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Resumo

A deficiéncia de tiamina (vitamina B1) induz lesGes em diversas regides cerebrais podendo
afetar os circuitos glutamatérgico e GABAérgico do sistema nervoso central, os quais estdo
relacionados com VAarios aspectos comportamentais. Diversos trabalhos sobre alteracdes
cognitivas e bioquimicas em ratos adultos submetidos a deficiéncia de tiamina tém sido
realizados, entretanto, raros estudos abordam este tema utilizando animais que foram
submetidos a deficiéncia durante fases precoces do desenvolvimento. Deste modo, no presente
trabalho, avaliou-se os efeitos da restricdo de tiamina durante a lactagdo (Parte 1) ou o periodo
peri-natal (Parte Il) sobre o desempenho cognitivo espacial e niveis cerebrais de GABA e
glutamato da prole. Em ambos os delineamentos, as avaliacdes foram realizadas na fase jovem
(idade = 30 dias) e adulta (idade = 75 dias) de forma independente. As variaveis
comportamentais, aprendizado e meméria, foram avaliadas durante treze dias utilizando um
teste de navegacao espacial, o Labirinto Aquéatico de Morris. No dia seguinte ao término dos
testes, os ratos foram decapitados e os niveis de glutamato e GABA presentes no talamo,
hipocampo e cortex pré-frontal (CPF) determinados através de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Para este propdsito um método cromatografico para determinacdo dos
dois aminoécidos em uma mesma amostra foi desenvolvido no presente trabalho e implantado
no laboratério. A restricdo de tiamina durante a lactacdo (Parte I) ndo afeta a razdo entre peso
encefalico e peso corporal nem dos ratos jovens nem dos adultos. Embora a capacidade de
aprendizado da tarefa espacial ndo tenha sido afetada pela restricdo de tiamina durante a
lactacéo, a velocidade de aprendizado dos ratos jovens foi significativamente alterada [F 27) =
5,91; p = 0,022]. Nenhum dos aspectos comportamentais — aprendizado e memoria espacial -
avaliados na fase adulta foram afetados. Com relacdo as avaliagdes bioquimicas, as
concentracBes de glutamato nas trés regides cerebrais analisadas [talamo: F 26 = 37,98; p =
0,0001; hipocampo: F1,26) = 13,35; p = 0,001; PFC: F126) = 12,74; p = 0,001] e de GABA no
talamo [Fq 26 = 11,38; p = 0,002] dos animais adultos foram significativamente diminuidas
pela restricdo de tiamina durante a lactacdo. Todavia, ndo foram observadas diferencas
significativas na concentracdo desses neurotransmissores quando a avaliacdo foi realizada em
ratos jovens. Quando a restricdo de tiamina foi realizada no periodo peri-natal (Parte II)
observou-se um efeito significativo desse tratamento sobre a razdo peso encefalico e peso
corporal dos animais jovens [F 15 = 9,00; p = 0,009]. Todos os animais jovens foram capazes
de aprender a tarefa de navegacao espacial, mas a velocidade de aquisi¢éo foi prejudicada pelo
tratamento [F115) = 4,56; p = 0,049]. A relagdo entre os pesos encefalico e corporal e 0s
aspectos comportamentais ndo foram alterados na fase adulta pela restricdo peri-natal de

tiamina. Esse tratamento também néo afetou os niveis de glutamato e GABA em nenhuma das
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regides cerebrais analisadas dos ratos jovens e adultos. Os dados obtidos no presente estudo
mostram pela primeira vez que a restricdo maternal de tiamina pode induzir alteracdes
cognitivas e neuroquimicas na prole, indicando a importancia dos niveis de tiamina na mée
durante os processos de gestacdo e lactacdo. Alteracdes na concentracdo dessa vitamina em
periodos precoces do desenvolvimento podem afetar a neurobiologia e 0 comportamento dos
animais da prole. Embora os estudos sobre os efeitos da restricdo de tiamina durante a
lactacdo ou durante o periodo peri-natal tenham sido independentes, uma observacao
preliminar dos resultados referentes aos efeitos desses tratamentos sobre os parametros
bioquimicos nos permite supor que a restricdo maternal de tiamina durante a lactacdo (Parte 1)
parece ocasionar efeitos mais pronunciados na prole do que a restricdo no periodo peri-natal
(Parte 1l). Tanto a restricdio durante a lactacdo quanto a peri-natal causam déficit no
aprendizado espacial da prole avaliada na fase jovem. Um estudo fatorial considerando, em
um mesmo experimento, essas duas variaveis independentes e um controle do periodo de

recuperacdo deve ser realizado no futuro.



Abstract

Thiamine (vitamin B1) deficiency causes lesions in different brain regions and may affect
glutamatergic and GABAergic circuits of the central nervous system, which are related to a
range of behavioral aspects. Several studies on cognitive and biochemical changes in adult
rats subjected to thiamine deficiency have been published; however, few studies address this
issue using animals that underwent deficiency during the early stages of development. Thus,
in the present study, we evaluated the effects of thiamine restriction during lactation (Part 1)
or peri-natal period (Part Il) on spatial cognitive performance and cerebral levels of
glutamate and GABA in the offspring. In both designs, evaluations were conducted in the
young (age = 30 days) and adult stage (age = 75 days). Behavioral parameters were assessed
for thirteen days using a test of spatial navigation, the Morris Water Maze. At the end of the
tests, rats were decapitated and the levels of glutamate and GABA present in the thalamus,
hippocampus and prefrontal cortex (PFC) were determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). For this purpose, a chromatographic method for determination of
the two amino acids was developed in the present work. Thiamine restriction during lactation
(Part 1) does not affect the relationship between encephalic weight and body weight in either
young or adult rats. Although spatial learning was not affected by thiamine restriction during
lactation, the speed of learning of young rats was significantly altered [Fi27) = 5,91; p =
0,022]. None of the behavioral aspects - spatial learning and memory - evaluated in adults
were affected. The concentrations of glutamate in the three brain regions examined
[thalamus: F(126) = 37,98; p = 0,0001; hippocampus: F1 26 = 13,35; p = 0,001; PFC: F1,26) =
12,74; p = 0,001] and those of GABA in the thalamus [F1,26) = 11,38; p = 0,002] of adult rats
were significantly decreased by thiamine restriction. However, no significant differences in
levels of these neurotransmitters were observed in young rats. When thiamine restriction was
carried out in the peri-natal period (Part I1) there was a significant effect of treatment on the
relationship of encephalic weight and body weight of young animals [Fu15 = 9,00; p =
0,009]. All young animals were able to learn the spatial navigation task, but the acquisition
speed was affected by treatment [F115y = 4,56; p = 0,049]. The relationship between
encephalic/body weight and behavioral aspects was not affected at adulthood by the thiamine
restriction during the perinatal period. This treatment did not affect the levels of glutamate
and GABA in any of the brain regions analyzed in young and adult rats. The data obtained in
this study show for the first time that maternal thiamine restriction can lead to cognitive and
neurochemical changes in the offspring, indicating the importance of thiamine during
pregnancy and lactation processes. Changes in the concentration of this vitamin during early

periods of development can affect the neurobiology and behavior of the offspring. Although
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the studies on the effects of thiamine restriction during lactation or during the perinatal
period were independent, preliminary observations of the effects of these treatments on
biochemical parameters allow us to suppose that maternal thiamine restriction during
lactation (Part 1) causes stronger effects in the offspring than restriction in the perinatal
period (Part 11). Both restrictions during lactation and during the peri-natal period cause
deficits in spatial learning in the offspring evaluated at the juvenile stage. A factorial study
considering these two independent variables and a control of the recovery period should be
conducted in the future.
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Introdugdo

Considerac0es iniciais

Diversos tipos de paradigmas sdo empregados para o estudo das relagdes entre
processos bioldgicos e cognitivos. Inumeros trabalhos utilizam métodos comparativos em
pacientes com prejuizos cognitivos decorrentes de disfuncdo ou lesdo no sistema nervoso
central - SNC (Fitzgerald et al., 2010; Lundqvist et al., 2010). Entretanto, neste tipo de
abordagem, existem diversas limitagdes éticas e/ou praticas. Neste sentido, o uso de modelos
experimentais animais € importante para estudar os mecanismos biolégicos envolvidos no
funcionamento do SNC. Considerando as evidéncias de que os substratos neurais dos
processos cerebrais envolvidos em percep¢do, aprendizagem e memdria possuem
similaridades entre as diferentes espécies, sistemas como o cérebro do rato podem ser
modelos Uteis para estudar os fundamentos basicos de relagdes entre aspectos

comportamentais e parametros neurobioldgicos (Ribeiro & Pereira, 1998).

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a investigacdo das bases biologicas dos
aspectos comportamentais, utilizando modelos de neurodegeneracdo como o envelhecimento
fisiologico (Oliveira-Silva et al., 2007; Oliveira et al., 2010) e 0s processos que ocasionam
injurias cerebrais como deficiéncia de tiamina (Vigil et al., 2010), administragcdo cronica de
etanol associada ou ndo a deficiéncia de tiamina (Pires et al., 2001, 2005; Carvalho et al.,
2006; Oliveira-Silva et al., 2007) e a restricao alimentar (Pinto el at. 2006).

Em relacdo a linha de pesquisa utilizando modelos animais submetidos a deficiéncia de
tiamina, observamos que um episodio de privagdo dessa vitamina em ratos durante a fase
adulta causa déficits de aprendizado e memdria espaciais (Pires et al., 2005; Carvalho et al.,
2006; Vigil et al., 2010), além de alteracdes nos circuitos colinérgico (Pires et al., 2005),
glutamatérgico (Carvalho et al., 2006) e serotonérgico (Vigil et al., 2010) de regibes cerebrais
intimamente relacionadas aos comportamentos avaliados. Considerando os efeitos observados
da deficiéncia de tiamina na fase adulta e a importancia dessa vitamina no desenvolvimento,
questionamos quais seriam as consequéncias de um episodio de deficiéncia durante a gestacéo
e/ou lactacdo sobre aspectos comportamentais e neuroquimicos da prole em fases posteriores
da vida. Portanto, no presente estudo, estabelecemos um modelo de deficiéncia maternal de
tiamina para avaliar os efeitos da caréncia desta vitamina sobre o aprendizado e a memoria
espacial e sobre parametros neuroquimicos de diferentes regiGes cerebrais da prole nas fases

jovem e adulta.
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Aprendizagem e Memoria

Aprendizagem € o processo através do qual o organismo adquire conhecimento sobre o
mundo. J& memoria é o processo pelo qual o conhecimento € codificado, retido e,
posteriormente, recuperado (Kandel et al., 2003). A memdria é um fenbmeno dindmico,
podendo ser modificada através de re-consolidacdo e o desempenho alterado através da
extincdo de um comportamento (Abel & Lattal, 2001). A exting&o se refere a inibicdo de um
comportamento aprendido quando a resposta ndo é mais reforcada, sendo um processo ativo
de aprendizagem e ndo a perda da mesma, podendo inclusive se sobrepor a aprendizagem
inicial (Santini et al., 2001; Abel & Lattal, 2001).

Diversas classificacbes para a memoria considerando funcdo, conteldo e tempo de
duracdo tém sido propostas. A existéncia de dois sistemas de memdria classificados em
sistema de curta duracdo, responsavel pelo arquivamento temporario de informacdes; e
sistema de longa duracéo, responsavel pelo arquivamento de informacdes por periodos mais
longos (Peterson & Peterson, 1959) € conhecida ha algum tempo. Na década de 80, uma nova
classificacdo de memdria que considera o fator determinante para a manutencdo da
informacdo o tipo de processamento inicial que a originou e ndo mais o tempo cronolégico foi
proposta por Olton (1979) e Olton e cols. (1979). De acordo com este conceito, informacdes
apresentadas em contextos temporais especificos seriam manipuladas por um sistema de
memoria denominado operacional (ou meméria de trabalho), sendo as informacdes mantidas
por periodos de tempo durante os quais fossem relevantes, devendo ser posteriormente
apagadas. Ja informacdes que sdo usadas em diferentes situacdes e que, portanto, independem
do contexto especifico em que foram adquiridas, seriam arquivadas sob a forma de memoria

de referéncia, podendo ser mantidas por diferentes intervalos de tempo.

A memodria também pode ser classificada de acordo com o conteldo da informacao,
sendo denominada explicita ou declarativa e implicita ou ndo-declarativa (Cohen, 1984;
Squire & Zola-Morgan, 1991; Squire, 1992a). As memoris declarativas incluem lembrancas
de fatos e eventos e sdo armazenadas em estruturas do lobo temporal medial e diencéfalo. Ja
as implicitas, tambem chamadas de procedurais, referem-se a um conjunto de habilidades e
habitos e envolvem estruturas como cerebelo, amigdala e ganglios da base (Squire & Zola,
1996; Kandel et al., 2003). Independente da classificacdo adotada, a ocorréncia de sistemas de
memoOria com caracteristicas distintas tanto de processamento quanto de tempo de

manutencgéo da informacéo é bem estabelecida.
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Em 1981 Morris propds uma técnica para avaliar o aprendizado e a memoria espacial
em modelo experimental animal utilizando um labirinto aquéatico. Neste experimento 0s
animais eram capazes de aprender a localizagcdo de uma plataforma submersa atraves da
formagdo de um mapa espacial a partir de pistas externas ao labirinto. No teste
comportamental proposto por Morris (1981), a memdria de trabalho pode ser definida como a
recuperacdo da informacdo adquirida para a utilizacdo em uma Unica sessdo, mas ndo para
sessdes subsequentes. Por outro lado, a memoria de referéncia seria a recuperacdo de

informagdes que sdo Uteis por varias sessdes ao longo de todo o experimento (Honig, 1978).

A deficiéncia de tiamina

A vitamina B1, também conhecida como tiamina, € um nutriente essencial encontrado
em altas concentracfes em musculos, 6rgaos e tecido cerebral. A tiamina apds ser captada
pelas células pode ser fosforilada dando origem a forma tiamina pirofosfato ou TDP. Este
derivado atua como co-fator das enzimas transcetolase, complexo piruvato desidrogenase e o-
cetoglutarato desidrogenase, enzimas chaves no processo de producdo de energia celular
(Pannunzio et al., 2000; Berg et al., 2004). As enzimas dependentes de tiamina, além de
serem importantes para a manutencdo do metabolismo energético da célula, também atuam de

forma indireta na sintese de lipideos e nucleotideos (Berg et al., 2004).

No sistema nervoso central, além da bem descrita funcdo metabdlica da tiamina como
co-fator de enzimas envolvidas no metabolismo de glicose (B4, 2008; Navarro et al., 2008) e
sintese de neurotransmissores (Molholland, 2006), diversos trabalhos tém sugerido outros
papéis nao-metabodlicos para a tiamina. Dentre essas funcBes podem-se destacar a
estabilizacdo da estrutura e funcdo da membrana plasmatica (Goldberg et al., 2004),
participacdo em vias de transducdo de sinais fosforilativas (Czerniecki et al., 2004) e atuacéo
contra agentes indutores de citotoxicidade (Ba et al., 1996; Aberle et al., 2004). Além disso,
resultados de estudo realizado por Oliveira e cols. (2007) em cultura priméria de neurénios,
sugere a atuacdo da tiamina na modulacdo de canais ionicos. O aumento do conteddo desta
vitamina durante a sinaptogénese, também fornece suporte para o seu envolvimento na

conducéo nervosa (Ramakrishna, 1999).

Segundo Martin e cols. (2003), dada a importancia da tiamina no organismo, uma

reducdo na sua concentracdo tecidual pode interferir em numerosos mecanismos celulares,
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desencadeando processos neurodegenerativos, com consequentes alteracdes em funcdes
cerebrais. Esses distdrbios podem resultar em uma doenca denominada Encefalopatia de
Wernicke (Butterworth, 2003), cujos principais sintomas s&o: oftalmoplegia, ataxia, perda de
memoria, confusdo mental (Butterworth, 2009) e hipoatividade da marcha e da postura
(Zubaran et al., 1997). A deficiéncia de tiamina também é encontrada em estados graves de
desnutricdo associada ou ndo ao alcoolismo (Harper, 2009; Kopelman et al., 2009), na
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Alcaide et al., 2003), em doencgas gastrointestinais
(Butterworth, 2009) e em estados fisiolégicos de aumento do aporte desta vitamina como
gestacdo e lactacdo (WHO, 1999).

LesBes cerebrais similares as lesdes que ocorrem em individuos com Encefalopatia de
Wernicke podem ser induzidas experimentalmente em ratos através da utilizacdo de dieta
deficiente em tiamina, administracdo parenteral de piritiamina (inibidor da pirofosfoquinase)
ou uma combinacdo desses dois procedimentos (Langlais et al., 1996). A deficiéncia de
tiamina leva a perdas celulares no hipocampo, cerebelo, amigdala, talamo, coliculo inferior e
complexo olivar superior (Irle & Markowitsch, 1983; Vortmeyer & Colmant, 1988), além de
degeneracdo de axdnios do clrtex, extensa perda neuronal e gliose dentro do talamo medial e
corpo mamilar (Langlais & Zhang, 1997). Os sinais caracteristicos da deficiéncia de tiamina
em animais sdo: queda de pélo, hiperatividade a estimulos, postura relaxada, ataxia e
anorexia, perda do reflexo de endireitamento e convulsbes; podendo evoluir para a morte
(Mosseau et al., 1996; Ciccia & Langlais, 2000).

Os mecanismos patofisiologicos responsaveis pelas lesdes cerebrais ocorridas na
deficiéncia de tiamina e pela vulnerabilidade seletiva de regides do cérebro a essas lesdes ndo
sdo bem conhecidos. Diversos pesquisadores tém relacionado a morte neuronal observada na
deficiéncia de tiamina ao estresse oxidativo gerado por danos mitocondriais (Park et al., 2000;
Hazell & Butterworth, 2009) e por altas taxas de metabolismo oxidativo (Todd &
Butterworth, 1999; Pannunzio et al., 2000). Outros autores tém sugerido que a morte celular
pode estar relacionada com a reducdo dos niveis de TDP e conseqiiente diminuicdo da
atividade das enzimas a-cetoglutarato desidrogenase, piruvato desidrogenase e transcetolase.
Essas alteragdes metabolicas provavelmente levariam a uma reducdo no conteddo do ATP
celular, acimulo de lactato e acidose (Hakim, 1984). A reducdo na atividade da enzima o-
cetoglutarato desidrogenase pode também levar a um aumento na concentracdo do glutamato
extracelular e induzir a morte neuronal por um mecanismo de excitotoxicidade (Hazell et al.,

1993; Hazell & Butterworth, 2009). A morte celular ocorrida durante a deficiéncia de tiamina
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pode também ser atribuida a processos apoptoticos desencadeados pelo ion calcio. Resultados
obtidos em diversos trabalhos tém sugerido que o aumento dos niveis de calcio intracelular
induz a expressé@o de genes como c-fos e c-jun, que participam da via de transducéo de sinais,
conduzindo a célula a apoptose (Munujos et al., 1993; Hazell et al., 1998). Estudos in vivo
realizados por Matsushima e cols. (1997) também identificaram a ocorréncia de morte celular
por apoptose no talamo, umas das areas cerebrais mais afetadas em ratos e em seres humanos
deficientes em tiamina. Deste modo, os mecanismos pelos quais a deficiéncia de tiamina

provoca lesbes neuropatoldgicas sdo maltiplos.

Independente dos mecanismos patofisiologicos envolvidos na deficiéncia de tiamina,
disfungdes cognitivas e suas relagdes com alteracbes morfolégicas e/ou neuroquimicas
causadas pela privacdo desta vitamina tém sido amplamente investigadas pelo nosso grupo de
pesquisa (Pires et al., 2001, 2005; Carvalho et al., 2006) e por outros (Mumby et al., 1999;
Nakagawasai et al., 2007a; Nakagawasai et al., 2007b; Vetreno et al., 2008).

AlteracGes cognitivas e deficiéncia de tiamina

Diversos estudos realizados em modelos experimentais tém demonstrado que a
deficiéncia de tiamina pode ocasionar alteracdes cognitivas, representadas principalmente por
déficit no aprendizado e memadria espacial (Mair et al., 1991; Mumby et al., 1999; Pires et al.,
2005; Carvalho et al., 2006). Esses prejuizos cognitivos sdo frequentemente atribuidos a
danos em estruturas diencefalicas e corticais, como talamo, hipocampo e cértex pré-frontal.
Além disso, a severidade dos déficits no aprendizado e memoria espacial sdo dependentes do
grau de lesdo diencefalica e cortical (Langlais et al., 1992; Langlais & Savage 1995, Pitkin &
Savage, 2004).

O hipocampo, estrutura do lobo temporal medial, € uma area que desempenha funcéo
importante no processo de memdria dos mamiferos (Squire, 1992b) e torna-se especialmente
relevante quando é necessario combinar e relacionar informac6es de multiplas fontes para
tarefas de memoria espacial (O’Keefe & Nadel, 1978). Em humanos, macacos e roedores,
danos na regido hipocampal provocam prejuizos no desempenho em uma variedade de tarefas
de aprendizado e memdria (Eichenbaum & Cohen, 2001). Diversas altera¢cdes na morfologia
(Irle & Markowitsch, 1983), na neuroquimica (Savage et al., 2003; Savage et al., 2007) e na

neurogénese (Zhao et al., 2008) foram encontradas na regido hipocampal de ratos deficientes



Introdugdo

em tiamina, sugerindo que essas disfungdes podem contribuir para os déficits de aprendizado

e memoria espacial observados nesses animais.

Além do hipocampo, o cortex pré-frontal (CPF) também é uma estrutura envolvida com
o desempenho em tarefas de navegacdo espacial. Dados de estudos neuropsicoldgicos em
animais e humanos e morfoldgicos no cortex pré-frontal demonstram que o desenvolvimento
desta estrutura se correlaciona com o desenvolvimento das fungdes cognitivas, sendo que as
areas laterais estdo envolvidas com funcgdes executivas (Fuster, 2002). O CPF possui papel
fundamental na memoria, pois em modelos animais, lesdes nesta estrutura ocasionam piora na

recuperacdo e ordenamento temporal de memarias (Winocur & Moscovitch, 1999).

A deficiéncia de tiamina causa disfungdes neuroguimicas (Carvalho et al., 2006) e perda
de tecido (Langlais & Savage, 1995) no cortex pré-frontal. Além disso, devido a existéncia de
inimeras conexdes entre CPF e diversos nucleos talamicos (Fuster, 2002), e esta regido ser
uma das mais afetadas pela deficiéncia de tiamina, uma disfuncdo no talamo poderia causar

alteracOes em areas do CPF associadas a aspectos cognitivos.

Alteracdes neuroquimicas e deficiéncia de tiamina

De acordo com diversos autores (Langlais & Zhang, 1997; Calingasan et al., 1998;
Todd & Butterworth, 1999; Gibson & Zhang, 2002) lesbes morfolégicas causadas pela
deficiéncia de tiamina, geralmente sdo precedidas por alteragdes funcionais em sistemas de
neurotransmissdo. Diversos trabalhos indicam que a deficiéncia de tiamina pode causar
perturbacdes nos circuitos colinérgico (Pires et al. 2001; 2005; Vetreno et al., 2008; Roland et
al., 2010), serotonérgico (Nakagawasai et al., 2007a; Vigil et al., 2010), dopaminérgico e
noradrenérgico (Nakagawasai et al., 2007b), glutamatérgico (Todd & Butterworth, 1998;
Savage et al., 1999; Kawakami et al., 2010) e GABAérgico (Butterworth et al., 1979;
Butterworth, 1989; Roland & Savage, 2009).

Dentre 0s inimeros circuitos envolvidos na neurotransmissdo no sistema nervoso
central de mamiferos, a interacdo coordenada entre os estimulos excitatorios e inibitorios
originados nos sistemas glutamatérgico e GABAErgico, respectivamente (Figura 1, painéis A
e B) é fundamental tanto para o desenvolvimento quanto para a manutencdo de fungdes

cognitivas complexas como aprendizado e memoria (Foster & Kemp, 2006). Uma vez que a
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deficiéncia de tiamina pode causar perturbacdes nos circuitos GABAérgico e glutamatérgico,
é plausivel supor que as alteracdes cognitivas observadas nos animais deficientes em B1

devam-se, pelo menos em parte, a disturbios relacionados a esses sistemas.

Representacdo esquematica de terminais glutamatérgico e GABAérgico

A
Presynaptic
neuron
Phosphate-
activated
glutaminase
Glutamate iptic
receptors vesic
+% , Glutamate 4
+ 2 Glutamine
Astroglial cell
Fonte: Rothstein, J. D. Neurobiology: bundling up
excitement. Nature. 2000; 407: 141-143.
B

O.I
ece

Fonte: Bambrilla et al. GABAergic dysfunction in mood
disorders. Molecular Psychiatry. 2003; 8: 721-37.

Figura 1: Esquema de um terminal glutamatérgico (painel A) e GABAérgico (painel B)
representando o ciclo de sintese a partir da glutamina, exocitose e recaptacdo de glutamato e
GABA, respectivamente. Os neurotransmissores apés liberados na fenda sinaptica podem se

ligar a receptores especificos ou serem recaptados por transportadores predominantemente
localizados nas células gliais.
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De acordo com Salinska & Stafiej (2003) glutamato é o principal aminoécido envolvido
em respostas sindpticas excitatorias no sistema nervoso central, onde se encontra distribuido
de maneira ampla e uniforme, participando de varios processos fisiolégicos como
neurogénese, migracdo celular, plasticidade neuronal e processos de aprendizado e memoria
(Nacher et al., 2002; McGee & Bredt, 2003).

Dentre os varios sistemas envolvidos nos processos cognitivos, 0 circuito
glutamatérgico possui papel significativo (Steckler et al., 2005; Antzoulatos & Byrne, 2004;
Gravius et al.,, 2010). Inumeras evidéncias suportam o envolvimento do receptor
glutamatérgico n-metil-D-aspartato (NMDA) na potencializacdo de longa duracdo (LTP),
processo eletrofisioldgico provavelmente envolvido na formacdo de memaria (Riedel et al.,
1996; Whitlock et al., 2006). Manipula¢des farmacoldgicas envolvendo a LTP parecem estar
associadas a alteracbes comportamentais, dependentes do hipocampo, que podem ser
quantificadas por um déficit no desempenho de tarefas que envolvem aprendizado espacial
(Boast et al., 1999, Bikbaev et al., 2008, Neyman & Manahan-Vaughan, 2008). Embora
evidéncias da importancia da LTP na funcdo hipocampal sejam claras, a LTP ndo é um
fendmeno exclusivo do hipocampo, sendo observado em outras regides cerebrais, como
cortex pré-frontal (Vickery et al., 1997). Assim, a neurotransmissdo glutamatérgica no cortex
pré-frontal € necessaria para induzir tanto LTP quanto LTD (depressdo de longa duracao).
Além disso, a ativacdo glutamatérgica no cértex pre-frontal proveniente do hipocampo €
crucial para a formacgdo da memoria espacial (Vickery et al., 1997; Lee & Kesner, 2003), pois
lesBes ou inativagBes desse circuito induzem déficit de desempenho em tarefas cognitivas

espaciais (Kesner et al., 1996; Floresco et al., 1997).

Comparado com o receptor NMDA, existem menos estudos sobre a contribuicdo dos
receptores  glutamatérgicos do tipo amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpro-prionato
(AMPARS) no processo de formacdo de memoria. Entretanto, varios trabalhos sugerem que
tais receptores possam desempenhar papel especifico na regulacdo e modulacdo da excitacdo
neuronal, favorecendo o fortalecimento sinaptico (Riedel et al., 2003).

J& 0 neurotransmissor inibitorio, o amino&cido y-aminobutirico (GABA), promove a
reducédo da excitabilidade neuronal ao se ligar a receptores ionotropicos (GABAA e GABA()
que sdo canais idnicos permeaveis ao ion cloreto e a receptores metabotropicos (GABAg)
acoplados a proteina G e que regulam a condutancia de canais de potassio e calcio (Bambrilla

et al., 2003; Ben-Avri et al., 2007). Diversos trabalhos sugerem o envolvimento do GABA em



Introdugdo

funcdes sinalizadoras. Por exemplo, no cortex ja foi descrito o papel do GABA no controle da
excitabilidade neuronal e processamento de informagdo (McCormick et al., 1993; Krnjevic,
1997), na plasticidade neuronal (Jones, 1993) e na sincronizacdo da rede neuronal (Buszaki &
Chrobak, 1995). Devido ao papel importante da sinalizagdo GABAérgica na fisiologia do
cérebro, disfuncdes neste circuito podem resultar em condi¢des patoldgicas, como por

exemplo, epilepsia (Ben-Avri et al., 2007).

O sistema GABAérgico também esta envolvido em processos cognitivos como
aprendizado e memoria (Ramirez et al., 2005; Toso et al., 2007; Shahidi et al., 2008;
McNally et al., 2008; Makkar et al., 2010). No hipocampo, estrutura envolvida em
aprendizado e memdria foram descritos diversos tipos de interneurbnios GABAEérgicos
formando sinapses em diferentes dominios das células alvo pos-sinapticas, exercendo

importante papel modulatério (Han et al., 1993; Freund & Buzséki, 1996).

Diversos estudos utilizando agonistas e antagonistas de receptores GABAEérgicos
corroboram o importante papel deste circuito no aprendizado e memdria. Assim, drogas que
ativam o sistema GABAérgico promovem prejuizo na formagdo da memdria quando
administradas no ventriculo lateral, prosencéfalo basal, hipocampo e amigdala (Nagahara &
McGaugh, 1992; Spanis et al., 1999; Maruki et al., 2001; Zarrindast et al., 2004; McEown &
Treit, 2010 ).

Além disso, um aumento da funcdo inibitoria GABAGérgica provocado pela
administracdo sistémica de diazepam induz prejuizo cognitivo quando os individuos séo
avaliados no labirinto aquatico de Morris (Arolfo & Brioni, 1991; McNamara et al., 1993).
Por outro lado, drogas que inibem o sistema GABAEérgico, promovem melhora no
aprendizado e na meméria (Nutt & Malizia, 2001; Getova & Dimitrova, 2007; Ochalski et al.,
2010).

Mott & Lewis (1991) sugerem que a transmissdo GABAérgica também esta envolvida
no mecanismo de LTP, pois a administracdo de antagonistas GABAérgicos resultou na
facilitacdo da indugéo de LTP. Assim, LTP pode estar pelo menos em parte relacionada a um
aumento da atividade excitatoria glutamatérgica e diminuicdo da atividade inibitoria

GABAEérgica, corroborando o papel desses sistemas no aprendizado e memoria.
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Deficiéncia maternal de tiamina

A desnutricdo neonatal constitui um problema social mundial, ocorrendo com
frequéncia, principalmente, em paises em desenvolvimento (WHO, 1999). A gravidade da
desnutricdo neste periodo decorre do fato de que os principais sistemas bioldgicos se
desenvolvem na idade fetal e infancia. Especificamente em relagdo ao sistema nervoso, no
periodo pré-natal ocorre intensa proliferacdo neuronal e nas fases pés-natais iniciais um
acentuado desenvolvimento das células gliais, mielinizacdo e maturacdo bioquimica. Desta
forma, alteracGes nessas etapas do desenvolvimento podem provocar danos permanentes nos
individuos (Wurtmam & Wurtmam, 1975).

Segundo Baker e cols. (2002), em média, 20 a 30% das mulheres gravidas apresentam
deficiéncia de alguma vitamina e esse valor é ainda maior, cerca de 75%, em mulheres que
ndo obtém suplementacdo alimentar. Além disso, dentre as vitaminas pesquisadas, a caréncia
de tiamina é uma das mais recorrentes nos trés trimestres da gravidez (Baker et al., 2002). De
acordo com estudos realizados pela Organizacdo Mundial de Salde (1999), isso ocorre
porque o requerimento de tiamina é significativamente aumentado em gestantes e lactentes,
sendo recomendado uma quantidade adicional de 0,4 mg/dia e 0,5 mg/dia durante a gravidez e
a lactacdo, respectivamente. Os pesquisadores que analisaram a concentracdo de tiamina em
mulheres gravidas e lactentes, por razdes éticas, se limitaram a determinar os niveis desta
vitamina sem avaliar os efeitos da deficiéncia no desenvolvimento da prole. Neste sentido,
tornam-se relevantes os estudos realizados em modelos experimentais com o intuito de
compreender os efeitos da deficiéncia maternal de tiamina na prole, e de forma mais ampla, o

papel da tiamina no desenvolvimento do sistema nervoso central.

Estudos das alteracBes cognitivas, morfolégicas e neuroquimicas em ratos adultos
submetidos a deficiéncia de tiamina tém sido realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Pires
et al., 2001, 2005; Carvalho et al., 2006) e por outros (Langlais et al., 1992; Langlais &
Savage, 1995; Mumby et al., 1999; Vetreno et al., 2008). Entretanto, poucos trabalhos
abordam os efeitos da deficiéncia maternal de tiamina (Trostler et al., 1977, Roecklein et al.,
1985, Butterworth, 1987; Hass, 1988, Fournier & Butterworth, 1990), apesar de o cérebro ser
especialmente vulneravel a deficiéncia dessa vitamina durante a ontogénese (Greenwood et
al., 1985; Greenwood & Craig, 1987) e o requerimento de tiamina ser muito aumentado

durante a gravidez e a lactacdo (Ramakrishnan et al., 1999; WHO, 1999).
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Dados anteriormente publicados indicam que a deficiéncia maternal de tiamina induz
retardo no desenvolvimento do feto (Roecklein et al., 1985), diminuicdo do peso cerebral e da
mielogénese (Trostler et al., 1977) e alteragbes em pardmetros neuroquimicos no sistema
nervoso central da prole (Butterworth, 1987).

Fournier & Butterworth (1990) tambeém verificaram que a deficiéncia de tiamina
durante a gestacdo induz alteragdes bioquimicas na prole. As atividades das enzimas
transcetolase, complexo piruvato desidrogenase e «-cetoglutarato desidrogenase foram
avaliadas em maes deficientes de tiamina e em seus filhotes. As ratas gravidas apresentaram
progressao mais acentuada dos sinais provocados pela deficiéncia em relacdo as ratas nao-
gravidas, porém, em nenhum dos dois grupos experimentais foi verificada alteracdo na
atividade cerebral das trés enzimas dependentes de tiamina. No mesmo trabalho, ao se avaliar
os filhotes provenientes de mades deficientes, foi verificado que a atividade dessas trés
enzimas, presentes no cortex cerebral, sofreu uma reducdo significativa em relacdo aos
filhotes provenientes de maes controles. Devido a importancia das enzimas dependentes de
tiamina para o estabelecimento do metabolismo energético cerebral adulto e para a sintese de
mielina, é pertinente inferir que a deficiéncia maternal de B1, em um periodo téo vulneravel
do desenvolvimento cerebral, possa ter consequéncias metabdlicas graves e sequelas

neuroldgicas na prole que irdo refletir em alteracdes na fase adulta.

Estudos histologicos realizados no hipocampo de ratos submetidos a deficiéncia
maternal de tiamina corroboram a importancia desta vitamina para o desenvolvimento
cerebral, pois sua caréncia ocasiona lesdes teciduais que permanecem em épocas posteriores
da vida (Bé et al., 1999; Ba et al., 2005). Nesses trabalhos a deficiéncia de tiamina na dieta
foi realizada em trés periodos distintos denominados de pré-natal (deficiéncia durante a
gestacdo), peri-natal (deficiéncia do sétimo dia de gestacdo ao décimo dia de amamentacéo) e
pos-natal (deficiéncia durante todo o periodo de amamentacdo). As avaliagcbes morfométricas
realizadas nos animais com 45 dias de idade (jovens) indicaram significativas atrofia e
diminuicdo da densidade das células piramidais CA1, CA2 e CA3 e das células granulares do

hipocampo nos animais provenientes de maes deficientes em tiamina.

Oliveira e cols. (2007) utilizando cultura de neurbnios granulares do cerebelo
mostraram que a deficiéncia de tiamina durante a gestacdo pode ocasionar morte neuronal
devido a reducdo na condutancia dos canais de potassio dependentes de voltagem, sugerindo

um possivel papel desta vitamina na modulacgéo de canais i0nicos.
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Deste modo, os trabalhos realizados sobre os efeitos da deficiéncia maternal de tiamina,
apesar do pequeno nimero, sugerem que esta vitamina é fundamental para o desenvolvimento
cerebral da prole. Sua falta induz diminuicdo do peso cerebral e da mielogénese (Trostler et
al., 1977), alteracbes em pardmetros neuroquimicos centrais (Butterworth, 1987), reducdo na
atividade da transcetolase, complexo piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase
(Fournier & Butterworth, 1990), enzimas essenciais para 0 metabolismo cerebral; além de

induzir alteracdes histoldgicas no hipocampo (Ba et al., 1999; Ba et al., 2005).

Uma vez que a deficiéncia maternal de B1 provoca alteracGes cerebrais - bioquimicas
e morfoldgicas - que permanecem em épocas posteriores da vida, é possivel que déficits
cognitivos também possam ocorrer nesses animais. Até 0 momento, nenhum estudo abordou
o0 tema das relacdes entre as disfungdes cerebrais e 0s possiveis prejuizos comportamentais
em ratos cujas mdes foram submetidas a deficiéncia de tiamina. Portanto, no presente
trabalho, avaliou-se pela primeira vez, em dois experimentos independentes, os efeitos da
restricdo maternal de tiamina durante a lactacdo ou o periodo peri-natal sobre parametros
neuroguimicos e o desempenho em testes de aprendizado/memoria espaciais, da prole nas
fases jovem e adulta.

Dada a importancia da tiamina no sistema nervoso central, trabalhos que possam gerar
conhecimento acerca das disfuncdes cerebrais e dos prejuizos cognitivos causados pela
deficiéncia maternal desta vitamina adquirem relevancia. Esses estudos podem contribuir
para o0 esclarecimento dos mecanismos responsaveis pelo comprometimento de funcgdes
biologicas e ou comportamentais na fase adulta induzidas por injarias feitas durante o
desenvolvimento. Além disso, é importante salientar que a investigacdo das alteracbes
bioquimicas decorrentes da deficiéncia de tiamina pode auxiliar no entendimento dos
mecanismos bioldgicos e das disfuncbes comportamentais gque ocorrem em processos

neurodegenerativos.
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Objetivos

1. Geral

Estudar, em modelo experimental animal, os efeitos da restrigdo maternal de tiamina
sobre parametros comportamentais e bioquimicos, em fases posteriores do desenvolvimento

da prole.

2. Especificos

2.1. Estabelecer o modelo de restricdo de tiamina durante a lactacdo ou o periodo peri-natal
em ratos da linhagem Wistar;

2.2. Desenvolver, em colaboracdo com a Escola de Engenharia Elétrica da UFMG, um
programa de analise de imagens para automatizar a coleta dos dados durante os testes no

Labirinto Aquéatico de Morris;

2.3. Estabelecer o método de dosagem de tiamina nas racdes através da técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

2.4. Estabelecer o método de dosagem de GABA e glutamato em amostras de tecido cerebral

através da técnica de HPLC;

Avaliar nos ratos jovens e adultos, submetidos a restricdo de tiamina durante a lactacao

(Parte 1) ou periodo peri-natal (Parte 11):

2.5.0 desempenho e a flexibilidade comportamental (extincdo) em tarefas de

aprendizado espacial;

2.6. aspectos da memoria espacial de referéncia e de trabalho;

2.7. as concentracdes de GABA e glutamato no hipocampo, talamo e cortex pré-frontal;

2.8. as possiveis correlacGes entre 0s parametros bioquimicos e comportamentais.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado com ratos machos e fémeas da linhagem Wistar mantidos no
biotério em ciclo de 12 horas claro/escuro, recebendo agua e racao ad libitum durante todos
0s experimentos. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estdo em
concordancia com as normas internacionais de uso e manutengdo de animais em laboratdrio
(National Research Council, 1985).

A restricdo maternal de tiamina foi realizada nas ratas durante a lactacdo ou o periodo
peri-natal em dois delineamentos independentes (Partes | e Il, respectivamente). Para cada
episodio de restricdo de tiamina, as avaliagbes comportamentais e bioquimicas das proles
foram efetuadas em dois periodos distintos do desenvolvimento: fase jovem e fase adulta,
também de forma independente. Deste modo, a parte | do presente trabalho agrupa os dados
referentes aos efeitos da restricdo de tiamina durante a lactacdo e a parte Il durante o periodo
peri-natal. Nas duas partes do estudo, todas as variaveis foram determinadas nas proles em
dois periodos — fases jovem e adulta.

Parte | — Restricdo de tiamina durante a Lactacao

1. Obtencdo e manuseio de ratas gravidas controles e restritas em tiamina

O ciclo estral de ratas pode ser subdivido em quatro periodos distintos, de acordo com a
concentracdo sanguinea de estrdégeno: diestro, proestro, estro e metaestro. A oscilacdo
hormonal ao longo do ciclo induz alteraces no epitélio vaginal que podem ser associadas as
suas diversas fases (Cooper et al; 1993). O monitoramento diario do ciclo foi feito através de
esfregaco vaginal com solucdo salina (0,9% cloreto de s6dio) e visualizagdo das células em
microscopio éptico. Durante o diestro a concentracdo de estrogeno no sangue € baixa e o
epitélio vaginal contém uma mistura de tipos celulares com predominancia de leucdécitos (Fig.
2A). O aumento da concentracdo de estradiol induz acdo proliferativa no epitélio vaginal e
predominancia de celulas polinucleadas dispersas ou agrupadas caracteristicas do proestro,
fase em que ocorre a ovulagdo (Fig. 2B). Apos a liberagdo do ovulo, ocorre formacdo do
corpo lateo e queda do nivel plasmético de estradiol levando a uma reducéo da proliferacéo
do epitélio vaginal e o predominio de células cornificadas que caracterizam a fase de estro
(Fig. 2C). O estagio de transicdo entre estro e diestro, denominado metaestro, contém tanto

celulas cornificadas quanto leucocitos (Fig. 2D).
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Fases do ciclo estral de ratas Wistar
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Figura 2: Fotomicrografia da citologia exfoliativa vaginal de ratas Wistar durante o ciclo
estral. As fases constituintes do ciclo encontram-se representadas nos painéis: A (Diestro), B

(Proestro), C (Estro) e D (Metaestro).
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O ciclo estral das ratas foi acompanhado por cerca de 12 dias e, apds este periodo
fémeas em proestro foram acasaladas na proporcdo de duas fémeas para um macho. O
acasalamento foi confirmado pela presenca de espermatozdides no esfregaco vaginal, e este
dia foi considerado o primeiro da gestacdo. As fémeas gravidas foram mantidas
individualmente por todo o periodo gestacional (aproximadamente 21 dias) recebendo racdo
comercial “Nuvilab”. No dia seguinte ao parto, a prole foi inspecionada e somente 0os machos
permaneceram com as mées na proporc¢éo de seis a oito filhotes por fémea. Neste mesmo dia,
as maes com suas respectivas proles foram aleatoriamente divididas em dois grupos: controles
e restritas em tiamina. As fémeas do grupo controle receberam racdo padrdo produzida no
laboratdrio (Tabelas 1, 2, 3) durante todo o periodo de amamentacdo (30 dias). As fémeas
restritas receberam pelo mesmo periodo de tempo, ra¢do produzida no laboratério contendo
10% de tiamina em relagdo ao nivel normal desta vitamina contido na racdo padréo (controle).
Apdbs o desmame, 0s ratos machos provenientes de mées controles e restritas em tiamina
foram alocados por grupo em caixas plasticas na proporcdo de cinco animais por caixa e
mantidos com ra¢do comercial “Nuvilab” até o fim dos experimentos. As maes do grupo
controle, apds um periodo de descanso de 45 dias foram novamente acasaladas e utilizadas

em outros experimentos. Ja as maes restritas foram descartadas apos o desmame da prole.

Composicgéo das ragdes produzidas no laboratdrio

Quantidade em g/Kg de

Nutrientes ragio
Amido de Milho 507,0
Polvilho 169,0
Caseina* 200,0
Oleo de Soja 50,0
Mistura de Sais® 50,0
Mistura de Vitaminas® 10,0
Celulose 10,0
Colina-HCI 4,0
Tocoferol (vitamina E) 0,4
BHT (conservante) 0,1

Tabela 1: Lista dos nutrientes (g/kg de ragdo) constituintes das ragdes produzidas no
laboratorio. *A caseina da ragdo restrita em tiamina foi autoclavada, secada e triturada antes
do uso para garantir a auséncia de vitamina B1 na mesma.

3 \er tabela 2, ® Ver tabela 3.
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Composicao da mistura de sais

Sais minerais % por mistura de sais
NaCl 13,93
Kl 0,08
MgSQO4.7H,0 573
CaCoOs; 38,14
MnS0O,4.H,0 0,40
FeSO,.7H,O 2,70
ZnS0,4.7H,0 0,05
CuS0O4.5H,0 0,05
CoCl,.6H,0 0,02
KH,PO4 38,90

Tabela 2: Porcentagem de todos os sais utilizados na composicao da mistura de sais.

Composicao da mistura de vitaminas

) ) % por mistura de
Vitaminas P

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: Porcentagem de todas as vitaminas utilizadas na composigéo da mistura de
vitaminas.

* A porcentagem de Tiamina-HCI na racdo restrita foi de 0,005 % (valor correspondente a
10% da quantidade utilizada na racéo padrao).
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2. Delineamento Experimental

O delineamento experimental consistiu de dois experimentos independentes (Fig. 3),
nos quais as avaliacdes dos efeitos da restricdo de tiamina, induzida durante o periodo da
lactacdo, foram realizadas em épocas distintas do desenvolvimento da prole: fase jovem (30
dias) e adulta (75 dias).

Para as avaliacGes na fase jovem foram utilizados 29 ratos, sendo 11 provenientes de 3
mées controles e 18 provenientes de 3 maes restritas, denominados grupos Jovens Maes
Controles (JMC) e Jovens Maées Restritas (JMR), respectivamente. Os animais foram
submetidos aos testes comportamentais no dia seguinte ao desmame, ou seja, com 31 dias de
vida. As avaliacGes comportamentais foram realizadas durante treze dias e 48 horas ap06s o
término, os ratos com 45 dias de idade foram sacrificados por decapitacdo e as avaliacGes
bioquimicas iniciadas (Fig. 3).

Delineamento experimental semelhante foi adotado para as avaliacGes realizadas na fase
adulta. Em experimento independente foram utilizados 28 ratos, sendo 11 provenientes de trés
mées controles e 17 provenientes de trés mées restritas em tiamina, denominados grupos
Adultos Mées Controles (AMC) e Adultos Maes Restritas (AMR), respectivamente. Apos 0
desmame, o0s ratos passaram por um periodo de recuperacdo de 45 dias, sendo submetidos ao
inicio dos testes comportamentais com 75 dias de idade. As avaliagdes comportamentais
foram realizadas durante treze dias. Quarenta e oito horas ap6s o término dos testes, os ratos
com 90 dias de idade foram decapitados e as avaliagdes bioquimicas realizadas (Fig. 3).

O peso corporal dos ratos jovens foi aferido semanalmente a partir do sétimo dia de
vida. A ultima afericdo foi realizada no dia do sacrificio, totalizando seis medidas. J& para o
grupo dos animais adultos, as afericdes de peso corporal foram iniciadas na quarta semana de
vida. Como a ultima afericdo foi feita no dia do sacrificio, um total de nove medidas foi
obtido. Os animais foram decapitados e o encéfalo retirado da caixa craniana. Apds a remocao

do cerebelo, o restante do encéfalo dos ratos jovens e adultos foi pesado.
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Delineamento Experimental — Parte |
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Figura 3: Esquema do delineamento experimental para a parte | do estudo (Restri¢do de
Tiamina durante Lactacdo). A escala temporal em dias corresponde a idade dos animais
(linha superior) e a cronologia experimental (linha inferior). J e A: jovens e adultos; MC
e MR: ratos provenientes de maes controles e restritas, respectivamente. LAM: Labirinto
Aquatico de Morris.

As avaliacdes comportamentais foram realizadas no Labirinto Aquatico de Morris —
LAM (1981). A aquisicao da informacéo espacial (aprendizado) foi feita durante cinco dias
consecutivos. No dia seguinte, os ratos foram submetidos ao teste comprobatorio para se
avaliar aspectos da memdria espacial de referéncia e o comportamento de extin¢do (ver
detalhes abaixo, item 3.3). Quarenta e oito horas ap6s o término do teste o0s ratos foram
novamente treinados durante cinco dias consecutivos, porem com a posicdo da plataforma
alternada diariamente (ver detalhes abaixo, item 3.4). No sexto dia a memdria de trabalho foi

avaliada.
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3. Estudos Comportamentais

3.1. Equipamento

As avaliacbes comportamentais, aspectos dos processos de aprendizagem, memoria e
extingdo, realizadas através do Labirinto Aquético de Morris (LAM) foram conduzidas em
uma piscina circular de fibra de vidro, com aproximadamente 1,80 m de didmetro e 43 cm de
altura, contendo agua a 25°C até o nivel de 30 cm. A piscina é dividida em quatro quadrantes
imaginarios denominados NW (noroeste), SW (sudoeste), NE (nordeste) e SE (sudeste). Uma
plataforma circular de acrilico (15 cm de didmetro) foi colocada a 2 cm abaixo do nivel da
agua em um dos quadrantes, denominado quadrante alvo. Para impedir a localizacao visual da
plataforma, a agua foi turvada com a adi¢do de 80 g de leite em p6. A piscina ndo possui
nenhuma pista, marca ou sinal interno, mas se encontra alocada numa sala de 3 x 3 m, com
pistas estaveis visuais extra-labirinto que servem de referéncia para que o animal localize a
plataforma (Fig. 4). Uma camera de televisao com lente angular foi fixada no teto da sala bem

acima da piscina para registrar os testes.

3.2. Treino — Aprendizagem espacial

O treino (aquisicdo) foi realizado em cinco sessdes consecutivas, sendo cada sessao
constituida de quatro tentativas com rodizio dos animais entre as tentativas. Durante o treino a
plataforma estava localizada em uma posicdo constante no centro do quadrante NW
(quadrante alvo). Cada tentativa consistiu em colocar o animal dentro da piscina, junto a
borda e virado para esta, em um quadrante aleatoriamente escolhido. O animal foi deixado na
piscina por no méximo 60 segundos. A tentativa era finalizada quando o animal encontrava a
plataforma ou o tempo de 60 segundos era atingido e, neste Gltimo caso, o animal era
conduzido até a plataforma. Depois de encontrar ou ser guiado até a plataforma, os ratos eram
deixados neste local por 15 segundos e em seguida retirados da piscina. A laténcia (tempo em
segundos gasto pelo animal para encontrar a plataforma) e a distancia total percorrida
(centimetros) foram utilizadas como unidades quantitativas do desempenho do animal durante
o treino no LAM. A atividade motora dos animais também foi avaliada ao longo das sessdes
através da velocidade de natacdo expressa em cm/s. Em cada sessé@o a laténcia, a distancia
percorrida e a velocidade de cada animal foram obtidas através do calculo da mediana dos

valores nas quatro tentativas.
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3.3. Teste comprobatdrio — Memdria de referéncia e extingao

Um dia ap0s a Gltima sesséo do treino foi realizado o teste comprobatdrio para avaliar a
memoria espacial de referéncia e o comportamento de extingdo dos animais. Neste teste, a
plataforma foi retirada da piscina e cada rato foi colocado para nadar uma Unica vez por um
tempo de dois minutos. A atividade motora dos ratos foi avaliada através da velocidade de
nado no primeiro e segundo minutos. A distancia média ao alvo durante o primeiro minuto
(d1) e o tempo de permanéncia no quadrante alvo também no primeiro minuto (t1) foram
utilizados para avaliar a memoria espacial de referéncia. O comportamento de extingdo foi
analisado através da relacdo entre o segundo e o primeiro minuto do teste. Assim, através das
razdes d2/d1 (distancia ao alvo no segundo minuto pelo primeiro minuto) e t2/t1 (tempo de
permanéncia no quadrante alvo no segundo minuto pelo primeiro minuto) o indice de

extingéo obtido foi utilizado para avaliar o comportamento de extingéo.

Foto do Labirinto Aquatico de Morris (LAM)

Figura 4: Foto da sala onde foram realizados os testes no Labirinto Aquatico de Morris.
Nessa foto pode-se observar: uma piscina no centro da sala e algumas das pistas visuais
extra-labirinto (p.ex. torneira e mangueira a esquerda, caixa azul a direita). O circulo branco
indica a localizag8o da plataforma submersa e a seta vermelha um animal nadando durante
um teste.
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3.4. Avaliacado da memoria espacial de trabalho

Um dia apds o teste comprobatério foram realizadas cinco sessfes consecutivas de
treino com duas tentativas alternadas em cada sessdao conforme anteriormente descrito por
Gorgi e cols. (2008). Durante este treino a plataforma foi aleatoriamente posicionada no
centro de um dos quatro quadrantes. Os animais foram colocados com a face voltada para a
borda da piscina nos dois quadrantes diametralmente opostos a localizacdo da plataforma
naquele dia. Cada tentativa teve a duracdo méaxima de 60 segundos. Apos cinco dias o
comportamento dos animais estava estabilizado, ou seja, eram capazes de encontrar a
plataforma na segunda tentativa, indicando que as novas regras da tarefa haviam sido
aprendidas. No dia seguinte a estabilizacdo do comportamento (sexto dia) foi realizado o teste
para avaliar a memoria espacial de trabalho. A laténcia (segundos), a distancia total percorrida
(centimetros) e a velocidade de nado (centimetros/segundo) da segunda tentativa foram
registradas.

3.5. Obtencao e processamento dos dados comportamentais

A coleta dos dados comportamentais foi realizada de forma automatizada, através de um
programa de analise de imagens no sistema operacional Linux. O programa foi desenvolvido
em colaboracdo com um estudante do Departamento de Engenharia Elétrica da UFMG, Vitor
Purri. Uma camera de televisdo posicionada acima da piscina transmitia imagens para um
computador que registrava os sinais. Ap0s o término do experimento, as imagens gravadas
foram submetidas a quatro etapas distintas: edi¢do, processamento, pds-processamento e
geracdo de resultados. Na edicdo o experimentador definia a posi¢ao da plataforma, os limites
da piscina, os quadrantes, o inicio e o término de cada tentativa. Depois de editado, os testes
foram processados, ou seja, a trajetoria média de cada rato para cada tentativa foi calculada.
Na etapa seguinte, o processamento foi conferido pelo experimentador e caso necessario, a
trajetoria tracada pelo programa poderia ser corrigida.

Na ultima etapa, os resultados dos testes foram gerados de forma qualitativa (uma
imagem representando a trajetéria de cada animal por tentativa - Fig. 5) e quantitativa
(planilhas de dados — Tabelas 4 e 5). Para cada sessdo no LAM foram gerados dois tipos de
planilha de dados: uma geral com os dados de todos os ratos e que continha as seguintes
informacdes: laténcia, tempo que o animal permaneceu em cada quadrante, distancia total
percorrida e velocidade média (Tabela 4). Como cada sessdo era composta por quatro

tentativas, planilhas detalhadas de cada tentativa por animal também foram obtidas. A Tabela
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5 ilustra uma planilha detalhada em que a cada instante de tempo a presenca do rato nos

quadrantes, a distancia a plataforma, a distancia percorrida e a velocidade de nado podem ser

visualizadas.

Representacdo dos dados qualitativos de uma tentativa no LAM

Figura 5: Representacdo ilustrativa dos dados qualitativos gerados para uma tentativa no
Labirinto Aquatico de Morris (LAM). As posicdes E, S, N e W estdo conectadas entre si
pelas linhas verdes formando os quadrantes imaginarios da piscina: NW, SW, NE e SE. O
circulo vermelho, tracado pelo programa, indica os limites internos da piscina e a linha
vermelha a trajetoria percorrida pelo animal, depois da aprendizagem, da borda até a
plataforma submersa (circulo verde).
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Planilha geral de dados quantitativos de uma sessdo no LAM

Rato Duracdo [SW NW SE NE Distancia [Velocidade
ratol/1 60,2 12,46 11,01 20,33 16,05| 1610,13 26,746
rato2/1 60,2 30,6 6,43 17,89 5,08| 1205,39 20,023
rato3/1 60,01 16,6 15,15 18,04 9,67| 1696,93 28,28
rato4/1 60,19 30,25 12,61 7,18 9,17| 149189 24,786
rato5/1 60,2 25,71 5,43 17,14 11,51 143781 23,884
rato6/1 60,2 22,03 6,13 26,01 4,93 1436,67 23,867
rato7/1 36,6 9,7 11,83 11,19 3,28 965,64 26,386
ratol1/2 60 23,45 18,5 11 6,25 1448,3 24,138
rato2/2 60,2 39,42 11,41 3,79 5,08| 1527,25 25,37
rato3/2 60 25,76 21,08 5,63 6,03| 1509,98 25,166
rato4/2 60 18,04 14,95 14,3 12,21| 1630,11 27,167
rato5/2 47,59 11,4 34,9 0 0,9 1201,17 25,238
rato6/2 60,2 7,1 22,3 9,3 20,9| 1604,37 26,653
rato7/2 20,19 3 6,45 5,8 4,85 648,49 32,114
rato1/3 60 14,14 9,01 17,97 17,47 1719,78 28,662
rato2/3 23,41 0,8 13,1 0 8,1 545,66 23,312
rato3/3 17,8 0,25 6,4 6,15 4,75 497,2 27,933
rato4/3 60,21 18,24 19,19 5,38 16,6)/ 1568,59 26,053
rato5/3 42,8 7,12 22,64 3,38 9,36 1052,93 24,603
rato6/3 21,41 4,06 4,81 3,27 8,87 530,89 24,799
rato7/3 8,8 3,18 2,69 1,86 0,98 295,27 33,545
ratol1/4 8,6 0 3,81 0,1 4,1 191,99 22,327
rato2/4 13,6 0 4,38 0,74 7,98 245,78 18,078
rato3/4 27,8 12,64 7,15 3,73 3,88 731,1 26,301
rato4/4 60 18,5 19,8 6,95 14,05| 1393,67 23,228
rato5/4 60,2 10,22 18,39 14,6 16,19| 1656,18 27,513
rato6/4 12,2 0 51 0,1 6,9 271,52 22,259
rato7/4 12,2 0,7 9,35 0 2 333,32 27,313

Tabela 4: Exemplo de planilha de dados obtida em uma sessdo no Labirinto Aquatico de
Morris (LAM). A primeira coluna da tabela contém a identificacdo do rato/ numero da
tentativa e as demais colunas os pardmetros avaliados. A duracdo de cada tentativa (laténcia)
e 0 tempo gasto em cada quadrante séo dados em segundos (s), a distancia total percorrida
em centimetros (cm) e a velocidade média em cm/s.
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Planilha detalhada da tentativa de um rato no LAM

Quadro |Tempo SW SE NE NW Plat.Dist [Distancia |Velocidade
0 0 0 0 0 100 50,6 0 0
1 0,05 0 0 0 100 49,69 1,76 35,275
2 0,1 0 0 0 100 48,71 1,74 34,842
3 0,15 0 0 0 100 47,52 1,74 34,79
4 0,2 0 0 0 100 45,98 1,84 36,709
5 0,25 0 0 0 100 44,03 2,07 41,457
6 0,3 0 0 0 100 41,83 2,25 44,935
7 0,35 0 0 0 100 39,62 2,23 44,602
8 0,4 0 0 0 100 37,64 1,99 39,778
9 0,45 0 0 0 100 36,06 1,59 31,76

10 0,5 0 0 0 100 34,72 1,35 26,97
11 0,55 0 0 0 100 33,37 1,36 27,11
12 0,6 0 0 0 100 31,76 1,61 32,22
13 0,65 0 0 0 100 29,71 2,05 40,989
14 0,7 0 0 0 100 27,34 2,37 47,42
15 0,75 0 0 0 100 24,85 2,49 49,838
16 0,8 0 0 0 100 22,44 2,41 48,236
17 0,85 0 0 0 100 20,26 2,18 43,569
18 0,9 0 0 0 100 18,25 2,01 40,282
19 0,95 0 0 0 100 16,28 1,99 39,735
20 1 0 0 0 100 14,23 2,1 42,029
21 1,05 0 0 0 100 12,01 2,32 46,465
22 1,1 0 0 0 100 9,7 2,47 49,409
23 1,15 0 0 0 100 7,46 2,49 49,695
24 1,2 0 0 0 100 5,38 2,37 47,289
25 1,25 0 0 0 100 3,58 2,14 42,698
26 1,3 0 0 0 100 2,14 1,91 38,289
27 1,35 0 0 0 100 1,21 1,77 35,389
28 1,4 0 0 0 100 1,02 1,79 35,87
29 1,45 0 0 0 100 1,8 2,06 41,125
30 1,5 0 0 0 100 3,37 2,33 46,621
31 1,55 0 0 0 100 5,39 2,46 49,217
32 1,6 0 0 0 100 7,53 2,41 48,128
33 1,65 0 0 0 100 9,54 2,19 43,8
34 1,7 0 0 0 100 11,42 1,99 39,791
35 1,75 0 0 0 100 13,26 1,88 37,565
36 1,8 0 0 0 100 15,16 1,9 37,974
37 1,85 0 0 0 100 17,21 2,08 41,6
38 1,9 0 0 0 100 19,42 2,3 45,941
39 1,95 0 0 0 100 21,77 2,46 49,184
40 2 0 0 0 100 24,23 2,55 50,915
41 2,05 0 0 0 100 26,75 2,57 51,299
42 2,1 0 0 0 100 29,27 2,55 50,937
43 2,15 100 0 0 0 31,74 2,49 49,855
44 2,2 100 0 0 0 34,11 2,4 48,044
45 2,25 100 0 0 0 36,35 2,29 45,843
46 2,3 100 0 0 0 38,48 2,21 44,23

Tabela 5: Exemplo de planilha de dados de um rato obtida em uma tentativa no Labirinto
Aquético de Morris (LAM). A cada instante de tempo, a permanéncia nos quadrantes (0:
auséncia e 100: presenca), a distancia a plataforma/distancia percorrida (cm) e a velocidade
(cm/s) estéo representadas.
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4. Dissecacao do cérebro para obtencédo das regides cerebrais

Ap0s o sacrificio dos animais por decapitacdo, os encéfalos foram rapidamente retirados
da cavidade craniana, pesados e dissecados, sobre placa de Petri invertida e no gelo, de acordo
com as coordenadas estereotaxicas apresentadas por Paxinos & Watson (2004). Os encéfalos
foram posicionados ventralmente sobre uma superficie com indicacfes 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-posterior para a retirada do cortex pré-frontal. Em seguida, um dos
hemisférios foi aleatoriamente escolhido e o tdlamo foi retirado da superficie medial da regido
diencefalica. Depois da remocdo do mesencéfalo, o hipocampo exposto foi cuidadosamente
dissecado da regido cortical. As amostras de cortex pré-frontal, talamo e hipocampo foram
entdo armazenadas a -80°C para a realizagcdo dos ensaios bioquimicos, que foram executados

dentro de no méaximo 15 dias.

5. Estudos Bioquimicos

5.1. Determinacéo da concentracao de tiamina presente nas racoes

Conforme mencionado anteriormente, a restricdo maternal de tiamina foi induzida em
ratas através do consumo de racdo produzida no laboratério. Deste modo, para confirmar que
a racdo oferecida aos animais era de fato restrita em tiamina, quando comparada a racéo
padrdo, o conteldo desta vitamina foi determinado através de técnica cromatografica,
conforme detalhado abaixo. A quantidade de tiamina encontrada na racdo comercial

“Nuvilab” foi utilizada como valor de referéncia.

5.1.1. Processamento das amostras de racgéo

As amostras foram processadas conforme anteriormente descrito por Tange e cols.
(2006) com algumas modificacdes. As racdes comercial e produzidas no laboratorio (padrao e
restrita) foram trituradas e homogeneizadas em 10 volumes de HCI 0,1 M. As amostras foram
entdo colocadas sob agitacdo a 65°C durante 30 minutos e em seguida sonificadas em
aparelho ultrassom pelo mesmo periodo de tempo. O homogenato resultante foi centrifugado
a 7.800 x g por 5 minutos (Sorvall RC-5B) e o sobrenadante depois de filtrado em membrana

de 0,45 um foi armazenado a 4°C até o momento da derivatizagéo.
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5.1.2. Procedimento de Derivatizacéo

A oxidacdo alcalina de tiamina que ocorre durante a reacdo de derivatizacdo induz a
formacédo de um composto altamente fluorescente e facilmente detectavel por cromatografia
liquida de alta eficiéncia - HPLC (Lynch & Young, 2000). Deste modo, diversos estudos
cromatogréaficos utilizando derivatizacdo pre-coluna com ferricianeto de potéssio tém sido
realizados com o intuito de avaliar o contetdo de tiamina presente em alimentos (Valls et al,
1999; Tange et al, 2006; Batifoulier et al, 2006). A figura 6 mostra um esquema da reacdo de

derivatizagdo de tiamina com ferricianeto de potéssio.

Neste trabalho, a derivatizacdo foi realizada conforme descrito anteriormente por Losa e
cols. (2005). A solugdo derivatizante constituida por 12,14 mM de ferricianeto de potéssio e
3,35 M de hidroxido de sodio foi preparada no dia do ensaio e acrescentada a amostra (1:1
v/v). Ap6s um minuto a temperatura ambiente, o produto da reacdo de derivatizacdo foi

neutralizado com 1,43 M de acido fosforico (1:1 v/v) e injetado no sistema cromatogréafico.

5.1.3. Condic¢des cromatogréaficas

O sistema cromatografico utilizado consistiu de um cromatografo Shimadzu (LC-10AD,
Tokyo, Japan) com valvula injetora de 200 pL (Rheodyne 7725-1, California, USA) e detector
fluorescente (FLD - Shimadzu spectrofluorometric detector RF-551, Tokyo, Japan) acoplado
a uma bomba LC-10. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo utilizados foram de
365 e 435 nm, respectivamente. Uma coluna cromatografica analitica de fase reversa C18
(150 mmx4,6 mm, ID) e pré-coluna (RT 250-4 E. Merck, Darmstadt E.R., Germany) foram
utilizadas nas andlises. A fase movel isocratica consistiu de uma solugdo 0,2 M de fosfato de
potassio monobasico, 0,72 mM de trietilamina e 25 % de metanol. Esta fase depois de filtrada
em membrana de 0,45 um foi desgazeificada e injetada no sistema com um fluxo constante de
1,0 mL/min.

Um integrador (Shimadzu C-R7Ae plus) contendo um programa de analise de dados
acoplado ao sistema cromatogréafico forneceu a area dos picos dos cromatogramas a partir da
intensidade de fluorescéncia. Em um tempo médio de 7,0 minutos a tiamina foi eluida de
forma isocrética (Fig. 7). A concentragdo desta vitamina expressa em mg/Kg de racdo foi
calculada de acordo com a area do pico relativa a curva padrdo. Os dados obtidos indicam que
a racdo padrdo produzida no laboratdrio e utilizada no presente estudo, apresentou nivel
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semelhante de tiamina em relacédo a racdo comercial e que a ragdo restrita apresentou cerca de

10% do conteudo de tiamina em relacéo a racédo padréo. (Tabela 6).

Reacdo de derivatizacéo de tiamina

NH
’ VRt o N .
CH.— N K[Fe (CN) ] H,C /N S
.\1/ 2 — _> Y | CH.-CH.-OR.
/J\ | CH,- CH,-OR NaOH N N/ T
~ )
RGN H,C \
CH,
Tiamina Tiocromo

Figura 6: Representacdo esquematica da reacdo de derivatizacdo de tiamina com
ferricianeto de potassio em condigdes alcalinas gerando tiocromo (composto fluorescente).
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Figura 7: Cromatograma representativo do perfil obtido nas analises de tiamina presente
nas racgoes. A eluicdo de tiamina ocorreu em um tempo médio de 7,0 minutos.
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Concentracao de tiamina nas racoes

Concentracédo de tiamina

Tipo de Ragdo (mg/Kg racéo + dpa)

Comercial “Nuvilab” 0,95 + 0,035
Padrao produzida no laboratorio 1,19 + 0,006
Restrita produzida no laboratorio 0,11 £ 0,001

Tabela 6: ConcentragOes de tiamina (mg/kg) presente nas racbes comercial “Nuvilab” e
produzidas no laboratoério (padrdo e restrita). dpa: desvio padrao.

5.2. Estabelecimento do método cromatografico para dosagem de glutamato

e GABA em amostras de tecido cerebral

As condicdes estabelecidas e os experimentos realizados para a validacdo do método
cromatografico utilizado nas dosagens de glutamato e GABA séo parte dos objetivos do
presente estudo e encontram-se compilados em um trabalho publicado em 2009 na revista

cientifica Journal of Neuroscience Methods (vide Anexo).

5.2.1. Manuseio dos animais

Vinte ratos Wistar machos pesando entre 250-300 gramas foram utilizados para o
estabelecimento do método cromatografico de dosagem de glutamato e GABA. Os animais
foram alocados em caixas plasticas em grupos de cinco e mantidos no biotério em ciclo de 12
horas claro/escuro, recebendo &gua e racdo ad libitum. Apds a decapitacdo dos ratos o cérebro
foi dissecado conforme anteriormente descrito na se¢éo 4 e as amostras de talamo, hipocampo

e cortex pre-frontal foram processadas (ver detalhes abaixo, item 5.2.2).
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5.2.2. Processamento das amostras

As amostras de talamo, hipocampo ou cortex pré-frontal foram pesadas e
homogeneizadas em 15 volumes de solucdo metanol: agua (85:15 v/v) em homogeneizador
automatico. Em seguida, o homogenato foi centrifugado, a 4°C, durante 15 minutos em uma
rotacdo de 7.800 x g (Sorvall RC-5B). O sobrenadante obtido ap6s centrifugagdo foi coletado

e mantido no gelo até ser submetido a derivatizacao.

5.2.3. Procedimento de Derivatizacéo

Devido a auséncia de caracteristicas eletroativas ou fluorescentes intrinsecas nos
aminoacidos GABA e glutamato, diversos trabalhos tém utilizado a técnica de derivatizacado
pré-coluna para a separacao e identificacdo cromatogréafica desses compostos. Um dos agentes
derivatizantes mais utilizados é o ortoftaldeido (OPA), que reage com aminas priméarias na
presenca de tiol (Fig. 8) e gera derivados que sdo eletroativos e fluorescentes (Carlson et al.,
2003; Zhang et al., 2005; Sheng et al., 2005; Devall et al., 2007).

No presente trabalho a derivatizacdo pré-coluna foi realizada conforme descrito
previamente por Mengerink e cols. (2002) e Kutldn & Molnéar-Perl (2003). A reacdo de
derivatizacdo foi feita misturando-se 100 pL de amostra, 20 uL de OPA metandlico (5
mg/mL) preparado no dia do ensaio, 75 uL de tampdo borato (pH 9,9) e 5 uL de &cido 3-
mercaptopropidnico (MPA). A solucdo resultante foi levemente agitada e injetada no sistema

cromatografico ap6s 1 minuto, a temperatura ambiente.

5.2.4. Condi¢bes cromatograficas

O sistema cromatogréafico utilizado para as determinacdes de GABA e glutamato foi o
mesmo descrito na sec¢do 5.1.3. utilizado para dosagem de tiamina, porém, 0s comprimentos
de onda de excitacdo e emissao utilizados foram de 337 e 454 nm, respectivamente. A fase
movel isocratica consistiu de uma solucdo 0,05 M de acetato de sédio, tetrahidrofurano e
metanol (50:1:49 v/v), pH 4,0. GABA e glutamato foram eluidos em um tempo inferior a 9
minutos e as concentragcdes desses neurotramissores nas amostras de tecido cerebral foram

calculadas de acordo com as areas dos picos e respectivas curvas padroes.
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Reacao de derivatizacao utilizando OPA

SR,
= S0 R.NH, + R,SH
| — s + 2H,0
S 2
CHO ~
OPA Composto Fluorescente

Figura 8: Representacdo esquematica da reacdo de derivatizacdo de aminas primarias com
ortoftaldeido (OPA) em presenca de tiol gerando composto fluorescente.

6. Andlise Estatistica

Os dados comportamentais e bioquimicos coletados nas fases jovem e adulta das proles
submetidas a restricdo de tiamina durante a lactacdo foram tratados de forma independente,
pois os experimentos foram feitos em épocas diferentes. A analise dos dados foi feita através
do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 12.0. A normalidade
dos dados foi verificada através do teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados relativos ao
aprendizado foram analisados por Andlise de Varidncia (ANOVA) 2 x 5, com medidas
repetidas no dltimo elemento, sendo os fatores deficiéncia de tiamina (dois niveis) e
desempenho nas cinco sessdes consecutivas de treino no labirinto aquéatico. O peso corporal
dos ratos jovens e adultos foi analisado por ANOVA 2 x 6 e 2 x 9, respectivamente; com
medidas repetidas no ultimo elemento da varidvel peso analisada. As variaveis tempo gasto no
guadrante alvo e distdncia média a plataforma durante o primeiro minuto do teste
comprobatdrio, indice de extingdo, teste da memoria espacial de trabalho e peso encefélico
foram analisados utilizando ANOVA One-Way. As avaliagOes bioquimicas foram realizadas
em triplicata e a média tambem foi analisada por ANOVA One-Way. Todos os valores foram
expressos como media + erro-padrdo (S.E.M). Diferencas foram consideradas significativas
ao nivel de 5 % (p<0,05). Analises de regressdo linear (Winer, 1962) foram usadas para

determinar a correlacdo entre parametros bioguimicos e comportamentais.
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Parte Il - Restri¢cdo de tiamina durante o Periodo Peri-Natal

1. Obtencdo e manuseio de ratas gravidas controles e restritas em tiamina

O acompanhamento do ciclo estral das ratas foi semelhante ao descrito na parte | do
presente trabalho. O acasalamento foi confirmado pela presenca de espermatozéides no
esfregaco vaginal, e este dia foi considerado o primeiro da gestacdo. As fémeas gravidas
foram mantidas individualmente por todo o periodo gestacional (aproximadamente 21 dias).
A restricdo de tiamina foi realizada durante o periodo peri-natal: do décimo primeiro dia de
gestacdo ao quinto dia de lactacdo. Este intervalo temporal foi escolhido porque de acordo
com Bayer & Altman (1995) este periodo é crucial para a formacédo das estruturas cerebrais

avaliadas no presente estudo — talamo, hipocampo e cortex pré-frontal.

No inicio do episodio de restricdo (11° dia de gestacdo) as fémeas foram
aleatoriamente dividas em dois grupos: controles e restritas. As fémeas do grupo controle
receberam racdo padréo produzida no laboratorio (ver Tabelas 1, 2, 3) e as fémeas do grupo
restrito ragdo contendo 10% de tiamina em relacdo ao contetdo presente na racdo padrdo
(controle). A partir do sexto dia de lactagdo até o término dos experimentos todos 0s animais
(maes e proles) foram tratados com racdo comercial “Nuvilab”. A separa¢do € o manuseio

dos filhotes machos foram feitos de forma semelhante ao anteriormente descrito na parte |.

2. Delineamento Experimental

O delineamento consistiu de dois experimentos independentes (Fig. 9), nos quais as
avaliacBes dos efeitos da restricdo de tiamina, induzida durante o periodo peri-natal, foram
realizadas em épocas distintas do desenvolvimento da prole: fase jovem (30 dias) e adulta (75
dias).

Para as avalia¢Oes na fase jovem foram usados 17 ratos, sendo 7 provenientes de 3 méaes
controles e 10 provenientes de 3 mées restritas em tiamina, denominados grupos Jovens Maes
Controles (JMC) e Jovens Maes Restritas (JMR), respectivamente. Ja as avaliacGes na fase
adulta foram realizadas a partir de um experimento independente com um total de 22 ratos, 11
provenientes de 3 mées controle e 11 provenientes de 3 maes restritas, denominados grupos
Adultos Maes Controles (AMC) e Adultos Maes Restritas (AMR), respectivamente.
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Os animais jovens foram submetidos aos testes comportamentais no dia seguinte ao
desmame, ou seja, com 31 dias de vida. Os ratos adultos foram avaliados apds um periodo de
recuperacdo de 45 dias, isto é, com 75 dias de idade. Em ambos os experimentos os testes
comportamentais foram realizados durante treze dias e 48 horas apds seu término os ratos
foram decapitados (Fig. 9).

O peso corporal dos ratos jovens foi aferido semanalmente a partir do sétimo dia de
vida até o dia do sacrificio, totalizando seis medidas. A afericdo de peso corporal dos ratos
adultos foi realizada de forma semelhante aos jovens, porém um total de doze medidas foi
obtido. Os ratos foram decapitados e ap0Os a retirada dos cerebelos, as demais estruturas

encefélicas dos ratos jovens e adultos foram pesadas.

Delineamento Experimental — Parte Il
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Figura 9: Esquema do delineamento experimental para a parte Il do estudo (Restri¢do de
Tiamina durante o periodo peri-natal). A escala temporal em dias corresponde a idade
dos animais (linha superior) e a cronologia experimental (linha inferior). J e A: jovens e
adultos; MC e MR: ratos provenientes de maes controles e restritas, respectivamente.
LAM: Labirinto Aquéatico de Morris.
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3. Estudos Comportamentais

Os ratos jovens e adultos submetidos a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal
foram submetidos as avaliacdes comportamentais utilizando-se o Labirinto Aquatico de
Morris (1981). O equipamento utilizado, a gravacao das imagens e a analise dos dados foram
exatamente 0os mesmos descritos anteriormente na parte | deste trabalho. As varidveis
comportamentais analisadas foram: aquisicdo da informacdo espacial (aprendizado),
comportamento de extin¢cdo, memoria espacial de referéncia e memdria espacial de trabalho.

O protocolo experimental adotado também foi semelhante ao previamente descrito na
primeira parte deste trabalho. Resumidamente: os ratos foram treinados durante cinco dias
consecutivos e a laténcia e a distancia total percorrida foram utilizadas como unidades
quantitativas para avaliar a aquisicdo da informacdo espacial. No dia seguinte, os animais
foram submetidos ao teste comprobatdrio. A distancia média ao alvo e o tempo que o animal
permaneceu no quadrante alvo durante o primeiro minuto do teste foram utilizados para
avaliar a memodria de referéncia. O indice de extin¢do foi utilizado para se avaliar o
comportamento de extincdo. Quarenta e oito horas ap6s o término do teste comprobatorio, 0s
ratos foram novamente treinados durante cinco dias consecutivos, entretanto a posi¢cdo da
plataforma foi alternada diariamente. No dia seguinte a estabilizacdo do comportamento
(sexto dia) foi realizado o teste para avaliar a memoria espacial de trabalho. A laténcia, a

distancia total percorrida e a velocidade de nado da segunda tentativa foram registradas.

4. Dissecacdo do cerebro para obtencédo das regides cerebrais

Apbs quarenta e oito horas do término do teste comportamental, os ratos foram
decapitados, os encéfalos foram retirados da cavidade craniana, pesados e dissecados
conforme previamente descrito. As amostras de cértex pré-frontal, tdlamo e hipocampo foram
entdo separadamente armazenadas por no maximo 15 dias a -80°C para a realizagdo dos

ensaios bioquimicos.
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5. Estudos Bioquimicos

As concentragdes de glutamato e GABA presentes no cértex pré-frontal, tdlamo e
hipocampo dos ratos jovens e adultos submetidos a restricdo de tiamina durante o periodo
peri-natal foram avaliadas através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O preparo das amostras cerebrais, o procedimento de derivatizacdo e as condicdes
cromatograficas utilizados estdo descritos na parte | e foram publicados em 2009 (Freitas-
Silva et al., 2009).

6. Analise Estatistica

Os dados comportamentais e bioquimicos coletados nas fases jovem e adulta das proles
submetidas a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal foram tratados de forma
independente, pois os experimentos foram feitos em épocas diferentes. A analise dos dados
foi feita através do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 12.0.
A normalidade dos dados foi verificada através do teste Kolmogorov-Smirnov. As varidveis
bioldgicas relativas ao aprendizado, comportamento de extingdo, memoria espacial de
referéncia e trabalho, peso encefalico e concentracdes cerebrais de glutamato e GABA foram
submetidos a analise estatistica conforme descrito na parte I. O peso corporal dos ratos
jovens e adultos foi analisado por ANOVA 2 x 6 e 2 x 12, respectivamente. Todos os valores
foram expressos como média * erro-padrdo (S.E.M). Diferencas foram consideradas
significativas ao nivel de 5 % (p<0,05). Analises de regressdo linear (Winer, 1962) foram

usadas para determinar a correlagdo entre parametros bioquimicos e comportamentais.
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Resultados

Estabelecimento do método cromatografico para dosagem de
glutamato e GABA em amostras de tecido cerebral

O processamento das amostras e as condi¢bes cromatograficas foram anteriormente
descritos na Sec¢do 5.2 do topico Material e Métodos. Todos os experimentos de validacdo do
método foram feitos com amostras de hipocampo de ratos Wistar. A figura 10 painéis A, B, C
e D ilustra os cromatogramas das solucgdes padrédo de GABA e glutamato, solucdo “branco” e
amostra de hipocampo, respectivamente. A solucéo “branco” foi obtida através da mistura da
solucdo de homogeneizacdo (metanol: agua, 85:15 % v/v) com OPA (ortoftaldeido)
metandlico, tampéao borato e MPA (&cido 3-mercaptopropidnico) na mesma proporcéo usada
nas reacOes de derivatizacdo. Os tempos médios de elui¢do de glutamato e GABA foram 3,1 +
0,03 e 8,2 + 0,03 minutos, respectivamente. Deste modo, em um tempo total de corrida de

menos de 9 minutos, ambos os neurotransmissores foram eluidos de forma isocratica.

A linearidade da resposta do detector para solugdes padrdo de glutamato e GABA foi
determinada. A figura 11 (painéis A e B) ilustra as curvas de calibracdo obtidas a partir de
cinco solugbes de glutamato (1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 ug/mL) e quatro de GABA (0,1; 0,25;
0,5; 0,75 pg/mL), respectivamente. Os resultados s&o mostrados como a média de trés
amostras em triplicata. Um coeficiente de correlacdo maior que 0,99 foi obtido na andlise de
regressdo para as curvas dos dois neurotransmissores. As concentracdes dos padrdes
utilizadas estéo dentro do limite de linearidade para a quantificacdo de glutamato e GABA nas
regides cerebrais examinadas. O célculo da concentracdo dos neurotransmissores presentes
nas amostras bioldgicas foi feito através das equacdes da reta obtidas nas curvas de calibracéo

das soluges padréo.
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Cromatogramas representativos das analises de GABA e glutamato
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Figura 10: Cromatogramas de solucdes padréo 0,1ug de GABA (A) e 0,75 ug de glutamato
(B), solucédo “branco” (C) e amostra de hipocampo (D).
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Curva padrao de glutamato
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Figura 11: Curvas de calibracdo dos padrdes de glutamato (A) e GABA (B). As respostas
lineares para as solucbes de glutamato (1-10 pg/mL) e GABA (0,1-0,75 pg/mL) séo
representadas como a média + erro padrdo.
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As reprodutibilidades intra-dia e inter-dia estdo representadas na tabela 7 como a
porcentagem do desvio padréo relativo. A reprodutibilidade intra-dia foi obtida através de 10
injecdes consecutivas de amostras de hipocampo devidamente processadas e derivatizadas. Ja
a reprodutibilidade inter-dia foi obtida através da média de 10 inje¢cBes das mesmas amostras

de hipocampo injetadas em dois dias consecutivos.

A estabilidade da amostra apds a derivatizacdo com OPA é mostrada na figura 12. A
temperatura ambiente, tanto glutamato (painel A) quanto GABA (painel B) apresentaram
estabilidade inferior a 30 minutos, confirmando resultados previamente publicados
(Nussbaum et al., 1992; Rowley et al., 1995; Shah et al., 2002). Entretanto, como no presente
trabalho as amostras derivatizadas foram injetadas no sistema cromatografico ap6s 1 minuto a

temperatura ambiente, os resultados obtidos ndo foram afetados.

A acuracia do método foi estimada atraveés de ensaios de recuperacdo (Tabela 8).
Solucdes de GABA nas concentracdes finais de 5,04; 6,50; 7,47 e 9,12 mM e de glutamato
nas concentragdes finais de 18,99; 28,10; 35,80 e 43,49 mM foram adicionadas a amostras de
hipocampo no momento do processamento. A porcentagem de recuperacdo desses
aminoacidos nas diversas concentracdes variou entre 96,12% e 104,23%, indicando que 0s
conteudos totais de GABA e glutamato sdo mantidos durante o processamento das amostras.
Apos a validacdo do método cromatogréfico, as dosagens de glutamato e GABA em amostras

de tecido cerebral foram realizadas.

Reprodutibilidades intra-dia e inter-dia

Desvio Padrio Eelative (%)

Meurotransmizsor
Intra-dia Inter-dia
GABA 3.00 2.91
Glutamato 3.30 6.29

Tabela 7: Reprodutibilidades intra-dia e inter-dia das analises de GABA e glutamato
representada como a porcentagem do desvio padréo relativo.
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Curvas de estabilidade dos derivados de OPA
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Figura 12: Estabilidade dos derivados de OPA. As concentracfes (ug/mL) de glutamato (A)
e GABA (B) presentes nas amostras de hipocampo estdo representadas em func¢do do tempo

(min) decorrido entre a reacdo de derivatizagdo com OPA e a deteccdo no sistema
cromatografico.
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Porcentagem de recuperacéo de GABA e glutamato

Concentracio doaminodcido adicianado (mhD) Concentracio do aminodcido encontrado () ¥ Recuperagio
GABA Glutamato GARA Glutamato GARA Glutamato
0,0 0,0 2,23 27,51 — —
5,04 18,99 127 46,63 100,00 100,68
.50 28,10 2,380 46,80 101,07 104,23
747 35,80 9.41 &d 08 96,12 102,15
9.12 43 49 11,44 71,13 100,59 10041

Tabela 8: Porcentagem de recuperacdo de GABA e glutamato ap6s ensaio de adicdo de padrbes. As
concentragdes (mM) de GABA e glutamato adicionadas e detectadas nas amostras estdo
representadas nas quatro primeiras colunas. A porcentagem de recuperacdo desses aminoacidos €
mostrada na quinta e sexta colunas.

Parte | — Restricdo de tiamina durante a Lactacao

1. Desenvolvimento do modelo animal

O ganho de peso corporal dos ratos jovens e adultos submetidos a restricdo de tiamina
durante a lactacdo é mostrado na figura 13, painel A. As aferi¢cdes de peso foram realizadas a
partir da primeira e quarta semanas de vida, para os ratos jovens e adultos, respectivamente.
Verificou-se efeito significativo do tempo [F135 = 2172,33; p = 0,0001], da restri¢do de
tiamina durante a lactagéo [F(127) = 22,09; p = 0,0001] e interacdo entre esses fatores [F(s 135) =
6,30; p = 0,0001] para os ratos jovens. Similarmente, para os ratos adultos, foi observado
efeito significativo do tempo [Fs208) = 889,39; p = 0,0001], do tratamento [F 26) = 39,99; p =
0,0001] e interacéo entre esses fatores [Fg20s) = 2,80; p = 0,006]. Deste modo, ratos jovens e
adultos ganharam peso ao longo do tempo, entretanto, a restricdo de tiamina durante a
lactacdo prejudicou significativamente este ganho para ambos os grupos. Os valores do peso
corporal médio, registrados a cada semana, estdo apresentados na se¢cdo Anexo (Tabela 1).
Neste trabalho utilizou-se como pardmetro de desenvolvimento corporal a afericdo semanal
de peso, entretanto, como carater ilustrativo, a figura 13B mostra um rato proveniente de mée

controle (MC) e um de mée restrita (MR) com um més de idade.
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A: Curvas de ganho de peso dos ratos jovens e adultos-prole
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Figura 13: Efeitos da restri¢cdo de tiamina durante a lactagdo no peso corporal das proles.
Painel A: Curvas de ganho de peso corporal dos ratos jovens (J) e adultos (A)
representado como a média do grupo * erro padréo ao longo do tempo. Painel B: Fotos
ilustrativas de ratos com um més de idade. MC e MR: ratos provenientes de maes
controles e restritas durante a lactacdo, respectivamente.

O peso encefalico (exceto cerebelo) dos ratos adultos foi significativamente reduzido
pela restricdo de tiamina durante a lactacéo [F (1, 26y = 6,94; p = 0,012]. Entretanto, nos ratos
jovens, ndo foi verificado efeito significativo do tratamento [F (1, 27y = 0,02; p = 0,14]. Quando
0 peso encefalico foi analisado em funcgéo do peso corporal, o efeito da restricdo de tiamina
ndo foi mais detectado em nenhum dos grupos [jovens: F27) = 3,85; p = 0,06; adultos: F(1 2

=2,94; p=0,09] (Tabela 9).
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Peso encefalico e corporal das proles

Peso Encefalico Peso Corporal PesoEncefalico (Peso Corporal
MG (=11 1,32 0,01 16164 + 2,75 0.0073 + 0,0001
Ratos Jovens g (n=1g) 1,29 + 0,07 167 67 +4.78 0.007& +0,0002
AMC (n=11) 1,35 +0,01 367,64 + 12,37 0,0035 + 0,0001
Ratos Adultos 0 i117) 128+0,04" 306,00 + 10,09 0.0043 + 0.0002

Valores representam a media £ erro padrao (S EM ).

"p=0012

Tabela 9: Peso encefalico (exceto cerebelo) e corporal de ratos jovens (J) e adultos (A)
submetidos a restricdo de tiamina durante a lactagdo. MC e MR: ratos provenientes de méaes
controles e restritas, respectivamente.

2. Estudos Comportamentais

Treino no Labirinto Aquético de Morris: os desempenhos na tarefa espacial dos ratos
jovens e adultos controles e submetidos a restricio de tiamina durante a lactacdo sdo
mostrados na figura 14. A aquisicdo da informacdo (aprendizado) é expressa em laténcia
(tempo gasto pelo animal para encontrar a plataforma) durante as cinco sessfes de treino no
labirinto Aquéatico de Morris. Analise de variancia (ANOVA) 2 x 5 mostrou efeito
significativo do tempo [Fa.108) = 35,75; p = 0,0001] e da restricdo maternal de tiamina [F1 27
= 591; p = 0,022] para os animais jovens (Fig. 14A). Nao foi observada interacdo
significativa entre tempo e tratamento [F,108) = 1,80; p = 0,16]. Os ratos jovens provenientes
de mées restritas gastam mais tempo para aprender a tarefa, apresentando laténcia maior nas
sessOes 2 [F27 = 5,71; p = 0,024] e 3 [F27) = 5,52; p = 0,026] do treino. Entretanto, apos
cinco dias de treino, os animais de ambos 0s grupos sdo capazes de localizar a plataforma
submersa. Analise estatistica semelhante realizada com os dados obtidos na fase adulta
demonstrou efeito significativo do tempo [F104) = 20,68; p = 0,0001] (Fig. 14B). Todavia,
ndo foi observado efeito da restricdo de tiamina durante a lactagéo [F1 26 = 1,47; p = 0,24] e
interacéo entre tempo e tratamento [F 104 = 0,27; p = 0,82].

Resultados similares foram encontrados quando o teste ANOVA 2 x 5 foi realizado com

os dados da distancia total percorrida pelos animais durante o treino (dados ndo mostrados na
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forma grafica). Para os ratos jovens observou-se efeito significativo do tempo [F (1108) =
30,04; p = 0,0001] e da restricdo maternal de tiamina [F (1,7 = 7,13; p = 0,013], ndo sendo
detectado interacéo entre esses fatores [F @ 108y = 1,87; p = 0,15]. Para os ratos adultos
observou-se efeito significativo somente do tempo [F (4, 104y = 20,85; p = 0,0001], ndo sendo
verificado efeito do tratamento [F (126) = 0,41; p = 0,53] e interagdo entre tempo e tratamento
[F (4, 104y= 0,45; p = 0,69].

A porcentagem de tempo em que 0s animais permaneceram em cada quadrante ao longo
das sessdes foi avaliada atraves de ANOVA 2 x 5. Observou-se aumento significativo do
tempo gasto no quadrante alvo ao longo das sessdes para 0s ratos jovens [F (4, 108y = 40,64; p =
0,0001] e adultos [F (, 104y = 29,84; p = 0,0001], confirmando a ocorréncia do aprendizado

espacial para ambos 0s grupos.

44



Resultados

Curvas de aprendizado no Labirinto Aquatico de Morris
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Figura 14: Curvas de aquisicdo durante o treino no Labirinto Aquatico de Morris. As
laténcias em segundos estdo representadas como a média do grupo * erro padrdo ao longo
de cinco sessbes. Nos painéis A e B estdo representados os desempenhos dos animais
jovens (J) e adultos (A), respectivamente. MC e MR: ratos provenientes de mées controles
e restritas durante a lactagéo, respectivamente.
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A atividade motora também foi avaliada ao longo das sessdes atraves de ANOVA 2 x 5
dos dados referentes a velocidade de nado durante o treino. A restricdo de tiamina ndo afetou
a atividade motora dos animais jovens [F (1.7 = 2,60; p = 0,12] e adultos [F (26 = 2,77; p =
0,10]. Entretanto, com o decorrer das sessoes, a velocidade tanto dos ratos jovens [F (4108 =

3,73; p = 0,013] quanto dos adultos [F (4104 = 4,31; p = 0,007] diminui significativamente.

Teste Comprobatorio - Memdria Espacial de Referéncia e Extingdo: o tempo de
permanéncia no quadrante alvo e a distancia média a plataforma durante o primeiro minuto do
teste comprobatdrio foram utilizados para avaliar a memdria espacial de referéncia. ANOVA
One-Way indicou que a restricdo maternal de tiamina ndo afetou significativamente o tempo
de permanéncia no quadrante alvo tanto para os ratos jovens [F 27 = 0,76; p = 0,39] quanto
para os adultos [F 2 = 0,001; p = 0,98]. Resultados similares foram observados quando a
distancia média a plataforma foi analisada [jovens: F( 27 = 0,08; p = 0,78; adultos: F ) =
0,003; p = 0,96], indicando que a memoria espacial de referéncia ndo foi afetada pela restricéo
de tiamina durante a lactacdo (Tabela 10). A distancia total percorrida durante o primeiro
minuto do teste comprobatorio foi significativamente aumentada pelo tratamento nos ratos
jovens [F,27) = 4,30; p = 0,05], ndo sendo detectado efeito nos ratos adultos [F 26 = 0,82; p
= 0,37]. Similarmente, a velocidade de natacdo no primeiro minuto do teste também foi
aumentada pelo tratamento somente nos ratos jovens [F27 = 4,30; p = 0,05], ndo sendo
alterada nos adultos [F 2 = 0,82; p = 0,37] (Tabela 10).

Desempenho no Labirinto Aquatico de Morris — Teste comprobatorio

Parametros Comportameantais

Tempo no guadrants alvo (s) Distdncia ao alvo {cm) Distdncia percorrida [cm) Velocidade de natagao {cmis)
JMC (=11 2853 +194 56,60 +3 36 169900 £ 37 40 2829+087
Ratos Jovens e 1h =1g) 25,44 + 250 58,26 £ 3,81 1811,85 £ 22,86 ¥ 3017 £0,48 %
Asfos Adulios AMC (n=11) 30,05 +£183 51,67 +3,03 147421 £ 28,70 2455+ 083
AMR (n=17) 30,11 +283 51,38+3 385 153538 £ 41,36 2557 +081

Valores representam a média £ erro padrao (S EM.). "p = 0,05 ™p = 0,05

Tabela 10: Pardmetros comportamentais de ratos jovens (J) e adultos (A) coletados durante o primeiro
minuto do teste comprobatério. MC e MR: ratos provenientes de mdes controles e restritas durante a
lactacdo, respectivamente.
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A restricdo maternal de tiamina durante a lactacdo ndo causou efeito significativo no
indice de extincdo calculado a partir do tempo de permanéncia no quadrante alvo [jovens:
Fa,27) = 0,06; p = 0,80; adultos: Fq 2 = 0,74; p = 0,40] e da distancia média ao alvo [jovens:
Fa27) = 0,07; p = 0,80; adultos: Fg 26 = 0,73; p = 0,40]. O teste ANOVA One-Way também
indicou ndo haver diferenca significativa entre a velocidade de natacdo no primeiro e segundo
minutos do teste comprobatorio para ratos jovens (JMC: [F(120) = 0,34; p = 0,56]; IMR: [F(1,34)
=0,045; p = 0,83]) e adultos (AMC: [F120) = 0,06; p = 0,81]; AMR: [F(132) = 0,40; p = 0,53]).

Meméria Espacial de Trabalho (Operacional): apds cinco dias de treino com a
plataforma alternada diariamente, a memdria espacial de trabalho foi avaliada na segunda
tentativa do sexto dia. O teste ANOVA One-Way indicou que a restricdo de tiamina durante a
lactacdo nédo afetou significativamente a laténcia [Fq 27 = 1,22; p = 0,28], a distancia total
percorrida [F(27) = 1,55; p = 0,22] e a velocidade de nado [F,27) = 0,56; p = 0,46] dos ratos
jovens. Resultados similares foram encontrados nos animais adultos [laténcia: F 26) = 1,20; p
= 0,28; distancia percorrida: F(1,26) = 1,07; p = 0,31; velocidade: F ) = 0,66; p = 0,42].

3. Estudos Bioquimicos

As concentracdes de glutamato e GABA presentes no talamo, hipocampo e cértex pré-
frontal (CPF) dos ratos jovens e adultos encontram-se representadas nas figuras 15 e 16,
respectivamente. ANOVA One-Way indicou que a restricdo de tiamina durante a lactacdo ndo
alterou significativamente a concentra¢do de glutamato [talamo: Fi27) = 1,34; p = 0,26;
hipocampo: F127) = 2,59; p = 0,12; CPF: Fu27 = 1,70; p = 0,20] (Fig. 15A) ou GABA
[talamo: F(127) = 1,82; p = 0,19; hipocampo: F127) = 2,46; p = 0,13; CPF: F127) = 0,013; p =

0,91] (Fig. 15B) em nenhuma das regifes cerebrais analisadas nos ratos jovens.

Os niveis de glutamato e GABA avaliados nas mesmas regides cerebrais dos ratos
adultos sdo mostrados na figura 16. A restricdo de tiamina durante a lactacdo provocou uma
significativa diminuicdo na concentragdo de glutamato em todas as regides analisadas
[talamo: F126 = 37,98; p = 0,0001; hipocampo: F 26 = 13,35; p = 0,001; PFC: F(126) =
12,74; p = 0,001] (Fig. 16A). Todavia, reducdo significativa nos niveis de GABA foi
observado somente no talamo [F 26 = 11,38; p = 0,002]. No hipocampo [F,2) = 1,25; p =
0,27] e cortex pré-frontal [Fu26 = 0,24; p = 0,62] as concentragdes de GABA ndo foram

afetadas pelo tratamento (Fig. 16B). As concentracbes médias de glutamato e GABA
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presentes em todas as regides analisadas dos ratos jovens e adultos s@o apresentadas na secéo
Anexo (Tabela 2).

Analises de regressao linear entre 0s parametros comportamentais e bioguimicos: ndo
foram verificadas correlacGes significativas entre glutamato ou GABA nas trés regides
analisadas e os desempenhos dos ratos jovens nas sessdes 2 e 3 do treino. Também nédo foram
verificadas correlagdes significativas entre glutamato e 0s seguintes parametros
comportamentais: indices de extincdo, distancias ao alvo no primeiro minuto do teste
comprobatdrio e no teste da memaria de trabalho para os ratos jovens e adultos. Resultados
similares foram observados com o neurotransmissor GABA. Esses dados sugerem que 0S
niveis de glutamato e GABA das regides estudadas ndo estdo diretamente envolvidos com o
desempenho dos animais nas tarefas comportamentais avaliadas neste trabalho. Os dados das

analises de regresséo linear encontram-se sumarizados na se¢do Anexo (Tabela 3).

Os resultados comportamentais e bioguimicos avaliados durante as fases jovem e adulta
de ratos submetidos a restricdo de tiamina durante a lactagdo foram compilados em um
trabalho publicado na revista Behavioural Brain Research em Margo de 2010 (Anexo cdpia
do artigo).

48



Resultados

Niveis de glutamato e GABA em regides cerebrais de ratos jovens
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Figura 15: ConcentragGes em pg/g de tecido (media + erro padrdo) de glutamato (painel
A) e GABA (painel B) em regides cerebrais de ratos jovens submetidos a restricdo de
tiamina durante a lactacdo. MC e MR: ratos provenientes de maes controles e restritas,
respectivamente. CPF = cértex pré-frontal.
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Niveis de glutamato e GABA em regides cerebrais de ratos adultos
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Figura 16: Concentragdes em ng/g de tecido (média £ erro padrdo) de glutamato (painel
A) e GABA (painel B) em regides cerebrais de ratos adultos submetidos a restrigdo de
tiamina durante a lactacdo. MC e MR: ratos provenientes de maes controles e restritas,
respectivamente. CPF = cértex pré-frontal. * p < 0,01.
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Parte |1 — Restricdo de tiamina durante o Periodo Peri-Natal

1. Desenvolvimento do modelo animal

O ganho de peso corporal, dos ratos jovens e adultos, calculado a partir da primeira
semana de vida até o dia do sacrificio (seis e doze aferi¢bes, respectivamente) € mostrado na
figura 17, painel A. Para os ratos jovens verificou-se efeito significativo do tempo [F 75 =
537,11; p = 0,0001], da restri¢do de tiamina durante o periodo peri-natal [F( 15 = 21,29; p =
0,0001] e interagéo entre esses fatores [Fs 75 = 3,70; p = 0,05]. Entretanto, para 0s ratos
adultos foi observado efeito significativo somente do tempo [F1220) = 1480,84; p = 0,0001].
N&o ha efeito da restricdo maternal de tiamina [F120) = 0,24; p = 0,63] ou interagdo entre
tempo e tratamento [Fu1200 = 1,39; p = 0,26]. Ratos provenientes de mées controles e
restritas ganharam peso ao longo do tempo, porém a restricdo no periodo peri-natal prejudicou
significativamente este ganho somente durante a fase jovem. Os valores do peso corporal
médio, registrados a cada semana, estdo apresentados na se¢do Anexo (Tabela 4). Na figura
17 painéis B e C estdo representados ratos proveniente de mae controle (MC) e mae restrita

(MR) com uma semana e um més de idade, respectivamente.

A restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal ndo causou efeito significativo no
peso encefalico (exceto cerebelo) dos ratos jovens [F 15 = 0,69; p = 0,42] e adultos [F 20) =
0,011; p = 0,92]. Todavia, quando o peso encefélico foi analisado em relacdo ao peso
corporal, um efeito significativo da restricdo de tiamina foi encontrado em ratos jovens [F 15
=9,00; p = 0,009], mas ndo em adultos [F1,20) = 0,64; p = 0,43] (Tabela 11).

51



Resultados

A: Curvas de ganho de peso dos ratos jovens e adultos-prole
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Figura 17: Efeitos da restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal no peso corporal
das proles. Painel A: Curvas de ganho de peso corporal dos ratos jovens (J) e adultos (A)
representado como a média do grupo * erro padrdo ao longo do tempo. Painéis B e C:
Fotos ilustrativas de ratos com uma semana e um més de idade, respectivamente. MC e
MR: ratos provenientes de maes controles e restritas durante o periodo peri-natal,
respectivamente.
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Peso encefalico e corporal das proles

Feso Encefdlico  Peso Corporal Peso Encefalico /Peso Corporal

Ratos J JMC (n=07) 135+ 0,02 16457 5,70 0,008 + 0,0002
atos Jovens o g 138+ 002 141 60 + 430 0,010 +0,0003"
AMC (n=11) 143 +002 388,00 + 15,35 0,0037 +0,0001
Ratos Adultos
AMR (n=11) 143 + 0,01 37364 + 927 0,0038 + 0,0001

Yalores representam a media = ermo padrao (S EM).

*n=0,009

Tabela 11: Peso encefalico (exceto cerebelo) e corporal de ratos jovens (J) e adultos (A)
submetidos a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal. MC e MR: ratos provenientes
de maes controles e restritas, respectivamente.

2. Estudos Comportamentais

Treino no Labirinto Aquatico de Morris: a figura 18 representa o desempenho durante o
aprendizado espacial dos ratos jovens (painel A) e adultos (painel B) submetidos ou néo
(controles) a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal. O teste ANOVA 2 x 5 mostrou
efeito significativo do tempo [Fue0) = 12,98; p = 0,0001] e da restricdo de tiamina [F 15 =
4,56; p = 0,049] para os ratos jovens, porém nao ha interacdo significativa entre esses fatores
[Fuae0) = 0,50; p = 0,73]. Os ratos jovens provenientes de mdes restritas durante o periodo
peri-natal gastam mais tempo para aprender a tarefa, apresentando laténcia maior na sesséo 2
[F15 = 5,43; p = 0,034]. Entretanto, ao término do treino, os dois grupos (JMC e JMR) séo
capazes de localizar com precisdo a plataforma submersa. Ja nos ratos adultos foi verificado
efeito significativo somente do tempo [F,s0= 17,05; p = 0,0001], ndo sendo observado efeito
da restri¢éo de tiamina [F(20) = 1,21; p = 0,30] e interagao entre esses fatores [Fg0) = 0,50; p
= 0,74] durante o aprendizado (Fig. 18B).

Resultados similares foram encontrados quando o aprendizado espacial foi expresso
como a distancia total percorrida pelos animais durante o treino (dados ndo mostrados na
forma grafica). Observou-se efeito significativo do tempo [Fue0) = 10,72; p = 0,0001] e da
restricdo maternal de tiamina [F(15 = 5,19; p = 0,038] para os ratos jovens; entretanto, néo
foi detectada interagdo entre esses fatores [Fae0) = 0,65, p = 0,56]. Para os ratos adultos
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observou-se efeito significativo somente do tempo [Fugo = 9,87; p = 0,0001], ndo sendo
verificado efeito do tratamento [Fq 20) = 0,88; p = 0,36] e interagéo entre tempo e tratamento
[Fs.80) = 0,21; p = 0,93]. A porcentagem de tempo em que os ratos jovens [Fae0) = 15,73; p =
0,0001] e adultos [Fg0 = 9,86; p = 0,0001] permaneceram no quadrante alvo também foi

significativamente aumentada ao longo do treino.

Em resumo, apesar dos ratos de todos os grupos estudados ao final do treino
aprenderem a localizacdo da plataforma submersa, os ratos jovens submetidos a restricdo de
tiamina tanto durante a lactagdo (Parte 1) quanto o periodo peri-natal (Parte 1) demoram
mais para realizar esta tarefa. Quando as analises sdo realizadas posteriormente, ou seja, na

fase adulta, o déficit comportamental ndo é mais detectado.
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Curvas de aprendizado no Labirinto Aquatico de Morris
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Figura 18: Curvas de aquisicdo durante o treino no Labirinto Aquatico de Morris. As
laténcias em segundos estdo representadas como a média do grupo = erro padrdo ao longo
de cinco sessdes. Nos painéis A e B estéo representados o desempenho dos animais jovens
(J) e adultos (A), respectivamente. MC e MR: ratos provenientes de mées controles e
restritas durante o periodo peri-natal, respectivamente.
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Similarmente ao observado na parte | deste trabalho, restricdo durante a lactacédo, a
velocidade de nado no treino nédo foi afetada pela restricdo de tiamina durante o periodo peri-
natal tanto nos ratos jovens [F( 15y = 2,70; p = 0,12] quanto nos adultos [F(,20 = 0,002; p =
0,96]. Entretanto, ao longo das sessdes, ocorre diminuicdo significativa da velocidade de nado
para ambos 0s grupos [jovens: Fe0) = 5,37; p = 0,001 e adultos: Fg0) = 8,37; p = 0,0001].

Teste Comprobatério — Memoria Espacial de Referéncia e Extincdo: a tabela 12
contém os parametros comportamentais obtidos no primeiro minuto do teste comprobatoério
dos ratos jovens e adultos. A restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal ndo alterou o
tempo de permanéncia no quadrante alvo [F 15y = 0,27; p = 0,61] ou a distdncia média a
plataforma [F 15 = 0,45; p = 0,51] dos ratos jovens. Quando a avaliagdo comportamental foi
realizada na fase adulta, resultados similares foram encontrados [permanéncia no quadrante
alvo: F(1,20) = 0,74; p = 0,40; distancia média a plataforma: F,20) = 0,47; p = 0,50]. Os dados
obtidos indicam que a memoria espacial de referéncia tanto na fase jovem quanto na adulta
ndo foi afetada pela restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal. A distancia total
percorrida durante o primeiro minuto do teste foi significativamente aumentada pelo
tratamento somente nos ratos jovens [Fq.15) = 5,84; p = 0,029], ndo sendo observado efeito
nos ratos adultos [F(120 = 0,23; p = 0,63]. Resultados similares foram observados para a
velocidade de natagdo [jovens: [F115) = 4,91; p = 0,043]; adultos: F(120 = 0,47; p = 0,50]

(Tabela 12).
Desempenho no Labirinto Aquético de Morris — Teste comprobatdrio
Parametros Comportamentais
Tempo no quadrante alvo (s) Distancia a0 alvo (cm) Distancia percorrida {cm) Velocidade de natagéo (cmis)
afos Jovens JMC (=07} 16,33 £ 3,14 5379+472 163930 78,38 2730£1,30
IR (n=10] 18,53 + 2,76 53,10 424 1815,70 £ 38,56 * 30244064
AMC (n=11) 21,61£147 63,34 288 1765.76 + 64,46 2940+ 1,07
Raios Adulios e 1 1) 2430276 50.91 +4.04 1696.77 + 7748 25,96 £ 1.9

Valores representam a média £ erro padréo (SEM). *p = 0,029, % p = 0,043,

Tabela 12: Pardmetros comportamentais de ratos jovens (J) e adultos (A) avaliados durante o primeiro
minuto do teste comprobatério. MC e MR: ratos provenientes de méaes controles e restritas durante o
periodo peri-natal, respectivamente.
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O Indice de Extingdo calculado a partir do tempo de permanéncia no quadrante alvo
[jovens: Fu15 = 0,096; p = 0,76; adultos: Fu20 = 1,62; p = 0,22] e da distancia media ao
alvo [jovens: F 15 = 0,002; p = 0,97; adultos: F1 20 = 1,03; p = 0,32] néo foi alterado pela
restricdo maternal de tiamina durante o periodo peri-natal. Além disso, ndo foi verificada
diferenca significativa entre a velocidade de natagdo no primeiro e segundo minutos do teste
comprobatorio para ratos jovens (JMC: [F1,12) = 3,78; p = 0,076]; IMR: [F1,12) = 2,28; p =
0,15]) e adultos (AMC: [F(120) = 0,14; p = 0,71]; AMR: [F(120) = 0,08; p = 0,77]).

Meméria Espacial de Trabalho (Operacional): a restricdo maternal de tiamina nao
afetou de forma significativa a memoria de trabalho dos ratos jovens avaliada no sexto dia de
teste [laténcia: F1,15y = 1,19; p = 0,29; distancia total percorrida: Fg 15 = 0,98; p = 0,34;
velocidade de nado: F1,15 = 0,54; p = 0,47]. Resultados similares foram encontrados para 0s
ratos adultos [laténcia: F(120 = 1,38; p = 0,25; distancia total percorrida: F 20 = 0,95; p =
0,34; velocidade: F(1,20 = 0,27; p = 0,61].

Em resumo, a restricdo maternal de tiamina realizada no periodo peri-natal e lactagédo
(Parte 1) apresentou efeitos similares em todas as varidveis comportamentais medidas no
teste comprobatdrio e no teste da memdria de trabalho, tanto na fase jovem quanto na fase

adulta das proles.

3. Estudos Bioquimicos

Nas figuras 19 e 20 estdo apresentadas as concentracfes de glutamato e GABA
presentes no talamo, hipocampo e cértex pré-frontal (CPF) dos ratos jovens e adultos,
respectivamente. A restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal ndo alterou
significativamente a concentragdo de glutamato [talamo: F(1,15) = 1,65; p = 0,22; hipocampo:
Fa1s) = 0,97; p = 0,34; CPF: F1,15) = 0,12; p = 0,74] (Fig. 19A) ou GABA [talamo: F1 15 =
0,02; p = 0,90; hipocampo: F,15 = 0,11; p = 0,75; CPF: F(1,15) = 2,33; p = 0,15] (Fig. 19B)

em nenhuma das regides cerebrais analisadas dos ratos jovens.

Resultados similares foram encontrados quando os niveis de glutamato e GABA foram
avaliados nos ratos adultos. Os niveis de glutamato [talamo: Fu20 = 0,02; p = 0,90;
hipocampo: F1,20) = 0,96; p = 0,34; CPF: F120) = 0,07; p = 0,80] (Fig. 20A) e GABA [talamo:
F,20 = 0,01; p = 0,92; hipocampo: F120) = 0,06; p = 0,81; CPF: F(120) = 0,01; p = 0,98] (Fig.

20B) ndo foram afetados pela restricdo de tiamina em nenhuma das regiGes cerebrais
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estudadas. As concentracfes médias de glutamato e GABA presentes em todas as regides

analisadas dos ratos jovens e adultos estdo apresentadas na secdo Anexo (Tabela 5).

Analises de regressao linear entre 0s parametros comportamentais e bioguimicos: ndo
foram verificadas correlacGes significativas entre glutamato ou GABA nas trés regides
analisadas e o desempenho dos ratos jovens na sessdo 2 do treino. Também ndo foram
verificadas correlagdes significativas entre glutamato ou GABA e a distancia ao alvo no
primeiro minuto do teste comprobatério para os ratos jovens e adultos. As correlacdes
significativas foram: concentracéo de glutamato [talamo: F 15 = 11,92; p = 0,003; cortex pré-
frontal: Fi15 = 5,30; p = 0,04] e desempenho dos ratos jovens no teste da memoria de
trabalho; concentracdo de GABA no talamo [F(120) = 6,05; p = 0,02] e indices de extin¢éo
apresentados pelos ratos adultos. Os dados das analises de regressdo linear encontram-se

sumarizados na se¢do Anexo (Tabela 6).

Os dados comportamentais e bioquimicos determinados nas fases jovem e adulta de
ratos submetidos a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal foram compilados em um

manuscrito submetido a revista Behavioural Brain Research (Anexo copia do manuscrito).

58



Resultados

Niveis de glutamato e GABA em regides cerebrais de ratos jovens
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Figura 19: Concentraces em pg/g de tecido (média £ erro padrdo) de glutamato (painel
A) e GABA (painel B) em regifes cerebrais de ratos jovens submetidos a restricdo de
tiamina durante o periodo peri-natal. MC e MR: ratos provenientes de maes controles e
restritas, respectivamente. CPF = cortex pré-frontal.

59



Resultados

Niveis de glutamato e GABA em regides cerebrais de ratos adultos
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Figura 20: Concentracdes em pg/g de tecido (media * erro padrdo) de glutamato (painel
A) e GABA (painel B) em regides cerebrais de ratos adultos submetidos a restricdo de
tiamina durante o periodo peri-natal. MC e MR: ratos provenientes de maes controles e
restritas, respectivamente. CPF = cortex pré-frontal.
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Resumo dos Resultados

Parametros Comportamentais e

AvaliagOes na fase Jovem

AvaliagOes na fase Adulta

Bioquimicos (30 dias) (75 dias)
RESTRIC}AO DE TIAMINA DURANTE A LACTAQAO (PARTE 1)
Aprendizado Espacial Efeito da restricdo n.s.
Velocidade de nado no treino
Memoria de Referéncia n.s. n.s.
Memoria de Trabalho
indice de Extinco
ConcentracOes Talamo L
de Glutamato Hipocampo n-s. Redugao significativa
CPF
Concentragoes Talamo Reducéo significativa
de GABA Hipocampo ns n.s.
CPF
CorrelacOes Significativas n.s. n.s.

Ganho de peso corporal

Efeito da restri¢do

Efeito da restri¢do

Peso encefalico

Peso encefalico/Peso corporal

n.s.

Reducéo significativa

n.s.

RESTRICAO DE TIAMINA DURANTE O PERIODO PERI-NATAL (PARTE 11)

Aprendizado espacial Efeito da restricdo n.s.
Velocidade de nado no treino
Memodria de Referéncia n.s. n.s.
Memodria de Trabalho
indice de Extinco
Concentrag0es Talamo
de Glutamato Hipocampo n.s. n.S.
CPF
Concentracdes Talamo
de GABA Hipocampo n.S. n.s.
CPF

Correlages Significativas

Concentragdes glutamato
(tdlamo e CPF) X teste da
memoria de trabalho

Concentragdes GABA no
tdlamo X indice de
extincdo

Ganho de peso corporal

Efeito da restri¢do

Peso encefalico

n.s.

n.s.

Peso encefalico/Peso corporal

Efeito da restricdo

Tabela 13: Resumo dos resultados das partes | (restricdo de tiamina durante a lactacéo) e Il
(restricdo de tiamina no periodo peri-natal). n.s. = ndo significativo. 'CPF = cértex pré-

frontal.
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No presente estudo foram independentemente avaliados os efeitos de uma dieta restrita
em tiamina, durante a lactacdo ou o periodo peri-natal, sobre pardmetros comportamentais e
neuroquimicos da prole nas fases jovem e adulta. Os resultados obtidos indicam, pela
primeira vez, que a restri¢do de tiamina durante a lactacdo causa na prole déficit cognitivo
espacial detectavel somente na fase jovem e alteracbes nas concentracfes cerebrais de
glutamato e GABA dos ratos adultos. Quando a restricdo maternal de tiamina é feita no
periodo peri-natal, observa-se prejuizo cognitivo na fase jovem, entretanto, a restricdo nesse
periodo, ndo altera os niveis de glutamato e GABA em nenhuma das duas fases do
desenvolvimento, jovens e adultos. Abaixo discutimos esses dados e apresentamos algumas

hipdteses que poderiam explicar esses resultados.

Estabelecimento do modelo experimental

Sabe-se que o desenvolvimento do cérebro comeca no periodo pré-natal e continua apds
0 nascimento (Bayer & Altman, 1995). No rato, os periodos peri e pos-natal (lactacdo)
concentram a diferenciacdo celular (Miller, 1986), a mielogénese e o estabelecimento das
conexdes sinapticas (Johnson e Quarles, 1986), respectivamente. Portanto, essas fases séo
importantes para o perfeito funcionamento do sistema nervoso central (SNC). A restrigdo
durante a lactacdo (Parte 1) iniciou-se no dia do parto e perdurou por 30 dias, momento em
que os ratos foram separados da méde. De forma independente, realizou-se a restricdo de
tiamina no periodo peri-natal (Parte 11): do décimo primeiro dia de gestacdo ao quinto de
lactacdo, totalizando 16 dias. Este intervalo temporal foi escolhido porque de acordo com
Bayer & Altman (1995) este periodo é crucial para a formagdo das estruturas cerebrais —
tdlamo, hipocampo e cortex pré-frontal. Estudos prévios indicam que essas estruturas sdo
importantes substratos neurobioldgicos da cognicdo espacial (Squire, 1992; Eichenbaum &
Cohen, 2001; Fuster, 2002), uma das variaveis dependentes a ser quantificada no presente
estudo. Além disto, trabalhos anteriores também indicam que a deficiéncia de tiamina afeta o
tadlamo (Langlais et al., 1992; Langlais & Savage, 1995; Pitkin & Savage, 2004), hipocampo
(Irle & Markowitsch, 1983; Savage et al., 2003, 2007; Zhao et al., 2008) e o coOrtex pré-
frontal (Langalis & Savage, 1995; Carvalho et al., 2006).
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Para se estabelecer o0 modelo experimental de deficiéncia maternal de tiamina, optou-se
por realizar a privacdo de Bl primeiramente no periodo peri-natal. Inimeras dificuldades
experimentais foram observadas, sendo a morte recorrente da prole o principal desafio.
Inicialmente tentou-se estabelecer um modelo no qual as mées recebiam ragdo 100%
deficiente em tiamina. Contudo, o indice de mortalidade das ratas gravidas foi alto, e as que
conseguiam chegar ao término da gestacdo frequentemente morriam ap0s o0 parto,
abandonavam ou matavam a prole. Os filhotes sobreviventes dificilmente chegavam a fase
adulta ou porque ndo conseguiam se alimentar sozinhos ap6s o desmame ou porque havia

muricidio entre eles.

Tendo em vista as dificuldades encontradas para estabelecer o modelo experimental de
deficiéncia de tiamina durante a fase peri-natal, resolveu-se estudar os efeitos dessa
deficiéncia durante a lactacdo, pois nesse periodo ndo teriamos os problemas relacionados a
gestacdo e ao parto. Além disso, com a finalidade de diminuir o indice de mortalidade,

diversas alteracdes foram efetuadas: (i) a formulacéo da racdo deficiente foi alterada, de tal

forma que esta passou a ser produzida contendo 10% da quantidade de tiamina presente na
ragdo padréo e, portanto, ndo mais totalmente deficiente em tiamina. Deste modo, os efeitos
observados referem-se a restricdo de B1. (ii) As ratas destinadas ao acasalamento eram

fémeas de segunda cria, ou seja, experientes na gestacdo e cuidado, com sucesso, da prole.

Assim, evitavam-se fémeas que poderiam apresentar dificuldades naturais de parto ou de

amamentacdo. (iii) A sexagem dos filhotes foi realizada no dia seguinte ao parto,

permanecendo com a mée somente filhotes machos em nimero de seis a oito por fémea para

se evitar a competicdo excessiva pelo leite materno. (iv) Extensdo no periodo de

amamentacdo. O periodo de amamentacdo também foi modificado, sendo estendido de 21
para 30 dias, com o objetivo de retirar os filhotes das mées apenas depois destes apresentarem

maior probabilidade de sobrevivéncia. (v) Alteracdes nas condi¢cbes ambientais e manuseio

dos animais. As condi¢des de manutencdo dos animais foram melhoradas: evitava-se 0
barulho externo e a entrada de pessoas no local onde os animais eram mantidos, as caixas nas
quais os ratos estavam alocados eram conservadas sempre muito limpas e, por dltimo, a
manipulacdo dos filhotes era evitada ao maximo. Depois da adogdo destas medidas, ratos
provenientes de maes restritas foram obtidos. Uma vez que o modelo de restricdo durante a
lactacdo foi estabelecido, condi¢bes experimentais semelhantes foram adotadas e filhotes
provenientes de mées restritas em tiamina durante o periodo peri-natal também foram obtidos

com sucesso. Apos o episodio de restricdo maternal de tiamina durante a lactacéo (Parte 1) ou
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o periodo peri-natal (Parte 1), os filhotes provenientes de maes controles e restritas foram
avaliados em dois momentos distintos: fase jovem e adulta, de forma independente. Os dados
referentes ao modelo experimental, como ganho de peso corporal e encefélico, estdo
discutidos abaixo.

Estabelecimento do método cromatografico para dosagem de
glutamato e GABA em amostras de tecido cerebral

No presente trabalho estabelecemos um método cromatogréafico para a dosagem de
GABA e glutamato utilizando derivatizacao pré-coluna com ortoftaldeido (OPA) e fase movel
isocratica. O método por nos descrito permitiu a analise desses neurotransmissores em

amostras de tecido cerebral de ratos de forma rapida e com alta reprodutibilidade e acurécia.

No cromatograma da solugdo branco observa-se a presencga de substancias no inicio da
corrida que provavelmente sdo originadas da reacdo de derivatizacdo e possuem um tempo de
retencdo muito similar ao glutamato. Por este motivo, o grafico da curva de calibracdo do
glutamato ndo intercepta o eixo Y na origem. A deteccdo de picos desconhecidos relativos a
substancias presentes em reacdes de derivatizacdo, incluindo OPA, foi previamente descrito
por outros autores (Rowley et al., 1995; Zhang et al., 2005; Devall et al., 2007).

A baixa estabilidade das amostras derivatizadas com OPA ndo influenciou nos
resultados obtidos porque um minuto apds a derivatizacdo as amostras foram injetadas no
sistema cromatografico. Além disso, a utilizacdo de OPA como agente derivatizante apresenta
diversas vantagens, dentre elas a rapidez da reacdo que otimiza o tempo de analise e a baixa
toxicidade de OPA quando comparado a outros agentes derivatizantes (Shah et al., 1999;
Dawson et al., 2004; Clarke et al., 2007).

A reprodutibilidade da analise cromatogréafica € alta, pois tanto para GABA quanto para
glutamato as variagdes intra-dia e inter-dia sdo pequenas. Além disso, a alta acurécia obtida
nos ensaios de recuperagdo (99,6 £ 2,3% e 101,9 + 1,8% para GABA e glutamato,
respectivamente) indica que o método pode ser usado para analises quantitativas de tecidos
cerebrais de ratos. Os valores de reprodutibilidade e acuracia do método estdo de acordo com
estudos cromatogréficos prévios para determinacdo de GABA e glutamato (Shah et al., 1999;
Zhang et al., 2005; Devall et al., 2007).
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As concentracdes de glutamato e GABA determinadas no talamo, hipocampo e cortex
pré-frontal através do método por nds descrito sdo maiores que 0s valores previamente
publicados na literatura (Liu et al., 2003; Jin et al., 2005). Uma explicagdo para esta diferenca
pode estar no processamento das amostras. No presente estudo, a solu¢cdo de homogeneizagédo
utilizada (metanol:dgua - 85:15 v/v) apresenta constante dielétrica menor que os tampdes
descritos por outros autores para homogeneizar tecidos cerebrais. Deste modo, é possivel que
a baixa constante dielétrica do meio dificulte a ionizacdo das moléculas de GABA e
glutamato, aumentando a solubilidade dessas substancias no meio, resultando em um
procedimento de extracdo mais eficiente. Outra possibilidade a ser considerada é a maior
apolaridade da solucdo de homogeneizacdo com metanol em relacdo as solugdes utilizadas
por outros autores. Uma solugdo mais apolar poderia facilitar a solubilizacdo das membranas

bioldgicas propiciando maior liberagdo dos aminoécidos no sobrenadante.

A analise cromatografica descrita para a dosagem de GABA e glutamato em amostras
de tecido cerebral mostra-se vantajosa em relacdo aos métodos anteriormente publicados, pois
utilizando fase movel isocratica, separa com alta resolugédo os dois aminoacidos em uma unica
corrida e com um tempo de elui¢do inferior a 9 minutos. Além disso, o processamento das
amostras cerebrais € mais eficiente que os anteriormente descritos, pois niveis relativamente
altos, comparados aqueles obtidos por outros autores, de GABA e glutamato foram detectados

nos trés tecidos cerebrais analisados.

Restricdo de tiamina durante a Lactacdo ou o periodo peri-natal
(Partes 1 e 1)

A primeira avaliacdo realizada nas proles foi a afericdo semanal do peso corporal.
Como mencionado anteriormente, a restricdo de tiamina durante a lactacdo foi o primeiro
modelo experimental estabelecido, nesse estudo, com sucesso. Devido as dificuldades
enfrentadas inicialmente para se estabelecer o modelo de deficiéncia de tiamina peri-natal,
guando grande parte dos recém-nascidos ndo sobreviveu, decidiu-se re-iniciar 0s
experimentos apds algumas alteracbes no método. Uma dessas alteracdes foi tentar manipular
0 minimo possivel os ratos provenientes de mées restritas e controles e apenas iniciar as
avaliacbes na fase adulta. Portanto, dando um tempo maior para recuperacdo dos animais

provenientes das mdes restritas antes de submeté-los aos testes. Por este motivo, no primeiro
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delineamento experimental, as aferi¢des de peso nos ratos adultos foram realizadas a partir da
quarta semana de vida. Quando as condi¢des experimentais para a obtencdo das proles ja
estavam bem estabelecidas, foram realizadas as avaliagcbes na fase jovem. Nesses animais a

afericdo do peso corporal (manipulacdo dos animais) foi iniciada na primeira semana de vida.

A restricdo de tiamina durante a lactagéo significativamente prejudicou o ganho de
peso corporal das proles, tanto em fases iniciais quanto posteriores da vida. Durante o
desenvolvimento, todos 0s animais ganham peso, entretanto ratos provenientes de maes
restritas apresentam o peso reduzido em relagdo aos ratos provenientes de mées controles,
corroborando o importante papel da tiamina no metabolismo energético celular (Berg et al.,
2004).

Embora a restri¢do de tiamina durante a lactacdo tenha afetado o peso corporal de ratos
jovens e adultos, uma reducéo significativa no peso encefalico (exceto cerebelo) foi detectada
somente nos ratos mais velhos. Uma das possiveis explicacfes para este achado pode ser a
manipulacdo diferencial dos filhotes. Dados da literatura sugerem que 0 manuseio pos-natal,
definido como uma curta separa¢do maternal durante o periodo da lactacdo (Chapillon et al.,
2002), pode induzir efeitos positivos na prole como aumento do comportamento exploratorio
(Nunez et al., 1995) e ganho de peso corporal (Van de Weerd et al., 1997). No presente
trabalho os ratos jovens foram manipulados para a pesagem a partir da primeira semana de
vida, enquanto os ratos adultos foram manuseados somente ap6s um més. Deste modo, é
possivel que os ratos jovens por serem mais estimulados apresentassem um comportamento
mais ativo, com maior atividade exploratéria e em consequéncia maior acesso ao leite. Por
outro lado, conforme detalhado abaixo, esses animais jovens diferentemente dos adultos,
apresentaram déficit no aprendizado espacial. Assim, outra possibilidade para explicar 0s
resultados encontrados é que a diferenca entre as médias dos pesos dos animais dos dois
grupos poderia aumentar gradativamente ao longo do tempo, sendo apenas possivel detectar
uma diferenca significativa em fases posteriores da vida, onde a variacio seria maior. E
importante ressaltar que quando o peso encefalico é expresso em relacdo ao peso corporal, 0
efeito da restricdo de tiamina durante a lactacdo ndo é mais detectado nos ratos jovens e
adultos. Todavia, nos ratos jovens, foi verificada uma diferenca estatistica de 6%, ou seja,
uma tendéncia que a restricdo de tiamina durante a lactacdo afete a relacdo entre peso
encefalico e corporal nesses animais. Esses dados corroboram a importancia da manutengéo
da relacdo entre peso encefalico e corporal para a execucdo das fungdes bioldgicas mesmo em

estados de privagéo nutricional.
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Durante o treino no Labirinto Aquatico de Morris observou-se efeito significativo do
tempo para os ratos jovens e adultos, indicando que ao longo das cinco sessdes ambos 0s
grupos sdo capazes de aprender a tarefa espacial (localizacdo da plataforma submersa).
Entretanto, a restricdo de tiamina durante a lactacdo ocasionou déficit cognitivo detectavel
somente no desempenho dos ratos jovens, que foram capazes de aprender a tarefa espacial,
mas de uma forma mais lenta do que os animais controles. Efeitos similares na aquisi¢do da
informacdo espacial no LAM foram anteriormente descritos pelo nosso grupo de pesquisa
quando a deficiéncia de tiamina foi feita em ratos adultos (Carvalho et al., 2006; Vigil et al.,
2010). Além disso, Schneider & Koch (2005) utilizando outro tipo de modelo experimental,
lesdo cerebral com &cido iboténico, encontraram resultados semelhantes aos nossos, pois
observaram que um insulto cerebral no cortex pré-frontal durante a lactacdo induziu alteracéo

no comportamento de inibigdo de pré-pulso (PPI) em ratos jovens, mas ndo em ratos adultos.

A restricdo de tiamina durante a lactagdo ndo afetou a velocidade de nado dos ratos
jovens e nem dos ratos adultos, sugerindo que o déficit de aprendizado observado nos
primeiros deve-se a um prejuizo cognitivo e ndo a um problema motor. Esta conclusao é
corroborada pelo fato de que a velocidade de nado é similar para ambos os grupos. Além
disso, a velocidade de nado dos ratos jovens e dos adultos foi significativamente reduzida ao
longo das sessdes. Uma possivel explicacdo para este fato € que no comeco do treino o
ambiente € novo e 0s animais, por ndo saberem a localizacdo da plataforma, nadam mais
rapido e em todas as direcdes, demonstrando um tipico comportamento exploratorio. A
medida que os ratos aprendem a tarefa, a velocidade de nado diminui, favorecendo uma busca

mais minuciosa para encontrar o0 alvo com precisao.

A memodria espacial de referéncia dos ratos jovens e adultos avaliada no primeiro
minuto do teste comprobatorio ndo foi afetada pela restricdo de tiamina durante a lactacao.
Uma vez que 0s ratos provenientes de mdes restritas de ambos os experimentos (jovens ou
adultos) apresentaram desempenho similar na Gltima sessdo do treino, este resultado ndo é
inesperado. Além disso, Baydas e cols. (2007) ao induzirem uma hiperhomocisteinemia
maternal crbénica e avaliar o aprendizado e a memoria espacial da prole no LAM também
observaram que um insulto maternal foi capaz de ocasionar déficit no aprendizado da prole,

sem, entretanto alterar a memoria espacial.

De acordo com Schutz e cols. (2004), sessdes no Labirinto Aquéatico de Morris sem 0
reforgo (plataforma submersa) podem induzir um comportamento de imobilidade, refletindo
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um estado de desamparo, com baixa motivacdo e fadiga. Seguindo esta hipotese, um aumento
da mobilidade poderia ser interpretado como maior atividade motora e/ou motivacdo do
animal. No presente trabalho a velocidade de nado e consequentemente a distancia total
percorrida durante o primeiro minuto do teste comprobatério foram significativamente
aumentadas pela restricdo maternal de tiamina nos ratos jovens. Este achado sugere que os
animais jovens, comparado aos adultos poderiam apresentar um ou mais dos seguintes sinais:
1) uma maior motivacdo; 2) uma maior atividade motora; 3) uma maior alteracdo emocional

(p.ex. medo) perante o estimulo aversivo na auséncia do reforco.

Ainda com relacdo ao teste comprobatdrio, a restricdo de tiamina durante a lactagcdo néo
alterou o indice de extin¢do dos ratos jovens e adultos, ou seja, 0s ratos de todos 0s grupos
foram capazes de extinguir o comportamento permanecendo menos tempo no quadrante alvo
durante o segundo minuto do teste. O tempo de 120 segundos do teste comprobatério tém sido
frequentemente adotado pelo nosso grupo de pesquisa (Pires et al., 2005; Carvalho et al.,
2006; Oliveira-Silva et al., 2007) e por outros autores (Bussey et al., 1999; McKay et al.,
2002; Schutz et al., 2004) para se avaliar a memoria espacial (primeiro minuto) e o indice de
extingdo (segundo/ primeiro minuto). Apesar de os ratos permanecerem na piscina o dobro do
tempo (120 segundos) em relacdo as tentativas (60 segundos) durante o treino, 0s animais ndo
mostraram nenhum sinal de fadiga ou imobilidade no segundo minuto do teste comprobatorio.
A auséncia de diferenca significativa entre a velocidade de nado no primeiro e segundo

minutos corrobora esta afirmacéo.

Apbs o teste comprobatorio os animais foram treinados durante cinco dias com a
plataforma alternada diariamente. No sexto dia, a memoria espacial de trabalho foi avaliada.
A restricdo de tiamina durante a lactacdo nédo afetou a laténcia, a distancia total percorrida ou
a velocidade de nado dos ratos jovens e adultos durante o teste da memdria de trabalho. Em
estudo prévio, Mumby e cols. (1999) observaram que a deficiéncia de tiamina realizada em
animais adultos induz déficit na memoria de trabalho. Deste modo, é possivel que a mesma
injuria - deficiéncia de tiamina — tenha efeitos diversos sobre a memoria de trabalho quando é

realizada em periodos distintos — fase adulta ou deficiéncia maternal.

Os niveis de glutamato e GABA do tdlamo, hipocampo e cortex pré-frontal ndo foram
alterados pela restricdo de tiamina durante a lactacdo quando a avaliagdo foi realizada nos
animais jovens. Entretanto, nos ratos adultos provenientes de mées restritas foi verificada

reducdo significativa na concentracdo de glutamato em todas as regiGes analisadas e de
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GABA no talamo. Ratos jovens apresentam prejuizo cognitivo e auséncia de alteracdo nas
concentracdes de glutamato e GABA. Ja os ratos adultos, surpreendentemente, apresentam o
desempenho cognitivo intacto, porém reducdo na concentracdo de glutamato em todas as
regides analisadas e de GABA no talamo. Desses resultados experimentais levantamos trés

hipdteses:

i) os niveis de glutamato e GABA nas regifes avaliadas provavelmente ndo estdo
diretamente envolvidos nos aspectos cognitivos espaciais estudados neste trabalho. A
auséncia de correlagdo linear significativa nas analises de regressdo entre as concentracoes
de glutamato e GABA nas trés regides cerebrais analisadas e o desempenho nas sessoes 2 e 3

do treino de ratos jovens corrobora esta hipotese;

ii) os papéis de glutamato e GABA podem ser modulatorios, ou seja, nos animais jovens,
apos um periodo de insulto (restricdo de tiamina), o déficit cognitivo esta presente, devido
provavelmente a uma disfuncdo primaria em outro circuito neuroquimico. No entanto, ao
longo do processo de desenvolvimento, poderia ocorrer um re-equilibrio da rede
(neuroplasticidade) e os circuitos modulatérios se ajustariam de tal forma a re-estabelecer o
funcionamento de outros circuitos basicos. Assim, nos animais adultos provenientes de mées
restritas os sistemas glutamatérgico e GABAérgico teriam, ao longo do tempo, se ajustado e,

0 prejuizo cognitivo ndo seria mais detectavel;

iii) os estimulos provenientes da manipulacdo dos animais jovens, durante os procedimentos
de pesagem desde as primeiras semanas de vida desses animais, poderiam ter funcionado
como um efeito positivo compensatorio, contrapondo e impedindo as alteraces nos niveis
de glutamato e GABA induzidos pela restricdo maternal de tiamina durante a lactacdo. Como
o0s animais avaliados na fase adulta ndo foram submetidos a esses estimulos, ndo tiveram o
fator compensatorio e, portanto, apresentaram alteragdes significativas nas concentragdes de
glutamato e GABA.

Diversos sistemas de neurotransmissdo além de GABA e glutamato estdo envolvidos
em aprendizado e memdria espacial, entre eles acetilcolina, serotonina, noradrenalina e
dopamina, sendo este Gltimo, considerado por Myhrer (2003), 0 mais critico para a aquisi¢ao
e manutencdo do comportamento. Aferéncias glutamatérgicas do hipocampo, talamo e cortex
pré-frontal modulam o importante circuito dopaminérgico existente entre area tegumentar
ventral (VTA) e nlcleo accumbens (Nac) (Mora et al., 2008; Del Arco & Mora, 2008). Além

disso, aferéncias dopaminérgicas partindo do VTA projetam-se para essas areas

69



Discussdo

anteriormente referidas — hipocampo, tdlamo e cortex pré-frontal (Gurden et al., 1999). A
diminuicdo nos niveis de glutamato observada no presente estudo poderia estar associada a
um déficit na atividade do sistema glutamatérgico nos animais adultos provenientes de maes
submetidas a restricdo de tiamina. Isto poderia ocasionar diminuicdo do output
glutamatérgico para o circuito VTA e Nac, culminando no aumento da liberacdo de
dopamina local e em consequéncia, um aumento do output dopaminérgico para talamo,
hipocampo e CPF. O aumento dos niveis de dopamina nestas &reas cerebrais pode ser pelo
menos em parte, responsavel pela auséncia de déficit cognitivo observado nos animais
adultos. O fato de o sistema dopaminérgico ser afetado pela deficiéncia de tiamina
(Nakagawasai et al., 2007b) e a utilizacdo de antagonistas para receptores dopaminérgicos
D1 e D2 localizados no CPF prejudicar o aprendizado espacial (Rinaldi et al., 2007)
corroboram o provavel envolvimento da dopamina nas alteragdes comportamentais e
glutamatérgicas detectadas no presente trabalho. Todavia, € importante ressaltar que outros
neurotransmissores, além da dopamina, podem estar envolvidos e que provavelmente a
interacdo coordenada dos diversos sistemas seja responsavel pela manifestacdo das
disfuncBes cognitivas observadas. Deste modo, investigacGes futuras sdo necessérias para
esclarecer quais os sistemas de neurotransmissdo modulados por glutamato e GABA sao
primariamente afetados pela restricio maternal de tiamina e associados aos prejuizos

cognitivos observados.

Em sintese, na primeira parte do presente trabalho, verificou-se pela primeira vez que a
restricdo de tiamina durante a lactacdo induz déficit no aprendizado espacial e alteracdo nos
niveis cerebrais de glutamato e GABA da prole. Surpreendentemente, o prejuizo cognitivo
induzido pela restricdo de tiamina € observado em fases iniciais da vida (juventude), porém
ndo mais detectavel nos ratos adultos. Por outro lado, os niveis de GABA no talamo e de
glutamato em todas as regifes cerebrais analisadas foram significativamente diminuidos nos
ratos adultos, ndo sendo observada alteracdo nos ratos jovens. Além das hipoteses descritas
acima, esses resultados sugerem que um ajuste neurobioldgico, devido a plasticidade do
SNC, possa ter ocorrido a fim de compensar os insultos recebidos durante fases iniciais do

desenvolvimento (lactacéo).

Quando a restricdo de tiamina foi realizada no periodo peri-natal, o peso corporal dos
ratos jovens e adultos foi aferido semanalmente a partir do sétimo dia de vida, totalizando
seis e doze medidas, respectivamente. Todos 0s animais ganharam peso e diferentemente do

observado no delineamento da restricdo durante a lactacdo que afetou o ganho de peso
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corporal nas duas fases, jovens e adultos; a restricdo perinatal teve efeito sobre esse
parametro apenas na fase jovem. Os pesos encefalicos (exceto cerebelo) dos ratos jovens e
adultos também nédo foram alterados pela restri¢do peri-natal de tiamina. Entretanto, quando
0 peso encefélico foi expresso em relacdo ao peso corporal observou-se efeito significativo
da restricdo somente nos ratos jovens. Como anteriormente mencionado, essa relacdo entre
0s pesos pode representar a forma mais adequada de expressdo desses dados. E, nesse caso,
uma vez que os ratos adultos tiveram um tempo de recuperacdo pds-tratamento maior que 0s
ratos jovens, é possivel que com o passar do tempo ajustes metab6licos no organismo, nos
niveis corporal e encefalico, tenham ocorrido e os efeitos da restricdo peri-natal ndo sejam
detectados em fases posteriores da vida. Considerando os efeitos da restricdo sobre esse
aspecto, que expressa a relagdo entre os pesos, pode-se inferir que a restricdo peri-natal
parece ser mais prejudicial do que a restricdo durante a lactacdo. Além disso, esses dados
indicam que a mesma injaria — restricdo maternal de tiamina — realizada em periodos
distintos — lactacéo ou periodo peri-natal - pode provocar efeitos diferentes sobre aspectos do

desenvolvimento do organismo.

Ao longo das sessdes de treino no Labirinto Aquéatico de Morris, ratos jovens e adultos
foram capazes de aprender a tarefa espacial, porém a aprendizagem dos primeiros foi
significativamente afetada pela restricdo peri-natal de tiamina. Ainda com relacdo ao treino,
apesar da velocidade de nado diminuir significativamente ao longo das sessbes para 0s ratos
jovens e adultos, a restricdo ndo afetou a velocidade de nado dos animais de nenhum dos
grupos, indicando que o déficit observado nos ratos jovens deve-se a um prejuizo no

aprendizado espacial e ndo a uma alteracdo motora.

A memodria espacial de referéncia dos ratos jovens e adultos avaliada no primeiro
minuto do teste comprobatdrio ndo foi afetada pela restricdo peri-natal de tiamina. Entretanto,
a velocidade de nado e consequentemente a distancia total percorrida foram
significativamente aumentadas pela restrigdo somente nos ratos jovens, sugerindo que esses
animais apresentam maior atividade e/ou motivacdo quando comparados aos ratos adultos.
Ainda com relacdo ao teste comprobatério, os animais de todos os grupos foram capazes de
extinguir o comportamento, e a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal ndo alterou o

indice de extincdo dos ratos jovens e adultos.

A memoria espacial de trabalho avaliada apos cinco sessfes de treino com a plataforma
alternada diariamente também né&o foi afetada pela restri¢do de tiamina no periodo peri-natal,
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tanto nos ratos jovens quanto nos adultos. Desta forma, surpreendentemente, a restricdo
maternal de tiamina realizada no periodo peri-natal (Parte 11) e na lactacdo (Parte I) afetou os
aspectos dos processos de aprendizagem e memoria espacial, dos ratos jovens e adultos, de

maneira similar.

A restricdo de tiamina no periodo peri-natal, diferentemente da restricdo durante a
lactacdo, ndo alterou os niveis de glutamato e GABA no talamo, hipocampo e cortex pré-
frontal dos ratos jovens e adultos. Corroborando a primeira hipdtese levantada na parte | deste
trabalho, é plausivel propor que os niveis de glutamato e GABA das regides estudadas néo
estejam diretamente envolvidos nos aspectos comportamentais avaliados. A auséncia de
correlacdo linear significativa entre glutamato ou GABA nas trés regides cerebrais analisadas
e 0 desempenho dos ratos jovens durante o treino suporta esta proposi¢cdo. No entanto, estudos
futuros mais detalhados, como por exemplo, determinagfes das concentracGes liberadas
desses neurotransmissores em condi¢des normais e despolarizadas, devem ser realizados para
esclarecer melhor essa questdo. Como os niveis de glutamato e GABA das regides cerebrais
estudadas ndo estdo alterados nos ratos adultos € possivel que ajustes neurobioldgicos em
outros sistemas de neurotransmissdo como, por exemplo, acetilcolina, serotonina ou
dopamina tenham acontecido para restaurar a funcdo comportamental prejudicada nos ratos
jovens. Assim, nos animais adultos, apos a ocorréncia de ajustes neurobioldgicos ao longo do

desenvolvimento, o prejuizo cognitivo ndo seria mais detectavel.

Destacamos que foram observadas as seguintes correlac@es significativas, para os dados
obtidos a partir dos estudos com o0s animais jovens ou adultos provenientes de méaes controles
e restritas em tiamina durante o periodo peri-natal, respectivamente: (i) entre as concentraces
de glutamato (tAlamo ou CPF) e desempenho dos animais no teste da memaria de trabalho e,
(i) entre concentracdes de GABA no talamo e Indice de Extingdo. Considerando que nesses
grupos de animais os efeitos da restricdo ndo foram significativos sobre o0s niveis desses
aminoacidos, pode-se sugerir que as relacdes observadas indicam um possivel envolvimento
desses neurotransmissores, em condicdes fisioldgicas, nos aspectos comportamentais
avaliados. De acordo com essa proposigéo era de se esperar uma correlacdo significativa entre
£sses mesmos parametros comportamentais e bioquimicos obtidos nos estudos com os
animais jovens, restritos em tiamina durante a lactacdo. No entanto, essas correlagdes nao
foram significativas. No presente momento, ndo somos capazes de explicar essa aparente
discrepancia. Uma possibilidade é que a hipdtese acima levantada para explicar as correlacfes

significativas encontradas ndo seja procedente.
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Uma questdo a ser levantada é: porque no caso da restricdo durante a lactacdo um
possivel ajuste neuroquimico resultaria na alteracdo dos niveis de glutamato e GABA e na
restricdo peri-natal ndo? Uma possibilidade é que a restricdo durante a lactacdo interfira na
composicdo de outros componentes do leite relacionados & manutencéo dos niveis normais de
GABA e glutamato nessas regides cerebrais. E importante ressaltar que as mudancas
bioquimicas e comportamentais observadas no presente estudo foram ocasionadas pelo
consumo de racdo contendo 10% de tiamina em relacdo ao nivel padrdo. Quantidade
semelhante de tiamina na racdo foi anteriormente adotada por Trostler e Sklan (1977) para
estudar a composicéo do leite e a transferéncia de B1 durante a amamentacdo. Neste trabalho
observou-se que ratas alimentadas com ragdo contendo 10% de tiamina apresentaram reducéo
significativa na transferéncia desta vitamina durante a lactagdo, além de alteracdo nas

concentracdes de lipideos totais e lactose do leite.

Embora os estudos sobre os efeitos da restricdo de tiamina durante a lactagdo ou durante
0 periodo peri-natal tenham sido independentes, uma observacdo preliminar dos resultados
referentes aos efeitos desses tratamentos sobre os parametros bioquimicos permite supor que a
restricdo maternal de tiamina durante a lactacdo (Parte I) parece ocasionar efeitos mais
pronunciados na prole, que a restricdo no periodo peri-natal (Parte I1). Um estudo fatorial
considerando, em um mesmo experimento, essas duas variaveis independentes e um controle
do periodo de recuperacdo deve ser realizado no futuro. Todavia, apenas com o objetivo de
instigar questdes a serem testadas posteriormente, alguns pontos podem ser considerados com
relacdo a uma possivel diferenca entre os efeitos da restricdo durante a lactacdo e o periodo

peri-natal:

i) a duracdo do episddio de restricdo maternal de tiamina foi diferente nos dois delineamentos
experimentais. Quando a restri¢do foi realizada durante a lactacdo, as maes receberam racao
restrita durante todo o periodo de lactacdo (30 dias). Porém, as maes submetidas a restricdo de
tiamina durante o periodo peri-natal foram alimentadas com ragdo restrita do 11° dia de
gestacdo ao 5° de lactacdo totalizando 16 dias. A realizacdo de experimentos cuja duracéo do
episodio de restricdo seja semelhante nas duas abordagens (lactacdoe periodo peri-natal) pode

testar esta hipotese.

ii) o intervalo temporal entre o episddio de restricdo de tiamina e as avaliagcGes bioquimicas €
diferente nas duas abordagens experimentais. Quando a restricdo de tiamina foi feita durante a

lactacdo, os ratos jovens e adultos foram sacrificados para obtencdo das amostras - avaliagdes
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das concentragdes de glutamato e GABA - com 45 e 90 dias de idade, ou seja, apos 15 e 60
dias de recuperacdo, respectivamente. Por outro lado, quando a restricdo de tiamina foi feita
no periodo peri-natal os ratos jovens e adultos foram submetidos as avalia¢cdes bioquimicas
com a mesma idade, mas o periodo de recuperacdo foi de 41 e 86 dias, respectivamente. Desta
forma é possivel que as alteragdes causadas pelo tratamento no periodo peri-natal sejam
menos graves devido ao maior periodo de recuperacdo. Por outro lado, considerando essa
perspectiva, pode-se inferir que os efeitos da restricdo peri-natal sobre o processo de
aprendizagem espacial se manteve mesmo depois de um maior periodo de recuperacdo. Nao
sabemos se um periodo similar de recuperacdo poderia ser ou ndo suficiente para reverter os
efeitos provocados pela restricdo durante a lactacdo. Estudos futuros complementares serdo

necessarios para responder essa questao.

iii) drastico efeito da lactagdo no metabolismo de carboidratos e lipideos. Conforme
mencionado acima, de acordo com Trostler e Sklan (1977) uma concentracdo de 10% de
tiamina na racao restrita comparada a racao controle, 0 mesmo indice de restri¢cdo adotado no
presente trabalho, foi capaz de reduzir significativamente a transferéncia de tiamina durante a
lactacdo, além de alterar as concentracdes de lipideos totais e lactose do leite. Assim, quando
a restricdo de tiamina foi realizada no periodo peri-natal a reversdo da dieta aconteceu no
quinto dia de lactacdo e as mées continuaram com os filhotes até o trigésimo dia de vida.
Deste modo, é provavel que a prole submetida a restricdo no periodo peri-natal tenha tido
acesso ao leite com os niveis normais de tiamina, lipideos e carboidratos. Por outro lado,
quando a restricdo de tiamina foi realizada na lactacdo, durante os 30 dias de amamentagédo os
filhotes tiveram acesso ao leite alterado. Somente apds o desmame 0s ratos ingeriram 0S
niveis recomendados de tiamina ao consumirem racdo padrdo. Dosagens dos constituintes do

leite, obtido nessas condicdes experimentais, serdo necessarias para responder essa questao.

Consideracoes finais

O presente trabalho apresenta os dados sobre os efeitos da restricdo maternal de
tiamina durante a lactacdo ou periodo peri-natal sobre o aprendizado/memoria espacial das
proles. Em um trabalho do nosso grupo de pesquisa recentemente submetido a revista
cientifica Pharmacology, Biochemistry and Behavior (Anexo cépia do manuscrito),

Ferreira-Vieira e cols. observaram que a restrigdo de tiamina durante o periodo peri-natal
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também induz déficits motores detectdveis na fase adulta das proles. Ratos com
aproximadamente 4 meses de idade e provenientes de maes controles e restritas foram
submetidos aos testes de rotarod e impressdo de patas para anélise dos seguintes aspectos
comportamentais motores: equilibrio, largura e comprimento dos passos. A restricdo de
tiamina durante o periodo peri-natal reduziu significativamente o tempo de permanéncia dos
animais no rotarod, além de aumentar a largura do passo. Esses dados indicam que o
tratamento afetou o equilibrio dos animais e, possivelmente, o alargamento dos passos
ocorreu cComo um mecanismo compensatorio para restabelecer a funcdo prejudicada. A
restricdo de tiamina no periodo peri-natal também alterou a concentracdo de glutamato no
cerebelo e de GABA no talamo desses animais. E importante ressaltar que outros
comportamentos podem ser afetados pela restricdo maternal de tiamina e que, portanto, este
modelo experimental podera contribuir através da realizacdo de estudos futuros, para o
entendimento de mecanismos e possiveis correlacdes entre aspectos neurobioldgicos e

comportamentais.

O comportamento maternal representado principalmente por licking/grooming € a
maior fonte de estimulacdo tétil para o desenvolvimento dos filhotes e pode ocasionar
alteracbes comportamentais e bioquimicas na prole. Essas alteragdes incluem respostas
neuroendocrinas ao estresse (Liu et al., 1997), desenvolvimento hipocampal e sinaptogénese
melhorando o aprendizado e a memdria espacial (Liu et al., 2000) e sobrevivéncia neuronal
(Bredy et al., 2003). Ate onde se sabe nenhum estudo avaliou os efeitos da deficiéncia ou
restricdo de tiamina no cuidado maternal e a consequente interferéncia no comportamento e
em funcdes de sistemas neurobioldgicos da prole. Contudo, tendo em vista que a deficiéncia
de B1 em ratos adultos ocasiona alteracdes comportamentais (Mumby et al., 1999; Langlais
& Savage, 1995; Pires et al., 2005; Carvalho et al., 2006), ndo se pode descartar a hipotese
de que o cuidado com a prole esteja alterado nas maes submetidas a restricdo de tiamina. No
presente trabalho, observacbes clinicas do comportamento das maes ndo indicaram
diferencas entre ratas controles e restritas. Entretanto, estudos futuros quantitativos sao
necessarios para esclarecer se a restricdo maternal de tiamina é capaz de alterar o cuidado das
mées e contribuir para as alteracdes comportamentais e bioquimicas observadas na prole.
Portanto, € importante ressaltar que estudos futuros devem ser delineados no sentido de
responder uma relevante questdo sobre os efeitos comportamentais e biogquimicos
apresentados pelos animais da prole provenientes de mées restritas e descritos no presente

estudo. Seriam as alteragcdes no processo de aprendizagem e/ou niveis de glutamato e/ou
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GABA devido: (i) a um efeito da restricdo de tiamina na prole ou (ii) a um efeito de alteracéo
do comportamento materno com a sua prole, ou (iii) ambos efeitos associados? A primeira
possibilidade parece provavel, pois, como ja mencionado, outros autores verificaram que
uma restricdo de 90% de tiamina na ragdo de méaes no periodo da lactagdo pode refletir nos
niveis desta vitamina no leite (Trostler e Sklan, 1977). Projetos em andamento no LaNeC
objetivam determinar os efeitos da restricdo maternal de tiamina sobre as concentragdes de
constituintes do leite, incluindo tiamina. Outros dados da literatura apontam também em
direcdo a primeira hipoOtese. Fournier & Butterworth, (1990) utilizando modelo de
deficiéncia maternal de tiamina, durante a gestacdo, verificaram alteracGes na atividade de

enzimas dependentes de tiamina no cérebro de animais da prole.

O fenbmeno bioldgico denominado programming pode ser desencadeado quando um
estimulo ou um insulto é provocado em um periodo critico do desenvolvimento animal e
ocasiona mudancas adaptativas anatémicas, fisiologicas, metabdlicas e neuropsicoldgicas
que podem persistir em periodos posteriores da vida (Godfrey & Barker, 2001). Dentre os
mecanismos bioldgicos do programming podem-se destacar alteracdes na expressao génica,

na proliferacdo celular e na maquinaria epigenética.

Excesso de corticosterona (Nilsson et al., 2002), estresse maternal (Lesage et al., 2004;
Matsumoto et al., 2008), desnutricdo maternal (Lesage et al., 2002; Pérez et al., 2010) e
administracdo de alcool (Zhang et al., 2005; Weinberg et al., 2008; Kaminen-Ahola et al.,
2010) sdo algumas das condi¢bes que podem induzir o programming. As mudancas
adaptativas ocasionadas por insultos durante diferentes fases do desenvolvimento ja foram
amplamente descritas em humanos (Godfrey & Barker, 2001; Bellingham-Young &
Adamson-Macedo, 2003) e também em modelos experimentais (Nilsson et al., 2002; Lesage
et al., 2004; Zhang et al., 2005; Weinberg et al., 2008). Em trabalhos anteriores foi
observado que a deficiéncia de tiamina durante fases precoces do desenvolvimento pode
causar insultos cerebrais que culminam em alteragdes bioquimicas (Fournier & Butterworth,
1990) e histologicas (Ba et al., 1999; Ba et al., 2005) persistentes em épocas posteriores da

vida.

No presente trabalho, a restricdo maternal de tiamina realizada durante dois periodos
distintos do desenvolvimento - lactacdo ou periodo peri-natal - foi capaz de induzir
alteracbes comportamentais que persistem em épocas posteriores da vida da prole. Além

disso, alteracbes bioquimicas induzidas pela restricdo de tiamina durante a lactacdo sdo
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diferencialmente detectadas quando as avaliagcGes sdo realizadas nas fases jovem e adulta.
Esses achados acumulam mais uma evidéncia de que a caréncia de tiamina durante fases

iniciais do desenvolvimento possa ser um agente indutor de programming.

Os efeitos da restricdo de tiamina durante a lactagdo e o periodo peri-natal corroboram
o importante papel desta vitamina no desenvolvimento do cérebro e instigam a realizacéo de
uma série de experimentos futuros que possam contribuir para esclarecer o papel da tiamina
no funcionamento cerebral e os ajustes que ocorrem durante a vida para compensar um

insulto de deficiéncia maternal dessa vitamina.
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Durante o desenvolvimento do presente trabalho, além dos objetivos propostos no
projeto inicial, levantamos outras questdes baseadas nos resultados que foram sendo obtidos
ao longo da execugdo do mesmo. Algumas dessas questdes sao apresentadas a seguir como

perspectivas:

1. Avaliar parametros comportamentais (p.ex. cuidado com a prole e estado emocional) e
neuroquimicos nas maes deficientes/restritas em tiamina durante a lactacdo e o periodo

peri-natal;

2. Estudar os efeitos do periodo de recuperacdo nas alteracfes induzidas pela restricdo de

tiamina durante a lactagdo ou periodo peri-natal;

3. Avaliar os efeitos da deficiéncia/restricdo de tiamina, durante a lactacdo ou o periodo peri-

natal sobre os constituintes do leite;

4. Avaliar nas proles os efeitos comportamentais e neuroquimicos de um episddio de

deficiéncia total de tiamina durante a lactacdo ou o periodo peri-natal;

5. Auvaliar outros parametros comportamentais nas proles submetidas a restricdo maternal de

tiamina, como por exemplo, estresse, ansiedade e medo;

6. Estudar com mais detalhes os circuitos glutamatérgico e GABAérgico para identificar
quais etapas (por exemplo: sintese, recaptacdo ou liberacdo de neurotransmissores)

estariam sendo alteradas pela restricdo maternal de tiamina;

7. Determinar em regides cerebrais das proles as concentracdes de outros neurotransmissores
(p.ex. dopamina), assim como as atividades dos processos de liberagdo desses
neurotransmissores, que poderiam estar afetados pela deficiéncia/restricio maternal de

tiamina;

8. Realizar estudos morfométricos em regides do cerebro das proles para verificar se existe

lesGes induzidas pela deficiéncia/restricdo maternal de tiamina.
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Anexos

Ganho Peso Corporal (Semanas)

1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 11 12
Ratos Jovens JMC (7=11) 1973074 3254085 50,27 £ 0,57 9500 £233 14045+ 257 18184 £275 _ _ _ _
JMR (7=18) 2100+£048 2661+ 030 40,06 £ 0,323 7833 £251 12617 £2,20 167,87 £4,28
Ratos Adultos AMC (n=11) - - - 9236 442 12382474 171182633 224361074 251552938 30082+862 3242721051 352,82 +1039 367641237
AMRE (n=17) 3059 + 1,72 7582+342 12624+£510 15765+£580 17312+7,16 22900+308 25424+396 38558+0997 30600+1099

Valores representam a média (Q) + erro padrao (S EM.).

Tabela 1: Ganho de peso corporal de ratos jovens (J) e adultos (A) submetidos a restricdo de tiamina durante a lactacdo. MC e MR: ratos provenientes de
maées controles e restritas, respectivamente.

Talamo Hipocampo Cartex Pré-frontal
Glutamato GABA Glutamato GABA Glutamato GABA
Ratos Jovens JMC (n="11) 503820 £153 59 3240+ 16,47 728646 + 166,96 531124 6874,29 £ 191,87 317,93+ 1456
JWIR (n=18) 5353 51 £190,234 418,36 + 18,19 BA41 77 + 132,52 43076 £2276 G602,82 £ 108,18 3636+ 635
Ratos Adultos AMC (n=11) 703346 £2370,71 365432345 857931 + 356,22 315,29 £ 20,09 BTAT 15 £ 38779 270,16 1279
AMR (n=17) 5031,79+88 327 278,44 + 14 217 T14261£217.75 1 28396 £ 1837 TA42318 £164 43 T 25209+ 2652

Valores representam a media [wo/g tecida) £ erro padrdo (S E.MW).
*n=00001; *p=0,002; + p =000

Tabela 2: Concentracdes de glutamato e GABA em regides cerebrais de ratos jovens (J) e adultos (A) submetidos a restri¢cdo de tiamina durante a lactacéo.
MC e MR: ratos provenientes de mées controles e restritas, respectivamente.
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Ratos Jovens

Parametros analisados

Regizo Cerebral

Analise de Fegressao

F(1.27) o R Multiplo
talarmo op3 0a7 013
Sessao 2 dotreino hipncampa 0fR 042 015
cPF 180 IRE 025
talamo ops 0a3 004
Sessao 3 dotreina hipocampa 015 070 0 0a
CPF 04 054 ap4
talamo n54 na7 a14
Glutamato versus Distancia a0 alkvo hipocampo 115 o2& 020
CPF 0AB nso a13
) talamo 22 n1s a27
Indice de Exting&o hipocampo 072 040 0,16
CPF 027 0go 010
talamo 1,14 029 azo
Teste Memaria de Trabalho hipocampo 054 047 0,14
CPF apo 087 001
talamo 054 nA7 a4
Sessdo 2 dotreina hipocampa 014 070 opv?
CPF 012 073 007
talamo 0ay 049 a13
Sessao 3 do treino hipocampo 029 058 0,10
CPF o=9 033 19
talamo 030 058 010
GABA versus Cistancia a0 alvo hipacarmpo 204 016 02m
CPF o34 056 an
. talamo 355 op7 034
Indice de Extingdo hipocarpo opz ogs aE]
CPF 0410 075 006
talamo 220 n1s a27
Teste Memaria de Trabalho hipocampo 0gs 041 016
CPF apn1 091 o0z

Tabela 3: Andlises de regressdo linear dos parametros comportamentais e bioquimicos de ratos jovens e adultos submetidos a restrigdo de tiamina durante a

lactacdo.
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Ratos Adultos

Pararmetros analisados

Fegiao Cerebral

Analize de Regressao

F(1.26) 1] R mMultiplo
talamo 0,10 076 nos
Distancia ao alvo hipocampo 022 054 0,02
CPF 0,10 0,74 0,06
talarmo 037 055 012
Glutamato versus indice de Exingdn hipocampo 070 0,41 016
CPF 032 058 0,11
talamo 249 0,13 029
Teste Memaoria de Trahalho hipocampo 051 048 0,14
CPF 055 0,46 0,14
talamo 223 0,15 028
Disténcia ao alvo hipocampo oo4 0,35 oo4
CPF 254 0,12 0,30
talamo 217 0,15 0,28
GABA versus indice de Extincéo hipocampo oo 092 ooz
CFPF 073 0,40 0,16
talamo nog 076 nos
Teste Memiria de Trabalho hipocampo 0,70 0,41 0,16
CPF 053 047 0,14

Continuacdo da Tabela 3: Analises de regressao linear dos parametros comportamentais e bioquimicos de ratos jovens e adultos submetidos a restri¢do de

tiamina durante a lactagéo.

95



Anexos

Ganho Peso Corporal (Semanas)

1 2 4 5 6 7 8 10 12
Ratos J INC (=7} 1514+077 3257052  4200+134 7886 +367  110,14+454 16457 * 5,70
A0S JOVENS ik (p=10) 950 £ 0,88 22,60£2,28 43.00£2,74 7610£370 11030£1,92 14150+ 4,30 - - - )
Ratos Adultos ~ AMC (r=11) 18,33 +331 34.00+2,27  48,27+3,15 7918423 13482+831  18282+10,11 22982+1102 29300+Q81 338361083 235527 £ 1260 37845+1551 388,00+1535
AMR (n=11) 14914207 3200176 58184443 8027+340  13000+833  182B4+ 917  22000+1046 281004980 32045870 34527+ 1160 36536+ 808 373644027

Valores representam a media (g) £ erro padréo (S.EM.).

Tabela 4: Ganho de peso corporal de ratos jovens (J) e adultos (A) submetidos a restricdo de tiamina durante o periodo peri-natal. MC e MR: ratos
provenientes de mées controles e restritas, respectivamente.

Ratos Jovens

Fatos Adultos

Talamo

Hipocampo

Cortex Pre-frontal

Glutamato

GABA

Glutamato

GABA

Glutamato

GABA

JMC (n=07)
JMR (=10}

AMC (n=11)
AMR (n=11

550487 £ 141 44
5181,34 + 184 24

552845+ 191,14
5563,23 + 191,07

250,88 + 19,04
253,64 + 12,58

467,06 £ 29,18
463,44 £ 24 43

F89253 £ 214,12
7596 84 + 201,63

823702+ 20476
798536 + 155,12

310,18 £ 24,46
320,85+20,89

470,64 12,33
456,68 + 879

T266,08 + 394,04
12175 2223 86

898831 + 22745
852033 12517

230,53 £ 26,28
28349 £ 2245

40546 £ 9,15
405,00 + 13,54

Yalores representam a media (ugfg tecido) + erro padréo (S EM).

Tabela 5: Concentracdes de glutamato e GABA em regibes cerebrais de ratos jovens (J) e adultos (A) submetidos a restricdo de tiamina durante o periodo
peri-natal. MC e MR: ratos provenientes de maes controles e restritas, respectivamente.
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Fatos Jovens

Farametros analisados

Fegiao Cerebral

Analise de Regressao

F(1,15) n R Multiplo
talama 251 0,13 0,38
Sessdo 2 do treino hipocampo 095 0,34 0,24
CPF 259 0,13 0,38
talama 210 017 0,35
Distancia ao alvo hip ocampa 154 0,18 0,34
CPF 209 017 0,35
Glutamato versus lara 044 052 KK
indice de Exting&o hipocampa 054 0,44 0,20
CPF 050 039 025
talama 11582 0,00 0 BB
Teste Memaria de Trabalho hipocampo 028 060 0,13
CPF 530 0,04 0,51
talama 024 0 B3 0,13
Sessao 2 do treino hipocampo op2 0,85 0,04
CPF 048 050 0,18
talama 351 0,03 0,44
Distancia ao alvo hip ocampa 035 0 56 0,15
CPF 332 003 043
CABA versus talamo 00 095 0,02
indice de Exting&o hipocampa 047 050 0,17
CPF 3 a1 o.o07 0,45
talamo 377 ooy 045
Teste Memaria de Trabalho hipocampo 001 0,24 0,02
CPF 001 024 o0z

Tabela 6: Anélises de regresséo linear dos parametros comportamentais e bioquimicos de ratos jovens e adultos submetidos a restricdo de tiamina durante o

periodo peri-natal.
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Fatos Adultos

Farametros analisados

Fegio Cerebral

Analize de Regressao

F(1,207 1] R Maltiplo
talamo 1,58 0,22 027
Distancia ao alvo hipocampo 0,49 0,49 015
CPF 01z 0,73 0,08
talamo 0,76 0,39 0,19
Glutamato versus indice de Extingao hipocampo 0,54 0,47 018
CPF 0,38 0,54 0,14
talamo 0,63 0,43 017
Teste Memaria de Trabalho hipocampo 0,00 0,99 0,00
CPF 2,18 0,15 0,31
talamo 2058 017 0,31
Distancia ao alvo hipocampo 0,78 0,39 019
CPF 0,03 0,87 0,04
talamo E,05 0,02 0,438
GABA versus indice de Extingao hipocampo 0,01 0,93 ooz
CPF 0,39 0,54 0,14
talamo 0,30 0,59 0,12
Teste Memaria de Trabalho hipocampo 1,94 0,18 0,30
CPF 012 0,74 0,038

Continuacao da Tabela 6: Anélises de regressao linear dos parametros comportamentais e bioquimicos de ratos jovens e adultos submetidos a restricdo de

tiamina durante o periodo peri-natal.
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