagdo da deficiéncia de tiamina também se observou uma
diferenca significativa entre o peso corporal dos animais deficientes e dos animais
tratados com dieta padrdo (ndo deficientes). Os efeitos metabolicos da deficiéncia de
tiamina parecem ser parcialmente irreversiveis, pelo menos até aonde foi medido, ou
seja, 30 dias ap6s o final do episédio de deficiéncia. Esse resultado confirma
observacgdes prévias realizadas pelo nosso grupo (Pires et al., 2005). Nao podemos
descartar a possibilidade de que, pelo menos em parte, o fator idade possa ter
contribuido para esse efeito da deficiéncia de tiamina sobre o peso corporal. Ou seja,
existe a possibilidade de uma interagdo entre os efeitos da idade e da deficiéncia. Nesse
caso, o efeito da deficiéncia ao longo do processo poderia ser mais acentuado devido a
uma associacao com os efeitos do envelhecimento. O episddio da deficiéncia de tiamina
teve inicio quando os animais tinham 3 meses e, considerando o periodo de deficiéncia
e de recuperacdo, os animais chegaram a completar 7 meses de vida. Nessa idade os
ratos sdo considerados adultos de meia idade. Lembramos, no entanto, que os animais
tratados com dieta padrdo também passaram por periodos correspondentes de
tratamento e, portanto, foram pareados em idade. Ou seja, o efeito observado nos
animais deficientes, comparados aos né&o-deficientes, se refere exclusivamente ao
tratamento com dieta deficiente de tiamina, que nesse caso poderia ser mais
pronunciado devido a uma crescente susceptibilidade dos animais ao longo do tempo.

Também, apds o periodo de recuperagdo, foi observado efeitos da deficiéncia e do

isolamento em relacdo ao consumo de &gua e racdo. Animais deficientes, apds a
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reversdo dos sinais graves da deficiéncia passaram a consumir quantidades crescentes
de 4gua e ragdo. Nesse periodo, os animais do grupo “deficientes-isolados”
apresentaram uma tendéncia a consumir mais racdo, o que refletiu também em uma
tendéncia para um maior ganho de peso, quando comparados aos animais “deficientes
mantidos em grupo”. Esse efeito do isolamento sobre o consumo de alimentos esta de
acordo com o observado por Morinan & Parker (1985), que mostraram que 0

iIsolamento social produziu um aumento da ingestdo de alimentos.

AlteracBes Comportamentais e Bioquimicas

No presente estudo, através da utilizacdo de testes que avaliam equilibrio e coordenacao
motora, Beam Balance (Feeney et al.,1981) e Rotarod (Shi et al., 2007; Simola et al.
2008), foi observado que animais alimentados com dieta deficiente em tiamina e/ou
isolados apresentaram pior desempenho quando comparados com 0s animais
alimentados com dieta padrdo e/ou em grupo. Interessante destacar que o efeito do
isolamento no desempenho dos animais no Rotarod foi mais pronunciado do que o
efeito da deficiéncia. Nesse aspecto também é importante ressaltar que o efeito do
isolamento foi pronunciado mesmo com a tarefa aplicada em um nivel de dificuldade
menor - rotacdo de 5rpm. Por outro lado, o efeito da deficiéncia sobre o desempenho
dos animais no Rotarod foi mais pronunciado — taxa de falha de 17 vezes a taxa dos
animais ndo-deficientes — apenas quando a dificuldade da tarefa foi maior (25rpm).
Para a tarefa executada em 5 rpm a taxa de falha dos deficientes foi de 5 vezes a taxa de
falha dos animais nao deficientes, enquanto — nessa baixa rotacéo - a taxa de falha dos
animais isolados foi 22 vezes a taxa de falha dos animais em grupo. Na mesma dire¢éo

estdo os efeitos dos dois tratamentos sobre as concentragdes de GABA e glutamato no
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cerebelo, glutamato no tdlamo e CPF e GABA no estriato, ou seja, o isolamento,
comparado com a deficiéncia, causou efeitos mais pronunciados sobre a concentragdo
desses aminoacidos nessas regides cerebrais. Um achado interessante e inédito do
presente estudo é que o efeito da deficiéncia de tiamina depende do contexto ambiental,
ou seja, o efeito e diferente se o individuo se encontra isolado ou ndo, sendo mais
pronunciado se o individuo estiver em condicdo de isolamento. Shi et al. (2007)
observaram que animais adultos submetidos a deficiéncia de tiamina apresentaram
reducdo, em até 97%, no desempenho do teste Rotarod, o que esta de acordo com 0s
resultados encontrados no presente estudo. No entanto, com relagéo ao isolamento, na

literatura ndo existe estudos do efeito dessa condi¢éo sobre esse comportamento.

O baixo desempenho nos testes Beam Balance e Rotarod de animais expostos a
episodios de deficiéncia de tiamina pode ser explicado, pelo menos em parte, pela
vulnerabilidade seletiva, a deficiéncia desta vitamina, de algumas estruturas encefélicas
(Lavoie & Butterworth, 1995) especializadas em integrar e modular respostas
relacionadas ao equilibrio e coordenacdo motora do individuo (Lalonde & Strazielle,
2007). Segundo Martin et al. (2003) o cerebelo, estrutura a qual é atribuida estes papéis
(Lalonde & Strazielle, 2007), apresenta-se seletivamente comprometido na deficiéncia
de tiamina, principalmente a regido do vérmis cerebelar (Lavoie & Butterworth, 1995;
Baker et al., 1999). Analises histoldgicas desta regido ap6s um episddio de deficiéncia
de tiamina indicaram significativa reducdo no nimero e no tamanho das células de
Purkinje (Philips et al., 1987). Além disso, de acordo com Jahn et al. (2008) uma lesdo
na regido do vérmis cerebelar é condizente com quadro clinico de perda de equilibrio e

coordenacao motora.
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A ocorréncia dos déficits de equilibrio e coordenacdo motora nos animais deficientes de
tiamina pode, pelo menos em parte, também ser explicada por uma neuropatia
periférica, uma axonopatia caracterizada por uma reducdo da velocidade de
conducdo axonal (Tanaka & Cooper, 1968, Tanaka, 1973, Kumar, 2011). A tiamina é
importante na condugdo nervosa (Cooper & Pincus, 1979) e enzimas a utilizam como
cofator para formacéo da bainha de mielina dos nervos. Uma redugéo da velocidade de
conducdo foi mostrada em nervos surais de ratos deficientes de tiamina por McLane et
al. (1987), e se deve a diversas alteracOes, incluindo uma diminuigdo no limiar
de excitacdo, atribuido ao canal de sodio (von Muralt, 1962; Goldberg & Cooper, 1975).
A descoberta que os derivados de tiamina fosforilada estdo associados com o canal de
sodio levou a hipotese de que a tiamina trifosforilada pode desempenhar um papel
fundamental na conduténcia das membranas axonais (Schoffeniels, 1983). Tais
alteracbes podem contribuir para prejuizos do sistema motor, como fraqueza muscular,
comprometimento na regulacdo de tempo de contracdo, organizagdo entre musculos
sinergisticos e limitagdes na capacidade de adaptar os movimentos para o equilibrio
(Shumway-Cook & Woollacott, 2006). No entanto, as alteracfes em parametros
neuroquimicos observadas no presente estudo, mostram que disfuncGes centrais também

sdo importantes na fisiopatologia desse processo.

Outra hipdtese para a ocorréncia dos déficits de equilibrio e coordenagdo motora
observada nos animais deficientes e/ou isolados seria em relacdo a perda ou reducéo
do equilibrio neuroquimico entre comunicacdo excitatéria e inibitéria de sistemas
cerebelares com outras estruturas encefalicas relacionadas com a motricidade. Devido a
existéncia de conexdes do cerebelo com os nucleos da base, principalmente o estriado,

via nucleos taldamicos, (Ichinohe et al., 2000; Hoshi et al., 2005) também € plausivel
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considerar que danos na estrutura cerebelar provoque interrupcdo da comunicagédo
excitatoria glutamatérgica (Uusisaari et al., 2007) do cerebelo para estriato. Disfungdes
nessa via resultaria na diminuicdo da modulacdo (Dostrovsky et al., 2002) talamica
sobre células nigroestriatais dopaminérgicas, interferindo, portanto, na organizacdo dos
circuitos motores subcorticais e possibilitando o surgimento dos sinais clinicos
apresentados pelos animais. Esta hipOtese € corroborada pelos dados obtidos no
presente estudo que mostram uma diminui¢do significativa na concentragdo de
glutamato no cerebelo dos animais isolados e/ou deficientes. Essa hipétese da
ocorréncia de uma disfuncdo glutamatérgica que poderia refletir no sistema
dopaminergico nigroestriatal é compativel com as evidéncias obtidas por Kirik et al.
(1998); Barneoud et al. (2000); Deumens et al. (2002), que mostraram que tanto déficits
moderados quanto minimos no ténus dopaminérgico sdo capazes de afetar a
coordenacdo motora de animais submetidos a deplecdo de dopamina nos nicleos da
base. O fato do sistema dopaminérgico também ser afetado pela deficiéncia de tiamina
(Nakagawasai et al., 2007) torna possivel, conforme mencionado acima, que os déficits
motores apresentados pelos animais deficientes e/ou isolados sejam também devidos a
blogueios na transmissdo sinaptica dopaminérgica, causados por alteracdes em vias

motoras neuromodulatdrias de origem cerebelar.

Conforme Stolze et al. (2003), neste contexto, também seria esperado que 0s animais
deficientes e/ou isolados apresentassem, além de déficits no equilibrio postural, um
padrdo de marcha alterado, caracterizado por alargamento da base de apoio (marcha
ataxica), refletindo um efeito compensatorio para minimizar o disturbio no equilibrio
postural. Os dados obtidos para os animais deficientes estdo de acordo com Stolze et al.

(2003) e com os achados apresentados por Hudson & Krebs, (2002) para individuos que
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apresentavam disturbio cerebelar e déficits de equilibrio. Os animais deficientes

apresentaram aumento da base de apoio (largura do passo).

Mais um aspecto a ser considerado € a ocorréncia de mudancas adaptativas nesses
sistemas excitatdrios/inibitérios do estriado. Centonze et al. (2008) sugerem que
mudancas adaptativas em sinapses glutamatérgicas e/ou GABAérgicas estriatais sao
capazes de mediar a recuperagdo espontanea e a manutencao de estados compensatorios
de origem cerebelar. Ou seja, quando ocorrem adaptacdes com mudangas GABAérgicas
no estriado, como possivelmente no caso dos animais isolados, ndo é observada a ataxia
de marcha, mas quando essas adaptagdes ndo ocorrem, como no caso dos deficientes,
uma maior largura do passo (ataxia) é observada. Outra hip6tese para explicar o fato dos
animais isolados nédo terem apresentado aumento na largura do passo, poderia ser a
auséncia de leséo e/ou atrofia na regido de vérmis cerebelar como observado por Lavoie
& Butterworth (1995), nos animais deficientes de tiamina . Conforme Walberg, (1972) a
ocorréncia da marcha atéxica pode ser atribuida a uma perda de conexao entre vias
neurais cerebelares e vias vestibulares levando a uma perda de controle postural e
consequentemente, como mecanismo compensatorio, a realizacdo da marcha com o
alargamento da base de apoio. Em um estudo em que foram analisados cerebelos de
humanos que sofreram deficiéncia de tiamina, Baker et al. (1999) relataram perda da
conexao entre vias vestibulo-cerebelares, além de significativa diminuicdo na densidade
celular e atrofia da camada molecular do vérmis cerebelar. De acordo com Jahn et al.
(2008), individuos com lesdo e/ou atrofia nessa regido cerebelar podem apresentar
ataxia. Essa lesdo pode resultar na diminuigdo do ténus glutamatérgico cerebelar sobre
estruturas do sistema vestibular e pode contribuir para induzir altera¢cbes neuroquimicas

e ativar mecanismos compensatorios em outras estruturas corticais e/ou subcorticas,
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como por exemplo, o estriado e provocar o surgimento da marcha ataxica. Destacamos,
conforme mencionado acima, que esta regido cerebelar é a mais vulneravel a deficiéncia

de tiamina (Lavoie & Butterworth 1995; Baker et al., 1999).

A hipotese de que uma reducdo no nimero de neurénios glutamatérgicos no cerebelo
dos animais deficientes e isolados, induziriam uma diminuig¢do do tonus excitatorio
glutamatérgico sobre os neurdnios GABAérgicos das células de Purkinje cerebelar, esta
de acordo com os resultados que obtivemos com relacdo a reducOes
nas concentracdes de GABA, no cerebelo, de ratos deficientes de tiamina achados

relatados por vérios autores (Hamel et al., 1979; Butterworth, 1982, Gaitonde, 1982).

Ainda com relacdo ao aumento da largura do passo nos animais deficientes, é
importante considerar que essa alteracdo pode ter ocorrido também devido a disfuncdes
em componentes emocionais centrais, causadas pela deficiéncia de tiamina, interferindo
com o desempenho dos animais durante o teste. Langlais & Zhang, (1997)
e Markowitsch (1988) mostraram que além das perdas neuronais no tdlamo, corpos
mamilares, regido de vérmis cerebelar que ocorrem na deficiéncia de tiamina,
ha degeneracdo de tratos do sistema limbico - fimbria / fornix e trato mamilo-talamico.
Esses achados estdo de acordo com a hipdtese de que o sitema emocional pode estar
alterado nos animais deficientes. A percepcdo ou o valor dado ao estimulo aversivo -
luminosidade ou a exposicdo do rato a um novo ambiente (corredor para impressao de
patas) — dos animais deficientes poderia estar alterado, interferindo no padréo de marcha
desses animais em relacdo aos animais padroes. Por exemplo, uma marcha
relativamente mais lenta dos animais deficientes comparada com a dos animais tratados

com dieta padrdo, poderia refletir na largura do passo. No entanto, os dados obtidos nos
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testes Beam Balance e Rotarod indicam uma maior probabilidade do efeito sobre a

marcha ser devido a um problema motor — central ou também periférico.

A auséncia de efeito da deficiéncia de tiamina sobre pardmetros neuroquimicos no
estriado poderia ser explicada por um possivel ajuste neurobiol6gico em outros sistemas
de neurotransmissao, restaurarando a funcdo de GABA e glutamato nessa regido. Ou

uma relativa menor susceptibilidade do estriado aos efeitos da deficiéncia de tiamina.

Uma possivel explicagdo para o baixo desempenho motor dos animais isolados seria a
existéncia de disfungdo em vias cortico-estriatais e estriado-nigrais envolvidas na
regulacdo da transmissdo dopaminérgica. Huong et al. (2005) mostraram que 0
isolamento social por 6-8 semanas causou um aumento de 6xido nitrico (NO) no
cérebro de camundongos. E interessante notar que ja havia evidéncias de que niveis de
NO aumentados associados & auséncia das atividades sociais, em ratos, especialmente
nos grupos de jovens, podiam prejudicar a memdria e a aprendizagem como foi
observado por Estall et al., em 1993. Existem também evidéncias de que o NO exerce
uma influéncia excitatéria primaria sobre as neurotransmissées mediadas por dopamina
(DA) em condicgdes fisiologicas (West et al., 2002). Mais especificamente, 0 NO
aumenta a liberacdo de DA e inibe sua recaptacdo, enquanto que agentes inibidores da
sintese de NO promovem efeito oposto (Kiss & Vizi, 2001; West & Galloway, 1997).
Dessa forma, o NO pode desempenhar um papel importante na integracdo da
informacdo transmitida aos nucleos da base, mediando e/ou regulando aspectos diversos
da neurotransmissédo dopaminérgica. West et al., (2002) sugerem através de um modelo
teorico que uma hiperatividade do sistema nitrérgico pode agir paralelamente a

hiperfuncdo dopaminérgica, caracteristica da esquizofrenia. De acordo com este
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modelo, uma disfungdo em vias cortico-estriatais dependentes de NO poderia prejudicar
a operacéo de circuitos de retropropagacéo estriado-nigrais envolvidos na regulacdo da
transmissdo dopaminérgica. Esta disfuncdo dopaminérgica poderia alterar o
processamento de informagfes sensdrio-motoras em projeces neuronais e resultar em
uma selecdo imprépria ou inativagdo dos circuitos de saida do estriado envolvidos no
controle de éareas pré-motoras do tronco cerebral e tdlamo (West et al., 2002). E
sugerido que o NO tenha um importante papel regulador na sinalizagdo das vias de
dopamina e de glutamato, neutransmissores envolvidos na integracdo das estruturas
motoras. No presente estudo foi observado efeito do “isolamento” sobre as
concentragfes de GABA no estriado. No entanto, os niveis de glutamato nessa regido
ndo foram afetados pelo isolamento. Um dado interessante é que o isolamento produz
uma diminuicao da atividade de receptores dopaminérgicos, tipo D2 (Sundstrom et al.,
2002), e que a catalepsia dependente de receptores dopaminérgicos envolve a
modulacdo por receptores glutamatérgicos, do tipo NMDA, no estriado, nucleus

accumbens e substantia nigra (Ozer et al., 1997).

Por outro lado, no talamo o “isolamento” ndo afeta a concentracdo de GABA, mas
induz um aumento na concentracao de glutamato nessa regido e no CPF. Embora outros
estudos sejam necessarios para esclarecer as relacBes dessas alteragdes com funcgdes
especificas, esses achados sdo interessantes, pois, mostram que as condi¢cdes ambientais
causam alteracGes neurobioldgicas em regides do SNC que podem afetar de forma

significativa aspectos do comportamento.

Seja qual for o mecanismo que fundamenta as alteracGes observadas, € importante

destacar que a deficiéncia de tiamina e o isolamento podem repercutir na forma de
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disturbios no equilibrio, na coordenagdo motora e na marcha. Os tratamentos,
deficiéncia de tiamina (r=013, p=0,60) e isolamento (r=0,33, p=0,12) parecem interferir
com esse papel funcional do GABA, rompendo com a correlacdo detectada para a
condicdo fisioldgica. Uma possivel explicacdo para esse efeito € que alteracbes em vias
GABAérgicas provenientes do cerebelo — regido em que tanto a deficiéncia quanto o
isolamento afetam os niveis de GABA — podem refletir no CPF, resultando em reajustes
dos circuitos excitatorios e inibitorios, com conseqiliente perda da correlacdo
significativa (r=0,83, p=0,04) existente nas condi¢bes controle (animais mantidos em

grupo e com dieta padrao).

Pode-se argumentar que as concentracbes totais de glutamato e GABA sdo
medidas inadequadas de seus pap€is como neurotransmissores, porque esses dois
aminoacidos existem em vaérias regibes dentro do tecido cerebral. Em vez de alteracfes
dos neurotransmissores, as mudancas relatadas poderia ser o resultado de distirbios nos
niveis de glicose e de enzimas que sintetizam ou metabolizam o glutamato e GABA. Se
fosse esse 0caso, a mudanca observada ocorreriaem todas as regides avaliadas do
cérebro . No entanto, vale a pena notar que os efeitos da deficiéncia de tiamina e/ou
isolamento sobre os niveis dos dois aminoacidos foram regides-cerebrais-especificas.
Entre as quatro regides em que estes aminoacidos foram determinados, apenas no
cerebelo 0s niveis estavam alterados devido a deficiencia, enquanto o efeito do

isolamento ocorreu, além do cerebelo, também no estriado, talamo e CPF.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, levantamos a seguinte hipétese: ajustes
neurogquimicos compensatorios devem acontecer na tentativa de compensar de forma

adaptativa, ou seja, de acordo com a relevancia do aspecto comportamental afetado, os
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prejuizos causados pela deficiéncia de tiamina e/ou isolamento social, de modo a
alterar a atividade de circuitos neuroquimicos para assegurar aspectos comportamentais

relevantes para a sobrevida do animal.

Atraveés da observacdo de sinais clinicos, na auséncia da aplicacdo de testes especificos,
poderia ndo ser possivel visualizar diferencas no comprimento, largura do passo,
equilibrio e coordenacdo motora de individuos que sofreram deficiéncia de tiamina
e/ou isolamento social. Entretanto atividades que requerem uma maior demanda de
coordenacdo e controle preciso de movimentos podem ser prejudicadas. Esta idéia esta
de acordo com os resultados observados no Beam Balance e Rotarod, onde foram
observados efeitos da deficiéncia e do isolamento. Os dados obtidos no presente
trabalho sugerem que avaliacdes quantitativas, com diferentes niveis de complexidade,
de aspectos motores especificos podem ser relevantes para deteccdo de possiveis

distarbios decorrentes da deficiéncia de tiamina e do isolamento social.

Outro ponto a ser destacado é a importancia dos modelos de deficiéncia de tiamina e
modelo comportamental de isolamento social para se estudar as bases neurobioldgicas
de funcdes motoras especificas. O uso desses modelos, em estudos futuros, pode
contribuir para o entendimento ndo apenas dos mecanismos fisiolégicos dessas fungdes

como das bases moleculares dos distrbios relacionados a essas fungdes.
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A deficiéncia de tiamina e/ou o isolamento social afetam a motricidade dos animais o
que clinicamente é manifestada sob a forma de distdrbios no equilibrio e coordenagédo
motora e por modifica¢es no padrdo da marcha - aumento da largura do passo causado
pela deficiéncia de tiamina. Esses dois fatores também interferem com os niveis dos
aminoacidos glutamato e/ou GABA em regides cerebrais especificas. Pode-se concluir
que tanto a tiamina quanto o estimulo induzido pelo convivio em grupo desempenham
papel importante na manutencdo funcional de componentes neurobiol6gicos

relacionados ao sistema de equilibrio e coordenacdo motora.

Além disto, pela primeira vez, mostramos que o efeito da deficiéncia de uma vitamina
sobre aspectos comportamentais esta relacionado com as condi¢bes de estimulos
ambientais provenientes de interagdes sociais entre individuos. Os efeitos da deficiéncia
sdo mais pronunciados em individuos em condicdes de isolamento social. A interacdo
entre os efeitos desses dois fatores, deficiéncia de tiamina e isolamento, acontece nédo
apenas no nivel comportamental — desempenho no Beam Balance e Rotarod - como no

nivel de GABA no estriado e cerebelo e glutamato no CPF.

A partir dos dados obtidos, levantamos a hipGtese de que ajustes neuroquimicos
compensatérios acontecem na tentativa de compensar 0s prejuizos causados pela
deficiéncia de tiamina e/ou isolamento social, de modo a alterar a atividade de
circuitos neuroquimicos com a finalidade de assegurar aspectos comportamentais

relevantes para a sobrevida do animal.

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que o modelo comportamental do

isolamento social e 0 modelo da deficiéncia de tiamina séo instrumentos Uteis para se
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estudar a relacdo entre um fator que causa neurodegeneracdo e um estimulo do meio
ambiente. A utilizacdo desses modelos podera contribuir no entendimento das bases
neurobioldgicas responsaveis pela relagéo entre diferentes processos que levam a morte

neuronal e estimulos do meio ambiente.

Algumas das perspectivas originadas a partir dos resultados do presente estudo:

Considerando que a deficiéncia de tiamina e/ou o isolamento alteram a motricidade
dos animais e interfere com as concentragcbes dos aminoédcidos GABA e glutamato,
relacionados ao comportamento motor, seria interessante incluir, em pesquisas futuras,

outras avaliagdes, como por exemplo:

(i) liberagdo de neurotransmissores, em condic¢des basais e estimuladas; (ii) atividades
de receptores; (iii) contetdo e liberacdo da dopamina, dada sua intima relacdo entre
circuitos motor e modulacdo GABAGérgica e glutamatérgica; (iv) determinacbes de
parametros neuroquimicos e fisiolégicos no sistema nervoso periférico; (v) analises
morfométricas em regides do SNC e SNP; (vi) aplicacfes de outros testes motores que

demandam componentes motores diferentes.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
400 402 421 428 439 453 457 469 471 470 477 484 483 494 492 498 506 512

371 378 387 39 407 413 427 432 438 445 449 469 471 473 488 489 491 498

310 313 324 333 351 362 377 390 397 406 408 418 426 431 438 448 447 450

356 366 371 379 391 407 406 419 423 430 442 459 467 468 478 483 480 491

349 351 365 373 379 392 415 426 432 437 445 464 474 483 480 481 479 487

Padrdo Isolados 328 330 333 343 358 362 371 378 384 393 411 410 422 434 443 456 458 460
309 315 345 377 414 434 440 459 466 472 490 499 498 500 503 509 508 507

Peso corporal () 328 336 366 392 438 457 471 486 488 496 513 515 517 516 523 522 527 526
379 381 299 315 337 360 376 387 389 393 400 405 418 438 459 460 462 461

438 342 354 381 423 440 452 452 465 467 472 479 488 490 500 506 507 506

361 365 381 407 436 460 482 488 498 507 513 539 551 553 550 553 551 550

350 352 375 412 456 471 491 502 517 535 556 558 559 560 559 557 560 559

305 307 328 352 401 424 435 475 491 501 509 528 530 530 528 531 530 534

TABELA 7: Dados referentes aos pesos corporais dos animais Padrao-isolados, tratados com racdo padrao, aferidos durante 17
semanas. As 17 semanas equivalem aos periodos: imediatamente anterior a deficiéncia (semana 0), deficiéncia e recuperacdo dos

animais tratados com racdo deficiente em B1.
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Semanas o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
401 408 448 459 402 338 289 PEW| 305 406 462 543 567 574 577 587 588 490

359 363 388 392 338 304 284 248 218 207 172 [RW 285 301 380 407 423 430

318 320 331 333 320 223 217 204 192 BBl 214 265 381 399 409 439 458 460

» 348 351 371 366 337 309 304 283 275 255 235 230 212 PRW 302 387 422 438
fo'f'gmes 315 318 336 342 310 290 274 260 254 247 241 238 217 pME 324 401 437 503
S01ados 361 367 278 290 281 242 PR 237 252 291 320 348 366 389 398 401 455 469
peso corporal () 396 312 329 336 300 249 217 206 M 221 249 279 306 328 344 387 397 399
322 327 339 348 306 231 212 P 260 277 291 310 337 348 363 370 381 389

349 355 370 388 380 361 343 320 309 290 261 [PREl 234 274 301 355 378 386

337 343 357 378 350 306 277 237 203 |[BE 226 279 314 361 374 385 392 391

382 389 317 354 338 305 288 243 230 P¥¥ 259 279 308 319 325 346 352 365

TABELA 8: Dados referentes aos pesos corporais dos animais Deficientes-isolados, tratados com racéo deficiente, aferidos durante

17 semanas. As 17 semanas equivalem aos periodos: imediatamente anterior a deficiéncia (semana 0), deficiéncia e recuperacédo dos

animais tratados com racdo deficiente em B1. O grifo preto representa a semana em que cada animal teve o processo de deficiéncia

revertido , ou seja, apds os sinais neuroldgicos graves, 0s animais receberam injecdo intraperitoneal de tiamina e voltaram a se alimentar

com ragao padréo.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
357 360 364 375 379 381 389 392 411 412 423 428 440 456 450 467 473 469
321 324 337 356 366 374 391 402 413 425 437 444 451 460 460 477 479 478
395 397 406 418 429 430 437 435 433 452 453 468 476 480 487 498 508 513
342 345 361 368 379 384 393 404 421 429 437 443 452 461 462 467 469 472
339 342 349 373 395 399 411 424 431 437 445 458 460 462 475 482 480 487
314 318 328 342 379 388 393 407 422 417 424 427 441 453 A50 452 454 461

Padrdo Grupo

Peso corporal (g)

TABELA 9: Dados referentes aos pesos corporais dos animais Padrdo-grupo, tratados com racdo padrao, aferidos durante 17
semanas. As 17 semanas equivalem aos periodos: imediatamente anterior a deficiéncia (semana 0), deficiéncia e recuperacédo dos

animais tratados com racdo deficiente em B1.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
300 302 319 334 320 299 274 241 232 ey 219 241 297 314 342 350 357 369

331 337 341 356 342 306 258 237 228 219 207 200 196 peE 240 253 303 354

Deficientes 344 348 361 378 359 325 299 259 246 231 217 210 pAeR] 268 301 357 388 403
Grupo 351 356 360 363 334 301 287 240 233 214 pxwi 277 302 365 391 407 431 435

316 322 343 361 352 345 322 310 298 269 253 pawl 298 349 391 407 414 423

Pesocorporal (g) 363 367 371 386 367 348 321 313 300 298 284 262 249 241 p¥E 268 317 381
313 319 329 346 332 324 318 316 307 296 285 259 243 pEMl 280 308 368 387

391 393 408 403 392 378 357 304 273 264 241 236 227 218 pyw 253 309 372

TABELA 10: Dados referentes aos pesos corporais dos animais Deficientes-grupo, tratados com racgdo deficiente, aferidos durante

17 semanas. As 17 semanas equivalem aos periodos: imediatamente anterior a deficiéncia (semana 0), deficiéncia e recuperacao dos

animais tratados com racdo deficiente em B1. O grifo preto representa a semana em que cada animal teve o processo de deficiéncia

revertido , ou seja, apds os sinais neurolégicos graves, 0s animais receberam injecdo intraperitoneal de tiamina e voltaram a se alimentar

com racao padréo.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1’ 2 3

30 29 27 30 32 30 29 29 28 29 30
30 31 33 32 31 32 30 32 31 30 31

31 32 35 33 32 33 32 31 32 30 29

32 32 30 31 31 30 31 33 31 32 32

32 33 33 32 31 30 34 32 30 31 31

Padrio lsolados 33 34 33 32 31 32 33 33 31 32 31
32 32 30 29 31 31 30 31 31 30 31

Consumo de racao (g) 31 32 31 32 29 30 29 31 29 30 30
30 29 29 30 31 30 29 29 31 29 30

29 30 34 30 31 32 33 31 30 29 29

28 27 32 30 29 30 28 30 29 31 29

33 34 33 34 31 33 32 33 31 32 31

32 31 30 32 29 30 31 30 29 28 30

TABELA 11: Dados referentes ao consumo de ragdo dos animais Padrdo-isolados, tratados com ragdo padrdo. A semana
identificada com o nimero “0” corresponde ao periodo anterior ao episodio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem
as Ultimas sete semanas do episddio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram os sinais neuroldgicos
e a deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ e 3’ correspondem ao final do periodo de

recuperacao, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1 2’ 3

28 26 30 28 19 9 6 2 30 30 32

34 18 12 8 8 10 6 3 30 29 30

27 31 22 16 11 6 3 1 30 31 32

30 10 12 11 8 3 1 33 32 32

Deficientes Isolados 29 11 10 8 8 > 2 2 30 31 33
28 28 33 30 14 6 2 2 33 32 34

Consumo de racao (9) 34 31 29 12 16 10 5 3 32 30 33
31 31 29 34 11 9 7 2 32 31 32

29 19 17 11 11 6 6 4 33 33 34

30 34 20 13 11 5 3 1 31 30 31

36 31 16 12 7 8 3 3 33 34 34

TABELA 12: Dados referentes ao consumo de ragdo dos animais Deficientes-isolados, tratados com racgdo deficiente. A semana
identificada com o niamero “0” corresponde ao periodo anterior ao episodio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem
as Ultimas sete semanas do episddio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram os sinais neuroldgicos
e a deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ ¢ 3’ correspondem ao final do periodo de

recuperacao, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1 P 3’

29 30 26 28 30 29 30 28 30 31 30

) 29 30 26 28 30 29 30 28 29 30 30

Padrao Grupo 29 30 26 28 30 29 30 28 30 31 30
Consumo de raio (g 30 28 31 29 27 28 31 30 28 30 29
30 28 31 29 27 28 31 30 29 28 29

30 28 31 29 27 28 31 30 27 29 29

TABELA 13: Dados referentes ao consumo de ragdo dos animais Padrédo-grupo, tratados com racdo deficiente. A semana
identificada com o nimero “0” corresponde ao periodo anterior ao episoédio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem
as Ultimas sete semanas do episddio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram 0s sinais neurologicos
e a deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ e 3’ correspondem ao final do periodo de

recuperacdo, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1’ 2’ 3’

30 29 21 20 14 11 6 2 30 30 31

30 29 21 20 14 11 6 2 29 29 31

30 29 21 20 14 11 6 2 31 30 31

Deficientes Grupo 31 20 18 13 9 10 7 3 30 28 30
Consumo de racio (g 31 20 18 13 9 10 7 3 30 31 30
28 14 15 12 10 7 6 4 28 29 29

28 14 15 12 10 7 6 4 29 30 29

28 14 15 12 10 7 6 4 29 30 29

TABELA 14: Dados referentes ao consumo de racdo dos animais Deficientes-grupo, tratados com racdo deficiente. A semana
identificada com o niimero “0” corresponde ao periodo anterior ao episodio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem
as Ultimas sete semanas do episddio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram os sinais neuroldgicos
e a deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ ¢ 3’ correspondem ao final do periodo de

recuperacdo, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3’

32 31 33 29 31 34 35 36 35 36 36
34 30 32 30 34 33 31 35 36 38 38

39 33 31 37 32 38 37 36 37 38 39

37 36 32 34 35 37 33 34 37 36 37

33 33 34 35 32 34 31 33 37 37 38

Padrio Isolados 35 29 34 36 33 31 34 32 38 38 38
38 40 39 36 39 33 36 36 37 38 37

Consumo de agua (g) 35 30 32 33 35 32 32 34 35 34 36
31 29 32 33 36 35 32 39 38 37 39

33 34 33 35 36 32 30 37 35 36 37

32 30 32 30 28 31 32 34 37 37 38

36 27 37 32 33 32 31 33 32 34 37

38 36 34 36 31 38 36 34 35 35 36

TABELA 15: Dados referentes ao consumo de agua dos animais Padrao-isolados, tratados com racéo padrdo. A semana identificada
com o numero “0” corresponde ao periodo anterior ao episddio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem as ultimas
sete semanas do episodio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram 0s sinais neurologicos e a
deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ ¢ 3’ correspondem ao final do periodo de

recuperacgdo, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3’

37 37 36 31 27 13 7 4 37 36 38

32 27 22 18 10 10 7 5 31 32 32

35 30 23 20 22 18 11 4 33 32 34

31 30 21 19 15 16 11 6 32 33 33

Deficientes Isolados 35 30 27 23 21 16 12 5 34 35 35
34 32 29 25 22 12 11 6 32 32 33

Consumo de agua (9) 37 38 35 24 19 13 10 7 37 36 38
31 30 31 24 21 16 8 3 34 33 34

35 23 19 21 18 14 9 6 31 34 32

33 27 28 23 19 13 7 5 32 30 30

32 29 27 22 22 17 11 4 32 34 34

TABELA 16: Dados referentes ao consumo de agua dos animais Deficientes-isolados, tratados com racdo padrdo. A semana
identificada com o niimero “0” corresponde ao periodo anterior ao episddio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem
as Ultimas sete semanas do episodio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram os sinais neuroldgicos
e a deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ ¢ 3* correspondem ao final do periodo de

recuperacgdo, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.

90



Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1 P 3’

34 36 30 36 31 33 35 39 38 39 38
) 34 36 30 36 31 33 33 39 39 39 38

Padrao Grupo 34 36 30 36 31 33 35 39 37 38 38
Consumo de gua (g 32 30 31 34 30 29 34 31 35 36 36
32 30 31 34 30 29 34 31 36 37 36

32 30 31 34 30 29 34 31 34 36 36

TABELA 17: Dados referentes ao consumo de dgua dos animais Padrao-grupo, tratados com racéo padrdo. A semana identificada
com o numero “0” corresponde ao periodo anterior ao episoddio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem as ultimas
sete semanas do episodio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram 0s sinais neuroldgicos e a
deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ e 3 correspondem ao final do periodo de

recuperacdo, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 1’ 2 3

35 31 28 22 24 18 14 5 38 37 38

35 18 14 11 12 9 7 5 37 38 38

35 24 18 14 11 12 5 38 39 38

Deficientes Grupo 36 37 33 29 30 24 10 6 36 36 37
Consumo de 4qua (g) 36 33 29 30 24 11 9 6 35 37 37
36 31 24 16 19 11 9 8 36 35 35

36 30 31 24 16 19 11 8 36 34 35

36 31 24 16 19 11 9 8 35 37 35

TABELA 18: Dados referentes ao consumo de agua dos animais Deficientes-grupo, tratados com racdo padrdo. A semana
identificada com o niimero “0” corresponde ao periodo anterior ao episddio de deficiéncia de tiamina. As semanas de 1 a 7 correspondem
as Ultimas sete semanas do episddio de deficiéncia de cada animal, sendo que na semana 7 0s animais apresentaram os sinais neuroldgicos
e a deficiéncia de tiamina foi revertida, como descrito em material e métodos. As semanas 1°, 2’ e 3’ correspondem ao final do periodo de

recuperacdo, periodo imediatamente anterior ao inicio dos testes comportamentais.
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Animais Beam Balance (segundos)

Padroes Isolados Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 60 16 40
2 41 20 8
3 52 17 29
4 14 60 19
3 6 5 2
6 15 17 23
7 12 4 37
8 60 60 60
? 28 42 36
10 16 60 60
11 60 60 60
12 60 60 o
13 60 60 €0
Média * Erro Padrdo 37t6 377 38+6

TABELA 19: Dados referentes ao desempenho dos animais Padrdo Isolados no teste Beam Balance. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padréo séo apresentadas na ultima linha.
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Animais Beam Balance (segundos)

Deficientes Isolados Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 1 2 3
2 4 2 8
3 1 3 1
4 13 6 3
> 2 2 7
6
B} 14 14 29
13 29 35
8 6 4 3
9
3 16 10
10 3 2 5
11 8 10 45
Média * Erro Padrao 612 8+3 14+5

TABELA 20: Dados referentes ao desempenho dos animais Deficientes Isolados no teste Beam Balance. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias * erro padréo sdo apresentadas na ultima linha.
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Animais Beam Balance (segundos)

Padrdes Grupo Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 60 60 49
2 60 60 60
3 60 60 60
4 60 60 60
5 44 60 60
6 60 52 42
Média * Erro Padrao 57+3 50+1 55+3

TABELA 21: Dados referentes ao desempenho dos animais Padrdo Grupo no teste Beam Balance. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Beam Balance (segundos)

Deficientes Grupo Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3

1 4 4 4

2 60 60 60

3 9 6

4 8 4

> 11 14 7

6 20 10 19

7 23 13 16

8 60 60 60
Média * Erro Padrao 24+8 22+8 22+8

TABELA 22: Dados referentes ao desempenho dos animais Deficientes Grupo no teste Beam Balance. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Rotarod 5 RPM (segundos)
Padroes Isolados Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3

1 300 300 300
2 300 300 300
3 50 31 28
4 300 300 300
> 300 300 300
6 300 300 300
7 124 34 23
8 2 2 2

9 300 300 300
10 300 300 300
11 8 7 12
12 300 102 268
13 300 300 300

Média * Erro Padrio 222 +35 198 + 38 210 + 37

TABELA 23: Dados referentes ao desempenho dos animais Padréo Isolados no teste Rotarod 5 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padréo séo apresentadas na ultima linha.
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Animais Rotarod 5 RPM (segundos)

Deficientes Isolados Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 18 11 4
2 275 223 300
3 8 3 3
4 300 63 35
> 8 14
6 3 6
! 6 26
8 < o
9 9 21 15
10 4 5 16
11 232 164 132

Média * Erro Padrdo 79+ 37 47 £ 23 51+27

TABELA 24: Dados referentes ao desempenho dos animais Deficientes Isolados no teste Rotarod 5 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na ultima linha.
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Animais Rotarod 5 RPM (segundos)
Padrdes Grupo Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3

1 300 300 300
2 300 300 300
i 300 300 300
s 300 300 300

300 300 300
6 300 300 300

Média + Erro Padrao 3000 300+ 0 3000

TABELA 25: Dados referentes ao desempenho dos animais Padrdo Grupo no teste Rotarod 5 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na ultima linha.
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Animais Rotarod 5 RPM (segundos)
Deficientes Grupo Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 300 300 300
2 300 300 300
3 300 300 300
4 188 41 33
5 300 300 300
6 300 300 300
/ 300 300 300
8 300 300 300
Média * Erro Padrdo 2418 2218 22+8

TABELA 26: Dados referentes ao desempenho dos animais Deficientes Grupo no teste Rotarod 5 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na ultima linha.
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Animais Rotarod 25 RPM (segundos)
Padroes Isolados Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 78 95 80
2 287 258 272
3 18 6 8
4 188 208 145
> 67 82 93
6 66 69 72
7 10 7 7
8 2 2 2
9 123 104 116
10 106 102 82
11 7 4 4
12 80 89 59
13 66 153 95
Média * Erro Padrdo 8422 91 +22 8021

TABELA 27: Dados referentes ao desempenho dos animais Padrao Isolados no teste Rotarod 25 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Rotarod 25 RPM (segundos)

Deficientes Isolados Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 3 3 3
2 15 6 5
3 2 3 3
4
28 27 27
5
3 3
6 : g
7
12 4
8 ; 6
9 10 6 3
10 4 5 5
Média * Erro Padrao 8+2 712 612

TABELA 28: Dados referentes ao desempenho dos animais Deficientes Isolados no teste Rotarod 25 RPM. Os resultados representam

a laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias * erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Rotarod 25 RPM (segundos)

Padrdes Grupo Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3
1 124 285 131
2 300 261 204
3 125 207 157
4 167 154 185
> 154 165 90
6 300 300 290
Média * Erro Padrdo 195+3 2291 176 £ 3

TABELA 29: Dados referentes ao desempenho dos animais Padrdo Grupo no teste Rotarod 25 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Rotarod 25 RPM (segundos)

Deficientes Grupo Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3

1 43 35 31

2 34 23 29

3 23 40 63

4 29 12 16

5 47 42 42

6 64 44 19

7 108 34 14

8 93 52 69
Média * Erro Padrdo 55+11 355 357

TABELA 30: Dados referentes ao desempenho dos animais Deficientes Grupo no teste Rotarod 25 RPM. Os resultados representam a

laténcia de cada animal em cada uma das trés tentativas. As médias + erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Distancias referentes as pegadas dos animais (mm)

Padrdes Isolados Largura do passo Comprimento do passo
1 36 71
2 39 84
3 37 69
4 42 68
> 38 74
6 41 59
7 37 69
8 33 68
9 41 67
10 32 64
11 38 71
12 36 68
13 42 67
Média + Erro Padrao 3811 6912

Tabela 31: Dados do teste de Impressdo das Patas referente as larguras e aos comprimentos dos passos dos animais Padréao
Isolados. Os resultados apresentados representam, para cada animal, a média de quatro tentativas e pelo menos cinco ciclos de marcha. As

médias * erro padrdo sdo apresentadas na ultima linha.
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Animais Distancias referentes as pegadas dos animais (mm)

Deficientes Isolados Largura do passo Comprimento do passo
1 48 75
2 41 75
3 38 71
4 44 61
5 49 63
6 47 70
8 50 64
9 53 72
43 70
10 47 63
11 53 61
Média + Erro Padrao 47 +2 6812

Tabela 32: Dados do teste de Impressdo das Patas referente as larguras e aos comprimentos dos passos dos animais Deficientes
Isolados. Os resultados apresentados representam, para cada animal, a média de quatro tentativas e pelo menos cinco ciclos de marcha. As

médias + erro padrdo sdo apresentadas na Gltima linha.
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Animais Distancias referentes as pegadas dos animais (mm)

Padrdes Grupo Largura do passo Comprimento do passo
1 37 63
2 38 69
3 35 61
4 32 67
> 40 68
6 40 70
Média * Erro Padrao 37+1 66+1

Tabela 33: Dados do teste de Impressdo das Patas referente as larguras e aos comprimentos dos passos dos animais Padrédo Grupo.
Os resultados apresentados representam, para cada animal, a média de quatro tentativas e pelo menos cinco ciclos de marcha. As médias *
erro padrdo sao apresentadas na Gltima linha.

107



Animais Distancias referentes as pegadas dos animais (mm)

Deficientes Grupo Largura do passo Comprimento do passo
1 43 69
2 48 76
3 44 73
4 41 76
5 45 73
6 54 62
7 49 67
8 50 68
Média * Erro Padrao 46+ 1 702

Tabela 34: Dados do teste de Impressao das Patas referente as larguras e aos comprimentos dos passos dos animais Deficientes
Grupo. Os resultados apresentados representam, para cada animal, a média de quatro tentativas e pelo menos cinco ciclos de marcha. As

médias * erro padrdo sdo apresentadas na ultima linha.
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