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RESUMO

Diferentes modelos experimentais tém sido utilizados para se estudar aspectos
moleculares e comportamentais de processos neurodegenarativos, sendo um desses
modelos a deficiéncia de tiamina (DT), associada ou ndo ao consumo de etanol, em
roedores. Apesar dos varios estudos, muitos pontos continuam obscuros, como p.ex. 0S
mecanismos moleculares envolvidos na morte neuronal, as diferencas de suscetibilidade
entre as regides cerebrais e as relacGes entre alteracdes neurobioldgicas e aspectos
cognitivos. Os objetivos do presente estudo foram verificar os impactos da DT e/ou do
consumo de etanol sobre parametros relacionados a morte neuronal, em estagios
diferentes do processo, em trés regides (cortex pre-frontal-CPF, hipocampo e talamo) do
cérebro de ratos. Os parametros analisados foram niveis de Ca*, atividade de caspases
(3/7, 8 e 9), expressdao de genes codificadores de caspases (CASPSs), receptores
(AMPA1), canais idnicos (CACNAL1C), intermediarios da neurotransmissao (AKTL,
MAPKS8,NFkp) e fator neurotréfico (BDNF). Além disto, avaliamos o desempenho
cognitivo dos animais em tarefas de navegacdao espacial. Observamos déficits cognitivos
significativos, no aprendizado e memdria, e varias alteragbes neuroquimicas
dependentes da regido e do estagio dos tratamentos. Ocorreu uma reducao reversivel na
tiamina mono (TMP) e difosfato (TDP), em todos os tecidos analisados. Além disto, a
DT afetou a atividade das caspases 3/7, 8 e 9. No CPF, as atividades das caspases-8 e 3
se encontraram reduzidas, ap6s periodo de recuperacdo. No hipocampo, observamos
reducdo das atividades das caspases-8 e 9, no ultimo dia do episddio de DT. Em relagdo
a expressdo génica, observamos efeito reversivel (aumento da expressdo dos AMPAL e
CACNALC) no CPF, durante o episddio de DT. Esses dados indicam papeis importantes
dos canais de Ca*?-voltagem dependente e dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos,
como coparticipantes do processo de morte neuronal (marcacdo com iodeto de propidio-
IP aumentada). No hipocampo, diferentemente do CPF, observamos um aumento
apenas da expressdo do CACNALC no ultimo dia do episodio. No tdlamo, ocorreu um
aumento da expressdo do AMPA1L e reducdo do CACNAL durante o episodio de DT,
sendo que ambos se encontraram reduzidos ap6s 24 h de recuperacdo. Durante o
episédio de DT, os niveis do fon Ca*? livre aumentaram no CPF, retornando a valores
dos controles, apds periodo de recuperagdo. O aumento da [Ca®*] intracelular no CPF
pode ser um dos fatores responsaveis pela inibicdo da enzima fosfatase que degrada
TTP, 0 que explicaria 0 aumento que observamos na [TTP] nesta regido. Por outro lado,
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no hipocampo e no talamo ndo observamos aumento na [Ca®*]. Testes de viabilidade
celular, usando marcacéo IP, mostraram um aumento da morte celular no ultimo dia do
episodio de DT, tanto no CPF e aparente efeito da DT nas regies do hipocampo (CA3 e
DG). Apds periodo de recuperacdo de 4 semanas, animais do grupo DT, que ndo foram
submetidos ao teste cognitivo, apresentaram reducdo na expressdo dos genes CASP3,
MAPK8, CACNALC no talamo. Esse efeito ndo foi observado nos animais submetidos a
tarefa cognitiva. Isto indica um provavel efeito, direto ou indireto, do treino cognitivo
sobre a regulacdo da expressdao desses genes no talamo. Verificamos ainda sinergismo
entre os efeitos do consumo cronico de etanol e DT, em relacdo a diminuicdo na
expressao dos genes CASP3, CASP8, AKT1, MAPKS8, NFks, BDNF, no hipocampo.
AlteracOes na atividade das caspases no hipocampo, observadas concomitantemente
com a marcacdo com IP, indicaram a ocorréncia de processo de morte celular neste
tecido. Concluimos que, os mecanismos que levam a morte celular, induzida por DT
e/ou Etanol, sdo distintos nas trés regides cerebrais. Os achados do presente estudo
mostram pela primeira fez que a DT/consumo cronico de etanol afetam componentes
moleculares envolvidos em sistemas de controle da viabilidade celular e que, existem
diferencas no mecanismo molecular relacionado a susceptibilidade das regides
cerebrais. As alteracdes neurobioldgicas observadas no CPF e no hipocampo, podem
representar parte importante dos mecanismos subjacentes ao  processo
neurodegenerativo responsavel pelos déficits cognitivos espaciais induzidos pela DT

e/ou etanol.



ABSTRACT

Different experimental models have been used to study molecular and behavioural
aspects of neurodegenerative processes. One of these models is rodents submitted to
thiamine deficiency (TD), associated or not with ethanol consumption. Despite several
studies, many points remain unclear, such as the molecular mechanisms involved in
neuronal death, the differences in susceptibility between brain regions and the
relationships between neurobiological changes and cognitive aspects. The objectives of
the present study were to verify the impacts of TD and/or ethanol consumption on
parameters related to neuronal death, at different stages of the process, in three regions
(prefrontal cortex-PFC, hippocampus and thalamus) of the rat brain. The parameters
analysed were Ca?* levels, activity of caspases (3/7, 8 and 9), expression of caspase
encoding genes (CASPs), receptors (AMPAL), ion channels (CACNALC),
neurotransmission intermediates (AKT1, MAPKS8, NFKp) and neurotrophic factor
(BDNF). In addition, the cognitive performance of animals in space navigation tasks
was assessed. We observed significant cognitive deficits, in learning and memory, and
several neurochemical changes depending on the region and treatment stage. There was
a reversible reduction in monophosphate thiamine (TMP) and diphosphate (TDP) in all
tissues analysed. Moreover, the caspase 8 and 3 activities were reduced in PFC, after a
recovery period. In the hippocampus, we observed a reduction in the activities of
caspases 8 and 9, on the last day of the TD episode. Regarding gene expression, we
observed a reversible effect (increased expression of AMPAL and CACNA1C) in the
PFC during the TD episode. These data indicate important roles of the Ca*>-dependent-
voltage channels and glutamate ionotropic receptors as co-participants in the process of
neuronal death (increased propidium iodide [PI] labelling). In the hippocampus, unlike
the PFC, we observed only an increase in the expression of CACNALC on the last day of
the episode. In the thalamus, there was an increase in the expression of AMPAL and a
reduction in CACNA1C during the TD episode, and both were reduced after 24 hours of
recovery. During the TD episode, the Ca*? levels increased in the PFC, returning to the
values of the controls after a recovery period. The increase in intracellular [Ca®'] in the
PFC may be one of the factors responsible for the inhibition of the phosphatase enzyme
that degrades TTP, which would explain the increase that we observed in the [TTP] in
this region. Conversely, in the hippocampus and thalamus we not observed an increase

in [Ca*"]. Cell viability tests, using PI labelling, showed an increase in cell death on the
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last day of the TD episode, in the PFC and apparent effect of DT on hippocampus (CA3
and DG). After a recovery period of 4 weeks, animals from the TD group, which were
not submitted to the cognitive test, showed a reduction in the expression of CASP3,
MAPKS8, CACNAILC genes in the thalamus. These effects were not observed in animals
submitted to cognitive task. It indicates a probable effect, direct or indirect, of cognitive
training on the regulation of the expression of these genes in the thalamus. We also
found synergism between the effects of chronic ethanol consumption and TD, in
relation to the decrease in the expression of CASP3, CASP8, AKT1, MAPKS8, NFkg,
BDNF genes in the hippocampus. Changes in caspase activity in the hippocampus,
observed concomitantly with the labelling with PI, indicated the occurrence of a cell
death process in this tissue. We concluded that the mechanisms that lead to cell death,
induced by TD and/or Ethanol, are distinct among the three brain regions. The findings
of the present study show that TD/ethanol chronic consumption affect molecular
components involved in cell viability control systems and that there are differences in
the molecular mechanism related to the susceptibility of brain regions. The
neurobiological changes observed here, in the PFC and hippocampus, might represent
important part of the mechanisms subjacent to the neurodegenerative process

responsible for spatial cognitive deficits induced by TD and/or ethanol.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Uma das questBes importantes da neurobiologia é entender os mecanismos
moleculares subjacentes as doencas neurodegenerativos, ou perda neuronal, associados
as alteragcGes comportamentais e cognitivas observadas em vérias doengas do sistema
nervoso central (SNC). O grupo de pesquisa do LANEC (BUENO, K.O. et al., 2015;
FERREIRA-VIEIRA et al.,, 2016; PEREIRA et al., 1998; PIRES et al., 2005;
RESENDE, 2012) e outros autores (HIRSCH; PARROTT, 2012; INABA et al., 2016;
JHALA; HAZELL, 2011; SAVAGE, LISA M.; HALL; RESENDE, 2012) tém utilizado
a deficiéncia de tiamina (DT), associada ou ndo ao consumo de etanol, como um
modelo para estudar as alteragdes neurobiologicas e suas relacbes com aspectos
comportamentais. Em varios estudos, utilizando roedores como modelo experimental,
observamos que a DT induz déficits na aquisicdo de uma tarefa espacial, sendo que 0s
efeitos dependem da etapa do processo de aprendizado, ocorrendo de forma mais
pronunciada e significativa nas sessdes iniciais e/ou intermediarias do treino. Em
estudos prévios, mostramos que se for dada ao animal a oportunidade de repetir a tarefa
por varias vezes, os efeitos da DT sdo revertidos por acao da propria repeticdo da tarefa,
indicando que as alteracbes neurobioldgicas podem ser revertidas com o treino
cognitivo (BUENO, K.O. et al., 2015; RESENDE, 2012; VIGIL et al., 2010). A partir
desses achados, podem se considerar que mesmo que a DT induza disfun¢Ges no SNC,
que podem evoluir para a morte neuronal, outros fatores podem atuar antes do
estabelecimento de lesdes irreversiveis, revertendo os danos, como p.ex. por meio da
estimulagdo da neurogénese. Resultados recentes, obtidos pelo nosso grupo,
confirmaram essa hip6tese, mostrando que dois desses fatores sdo 0 BDNF e a IL-1R,

sendo que os niveis do BDNF no hipocampo, alterados pelo treino, estdo diretamente
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relacionados a reversao do déficit cognitivo induzido pela DT (SENA, 2019). Outros
autores (VEDDER; SAVAGE, 2017) mostraram que apés aplicacdo exdgena de BDNF,
observaram reversdo dos efeitos da DT sobre fungdes cognitivas, como por exemplo, os
déficits nos processos de aprendizagem e memoria espacial. Esses dados reforcam ainda
mais as evidéncias de que o BDNF é importante para modular a plasticidade e
adaptacdo neural dentro do circuito hipocampo-diencefdlo (TSANOV et al., 2011).
Outros dados de estudos de analise protedmica, obtidos pelo nosso grupo (NUNES;
GOMEZ-MENDOZA; et al., 2018), indicam que a tiamina e suas formas fosforiladas,
além de participarem do metabolismo enérgico como coenzimas, podem desempenhar
funcgdes especificas no SNC. Trabalhos anteriores do nosso grupo (OLIVEIRA et al.,
2007) e de outros autores (MOREIRA-LOBO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2007)
mostram evidéncias de um possivel papel da tiamina e/ou seus derivados fosforilados na
modulacdo de canais i6nicos. Uma questdo que levantamos é se a tiamina e/ou suas
formas fosforiladas teriam, em regibes especificas do SNC, alguma funcdo na
manutencdo da viabilidade celular. Essa hipdtese é sustentada pelo fato dos danos
induzidos pela DT serem regido-especifica. Essa questdo esta parcialmente baseada no
fato de que uma disfuncdo de processos metabolicos energéticos, devido a falta de
tiamina, iria acarretar morte celular mais generalizada e ndo regido-especifica,
principalmente, considerando que os neurdnios sdo celulas aerdbicas. Portanto, no
presente estudo, decidimos investigar os efeitos da DT, associada ou ndo ao consumo de
etanol, sobre parametros envolvidos com a morte e sobrevida celular em trés regides
que possuem susceptibilidade diferente em relacdo aos danos morfologicos (lesbes)
causados pela DT. Sabendo que o consumo de etanol € uma das principais causas de
DT, decidimos incluir mais esse fator em alguns experimentos desenhados para se

entender a contribuicdo dessas duas variaveis independentes (DT e consumo de etanol)
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sobre componentes associados aos processos de manutencdo ou perda da viabilidade
celular. Em trabalho anterior (PEREIRA et al., 1998; PIRES et al., 2005), mostramos
que a contribuicdo do consumo de etanol e DT na indugdo de disfuncbes colinérgicas
cerebrais sdo distintas. Até o presente momento, ndo existem estudos abordando as
consequéncias da DT (em trés regides cerebrais), associada ou ndo ao etanol, sobre os
niveis de tiamina e seus derivados fosfatados e sobre componentes celulares que
desempenham fung¢des na manutencdo da viabilidade celular e/ou apoptose. Com esse
foco, apresentamos abaixo trés questbes centrais levantadas no presente estudo e que

estdo especificadas na secdo Objetivos.

i.  Quais sdo os niveis de tiamina e suas formas fosforiladas em diferentes regiGes
do SNC, durante e apds um episodio DT? Seriam diferentes apds um episodio

de DT sistémico?

ii. Como o episodio da DT, associado ou ndo ao consumo de etanol, afeta
componentes moleculares que sdo importantes na viabilidade celular e/ou

participam do processo de neurodegeneracao?

iii.  As alteragdes cognitivas estariam relacionadas com os efeitos distintos da DT
e/ou consumo de etanol sobre pardmetros neurobioldgicos envolvidos com a

morte celular?

Ao longo dos Gltimos quatro anos, uma série de experimentos foi executada com a
finalidade de responder as questdes colocadas acima e os dados obtidos foram
compilados e serviram de base para o presente trabalho. Os dados aqui apresentados
foram coletados em experimentos realizados no Brasil (Laboratorio de Neurociéncia

Comportamental e Molecular — LANEC, na Universidade Federal de Minas Gerais /
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Brasil) e nos EUA (Universidade de Binghamton, Estado de Nova York) como parte do

programa de Doutorado Sanduiche, contemplado pela CAPES.

As amostras bioldgicas foram coletadas em diferentes tempos, ou seja, durante e
apos periodos de recuperacdo dos insultos (DT e/ou Etanol), possibilitando avaliagdes
dos efeitos dos tratamentos em diferentes momentos do processo. Foram executados 6
experimentos independentes, nos quais os dados coletados serviram para testar as

hipdteses levantadas.
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2. INTRODUCAO GERAL

Aspectos Gerais

Durante 0 processo de plasticidade' neuronal acontecem dois fendmenos
opostos, conhecidos como neurogénese? e neurodegeneracdo®, que em condicdes
fisioldgicas se encontram em um equilibrio dindmico. Alguns estimulos ou insultos
podem levar a disfunc@es que culminam com morte celular demasiada, resultando em
desequilibrio, e consequente sobreposi¢do da neurodegeneracdo sobre a neurogénese. O
inverso também pode acontecer, pela acdo de agentes neurotréficos que estimulam a
neurogénese e se contrapde a neurodegeneracdo. Pode também ocorrer uma disfuncao
no processo de neurogénese e a neurodegeneracao se sobrepor. A ocorréncia de um
desequilibrio em sistemas moleculares envolvidos nesses processos, por exemplo, com
predominancia da perda de neurbnios e/ou diminuicdo da neurogénese, desloca o
equilibrio e acarreta danos que caracterizam uma série de doencas conhecidas como
doencas neurodegenerativas. Tal fato pode ocasionar perda celular em regides
importantes do Sistema Nervoso Central (SNC), levando a déficits em processos
cognitivos. A morte neuronal é a principal caracteristica patoldgica da
neurodegeneracdo em condicBes como, doenca de Alzheimer (AD), doenca de
Parkinson, doenca de Huntington e Sindrome de Wernicke-Korsakoff (WKS: Wernicke-
Korsakoff Syndrome). Todas apresentando causas diversas, mas com elementos comuns,

cada vez mais reconhecidos como importantes nas etapas finais e convergentes da

! Plasticidade (Neuroplasticidade): capacidade do sistema nervoso de modificar sua estrutura e fungao
em decorréncia de experiéncias - estimulos do meio ambiente. (TURRIGIANO; NELSON, 2000).

2 Neurogénese: processo de formagao de novos neurénios no cérebro, provenientes de células-tronco
neurais. (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 1999)

3 Neurodegeneragdo: perda progressiva da estrutura ou funcionamento dos neurdnios, culminando com
a morte celular. (RUBINSZTEIN, 2006)
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cascada que culmina com a morte neuronal (por exemplo, estresse oxidativo, disfungéo
mitocondrial, excitotoxicidade e agregagdo proteica desordenada) (LIU; KE; LUOQ,

2017)

Para estudar o fendmeno da neurodegeneracgéo, no presente trabalho, utilizamos
0 modelo experimental da WKS ocasionada pela deplegcdo sistémica da tiamina
(vitamina B1), associada ou ndo ao consumo de etanol. Existem varias evidencias
mostrando que o consumo cronico de etanol associado a falta de tiamina pode causar a
WKS (Harper, 1983; Kril, 1995; Pittella e Giannetti, 1994). Tanto a deficiéncia de
tiamina (DT), como o consumo de etanol causam perdas neuronais em regido
especificas do SNC e déficit em processos de aprendizado e memdria, observados tanto
em humanos, como em roedores (BUENO, K.O. et al., 2015; DI MARCO et al., 2018;
RESENDE, 2012; SAVAGE, LISA M. et al.,, 1997, SAVAGE, LISA M.; HALL,;

RESENDE, 2012; SECHI; SERRA, 2007; SENA, 2019).

Um dado interessante, a ser destacado, é que no caso do envelhecimento e da
Doenca de Alzheimer, da mesma forma que a DT e/ou consumo crbnico de etanol,
foram observados déficits nos processos de aprendizagem e memdria espacial
(BRANDEIS; BRANDYS; YEHUDA, 1989; D’HOOGE; DE DEYN, 2001; HORT et

al., 2007).

Dados obtidos em estudo anterior, realizado pelo nosso grupo (PIRES et al.,
2001, 2005), sugerem que o sistema colinérgico parece responder de forma diferente a
DT e ao consumo cronico de etanol. A associacdo desses dois tratamentos induz um
efeito maior na liberacdo estimulada do neurotransmissor acetilcolina (ACh) do que o
causado por cada um deles separadamente. Dados do nosso grupo também sugerem que

o efeito do consumo crénico de etanol e da DT sobre aspectos comportamentais nao é
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sinérgica. Mostramos que nos estagios iniciais da disfuncdo cerebral por DT, antes do
desenvolvimento de lesGes estruturais cerebrais, o consumo crénico de etanol pode
modificar as disfungdes bioquimicas induzidas pela deficiéncia. Apesar dos avangos na
compreensdo dos mecanismos responsaveis pelos efeitos, no SNC, da DT e do consumo
de etanol, muitos pontos continuam obscuros, como por exemplo, a contribuigdo desses

insultos na inducdo da morte celular em regides cerebrais.

Alguns dos mecanismos que levam a morte celular, como apoptose e necrose,
entendidos como independentes, possuem caracteristicas em comum e podem
coparticipar em muitas condi¢bes de saude ou de doenca (KRISTIANSEN; HAM,
2014; LA ROVERE et al., 2016). O processo de morte celular é regulado e a
compreensdo de cada uma das vias e interfases dos sistemas moleculares que fazem
parte deste processo € fundamental para o desenvolvimento de estratégias racionais de
intervencdo, no caso das doengas neurodegenerativas ou do préprio envelhecimento
fisiolégico. Ou seja, conhecer 0os mecanismos de ativacao e regulacdo dos processos que
culminam com a morte celular podera contribuir para o desenvolvimento de tratamentos
de individuos portadores de doencas neurodegenerativas, cancer, doencas autoimunes e
doencas hepéticas, nas quais a morte de célular representa um evento comum

(GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007; NIJHAWAN; HONARPOUR; WANG, 2000;

SAIKUMAR et al., 1999; SOLA, S et al., 2001).

Neurodegeneracao

Doengas Neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sdo processos que levam a destruicdo
progressiva e, em alguns casos, irreversivel de células do SNC. Dependendo do tipo de
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doencga, podem acontecer de maneira gradativa, com o paciente perdendo suas funcgdes
motoras e cognitivas. Como citado anteriormente, temos como exemplos a doenca de
Parkinson, doenca de Huntington, doenca de Alzheimer e a sindrome WKS. A seguir

relatamos breves informacdes sobre algumas delas.

A doenga de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa progressiva que
representa a sexta causa principal de morte e a causa mais comum de deméncia em todo
0 mundo. Ao longo das Ultimas décadas, avancos significativos foram feitos no
entendimento da DA, por meio da investigacdo dos mecanismos moleculares
subjacentes a componentes como, peptideo B-amildide, proteina tau, parametros
colinérgicos e glutamatérgicos entre outros, com focos no metabolismo e aspectos
genéticos. Apesar dos progressos, ndo existem ainda tratamentos modificadores da
doenga e capazes de interromper 0s processos neurodegenerativos (morte celular)
responsaveis pelos sintomas devastadores, cognitivos e comportamentais, da doenca.
Esta perspectiva centra-se no valor de modelos e instrumentos que possibilitam o estudo
das vias e componentes responsaveis pela viabilidade neuronal e desencadeamento de
processos que levam a morte celular descontrolada (DE PAULA; GUIMARAES;
FORLENZA, 2009; NASERI et al., 2019; PICKETT et al., 2019). A DT representa um
desses modelos Uteis para o estudo desses processos vinculados a neurodegeneracdo
(Liu, et al., 2017). Vérias semelhancas existem entre a DT e a DA, principalmente em

detrimento da reducdo do metabolismo da glicose no cérebro (GIBSON et al., 2016).

A sindrome de WKS é acarretada pela deficiéncia grave de tiamina induzida
pelo consumo de &lcool (ARUMUGAN, 2019), desnutricdo e hiperémese gravidica
(BAKER et al., 1999; HAZELL; BUTTERWORTH; HAKIM, 1993) e fatores genéticos
relacionados ao metabolismo da tiamina (DHIR et al.,, 2019) e em doengas

gastrintestinais (HAZELL; BUTTERWORTH, 2009). A DT pode resultar em uma
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doenga conhecida como Encefalopatia de Wernicke (EW), cujos principais sintomas
sdo: oftalmoplegia, ataxia, perda de memoria, confusdo mental (HAZELL;
BUTTERWORTH, 2009) e hipoatividade da marcha e da postura (ZUBARAN, C;
FERNANDES; RODNIGHT, 1997). A EW, se ndo tratada, leva a uma condi¢do mais
grave que é a Sindrome de Wernicke-Korsakoff, caracterizada pelo surgimento de
déficits cognitivos, neuroldgicos e comportamentais, frequentemente encontrados em
pacientes com diagnéstico de alcoolismo crénico (HARPER, 1998; HAZELL;
BUTTERWORTH, 2009) e também em modelos experimentais (CICCIA; LANGLAIS,
2000). A WKS é caracterizada por graves problemas cognitivos, tais como déficits na

memoria explicita e funcbes executivas (KASSE et al., 2019).

As caracteristicas compartilhadas entre a DT e doengas neurodegenerativas
primarias constituem uma plataforma Unica na pesquisa sobre doengas
neurodegenerativas (GIBSON et al., 2016). Por possuirem etapas moleculares
similares, relacionadas ao processo de morte neuronal, o uso do modelo da DT como
instrumento na pesquisa basica se torna uma vantagem, uma vez que 0 pesquisador
conhece a causa primaria da neurodegeneracdo e, portanto, tem mais controle da

variavel independente.

Mecanismos de Morte celular

O processo de morte celular regulada (RCD: Regular Cell Death) esta envolvido
em dois cenarios diametralmente opostos. Por um lado, o RCD pode ocorrer na auséncia
de qualquer perturbacdo ambiental exdgena, operando, portanto, como um efeito

incorporado de programas fisioldgicos l6gicos de desenvolvimento ou "turnover"/
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renovacao de tecidos. Estas formas completamente fisiologicas de RCD sdo geralmente

referidas como morte celular programada (PCD: Programmed Cell Death).

Por outro lado, a RCD pode ter origem em perturbacbes do microambiente
intracelular ou extracelular, quando tais perturbacbes sdo demasiado intensas ou
prolongadas que as respostas adaptativas ndo conseguem ‘“tamponar” com o estresse
celular induzidos por elas e restaurar a homeostase. No entanto, enquanto as respostas
adaptativas (AR: Adaptative Response) ao estresse operam a nivel celular (que por
extensdo promove a manutencdo da homeostase ao nivel do organismo ou da col6nia), a
RCD opera diretamente ao nivel do organismo ou da coldnia, apesar da homeostase
celular. Essa fungdo homeostatica ndo apenas reflete a eliminacdo de células inGteis ou
potencialmente perigosas, mas também a capacidade das células moribundas de expor
ou liberar moléculas que alertam o organismo ou col6nia sobre uma ameaca potencial.
Tais sinais de perigo comumente chamados de padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs) ou alarminas. Um fato interessante é que existem evidéncias que essas
moléculas possuem um papel importante no caso de injurias no SNC. Por exemplo, a
lesdo cerebral precoce resultante de isquemia global transitéria pode liberar moléculas
que podem ser criticas para iniciar e manter a resposta inflamatéria (CHAUDHRY et
al., 2018; WILKINS et al., 2017). No SNC,as DAMPS, como citocromo C (CytC),
fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM: mitochondrial transcription factor) e
cardiolipina, tem sido estudas como componentes importantes nos distarbios cerebrais,
como nas doengas neurodegenerativas, p.ex. D. de Parkinson e D. de Alzheimer

(BAJWA,; POINTER; KLEGERIS, 2019).

A morte celular manifesta-se com alteragdes morfologicas macroscépicas. Os
mecanismos pelos quais células mortas e seus fragmentos sdo descartados tém sido

historicamente empregados para classificar a morte celular em trés formas diferentes:
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(1) morte celular tipo | ou apoptose, exibindo encolhimento citoplasmatico,
condensacdo de cromatina (piognose), fragmentagcdo nuclear (cariorexia), “bolhas” na
membrana plasmatica, culminando com a formacdo de pequenas vesiculas
aparentemente intactas (comumente conhecidas como corpos apoptéticos) que sdo
eficientemente absorvidas por células com atividade fagocitaria e degradadas dentro de
lisossomos; (2) morte ou autofagia celular tipo 11, manifestando-se com vacuolizagado
citoplasmatica extensa e culminando, de forma semelhante ao tipo I, com captacédo
fagocitaria e consequente degradacao lisossémica; e (3) morte ou necrose celular tipo
I1l, ndo apresentando caracteristicas distintas de morte celular tipo | ou Il, mas
terminando com a eliminacdo de cadaveres celulares na auséncia de envolvimento
fagocitario e lisossomico. Esta classificagdo morfolégica ainda é amplamente
empregada, independentemente de mdaltiplas limitacGes, e ressalvas. Apesar de serem
considerados mecanismos independentes, esses podem coparticipar na morte celular que
acontece tanto no estado fisioldgico como patoldgico (GALLUZZI, L. et al., 2012;

GALLUZZI, LORENZO et al., 2018).

Com o proposito de criar uma classificacdo adequada dos diferentes tipos de
morte celular, em 2005 foi criado um comité de nomenclatura de morte celular (NCCD:
Nomenclature Committee on Cell Death). Em 2009, apoptose, necrose e catastrofe
mitotica foram os termos utilizados pelo NCCD para classificar a morte das células,
sendo essa classificacdo feita a partir das caracteristicas morfoldgicas das alteracfes. No
ano de 2012, foi disponibilizada uma classificacdo baseada nas caracteristicas
bioquimicas dos eventos, e novos termos foram incluidos, como apoptose extrinseca,
apoptose intrinseca caspase-dependente, apoptose intrinseca caspase-independente,
necrose regulamentada, morte celular autofagica e catastrofe mitética. Além disto,

foram adicionados outros tipos, tais como anoikis, entosis, partanatos, piroptosis,

30



NETosis e cornificagdo (GALLUZZI, L. et al., 2012). Como o0 campo continuou a se
expandir e novos mecanismos, com multiplas vias, de morte celular estdo sendo
evidenciados, em 2018 o Comité de Nomenclatura (NCCD) propds uma nova
classificacdo de tipos de morte celular, distinguindo aspectos essenciais (causais) dos
aspectos acessorios (correlativos) do processo de morte celular. O foco principal tem
sido colocado nos mddulos de traducdo de sinal envolvidos na iniciacdo, execucao e
propagacdo da morte celular, bem como na relevancia fisiopatoldgica de cada um dos
principais tipos de morte celular regulada (RCD: Regulated Cell Death). As definicGes
dos termos (doze ao todo) estdo apresentadas abaixo, para os tipos de morte celular que
estdo apresentados na Figura 1 e sdo: apoptose intrinseca, apoptose extrinseca, necrose-
transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPT: mitochondrial permeability
transition), necroptose, ferroptose, piroptose, partanatos, entotica, NETOtica,
lisossdmica, autofagica e, imunogénica. A seguir apresentamos detalhes sobre algumas
dessas categorias de morte celular e para uma revisdo das demais, ndo mencionadas

aqui, sugerimos consultar (GALLUZZI, LORENZO et al., 2018).
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Figura 1: Esquema mostrando os tipos de morte celular
Figura modificada, extraida de GALLUZZI, LORENZO et al., 2018. Critérios adotados

para divisdo em 14 defini¢BGes ou tipos de morte celular foram os processos de traducao
de sinal, envolvidos na iniciagdo, execugdo e propagacdo da morte celular, bem como
critérios fisiopatoldgicos de cada um. Morte celular dependente de autofagia (ADCD:
autophagy-dependent cell death), Morte celular imunogénica (ICD: immunogenic cell
death), Morte celular dependente de lisossomo (LDCD: lysosome-dependent cell death),
Permeabilidade mitocondrial transitoria (MPT: mitochondrial permeability transition).

Lista de definicdes
Defini¢Oes dos termos: RCD: Regulated Cell Death

1. Apoptose intrinseca: Tipo de RCD iniciada por perturbagBes do microambiente
extracelular ou intracelular, demarcado pela mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP), e precipitado por caspases executoras, principalmente

CASP3, sem envolvimento de receptores da membrana plasmatica.
Apoptose extrinseca: Variante especifica do RCD iniciada por perturbagdes do

microambiente extracelular detectadas por receptores de membrana plasmaética,
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10.

11.

12.

propagadas pela CASP8 e precipitadas por caspases executoras, principalmente a
CASP3.

Autofégica (ADCD: autophagy-dependent cell death): Uma forma de RCD que
depende mecanicamente da maquinaria (ou seus componentes) do processo autofégico.
Entotica: Um tipo de RCD que se origina da internalizacdo celular dependente de
actomiosina (entose) e é executada por lisossomas.

Ferroptose: E uma forma de RCD iniciada por transtornos especificos do
microambiente intracelular, como a peroxidacéo lipidica grave, que depende da geragéo
de ROS e da disponibilidade de ferro. Mecanismo pelo qual as células mortas e seus
fragmentos sdo absorvidos por fagécitos e eliminados.

Imunogénica (ICD: immunogenic cell death): Uma forma de RCD que é suficiente
para ativar uma resposta imune adaptavel em hospedeiros imunocompetentes.
Lisossomica (LDCD: lysosome-dependent cell death): Um tipo de RCD demarcada
por permeabilizacdo priméaria da membrana lisossdmica (LMP: lysosomal membrane
permeabilization) e precipitada por catepsinas, com envolvimento opcional de MOMP e
caspases.

Necroptose: Uma modalidade de RCD desencadeada por perturbagdes da homeostase
extracelular ou intracelular que depende criticamente do dominio de linhagem mista de
kinases como pseudocinase (MLKL: mixed lineage kinase domain like pseudokinase), e
de receptores com interacdo serina/treonina cinase 3 (RIPK3: receptor interacting
serine/threonine kinase 3) e (pelo menos em algumas configuracdes) da atividade
cinase do RIPK1: receptor interacting serine/threonine kinase 1.

Necrose- transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPT: mitochondrial
permeability transition- driven necrosis): Forma especifica de RCD desencadeada por

perturbacdes do microambiente intracelular e dependéncia da cyclophilin D (CYPD).
NETética: Uma modalidade de RCD dependente de ROS e restrita a células de
derivacdo hematopoiética e associada a extrusao NET.

Partanatos: Uma modalidade de RCD iniciada pela hiperativagio da PARP1 e
precipitada por uma consequente catastrofe bioenergética associada a degradagdo do
DNA dependente do Apoptose Inducing fator (AlF ) da mitocondria e dependente de
MIF.

Piroptose: Um tipo de RCD que depende criticamente da formacdo de poros da
membrana plasmatica pelos membros da familia da proteina gasdermina, muitas vezes
(mas nem sempre) como consequéncia da ativacdo da caspase por um processo
inflamatorio.

Apoptose

A apoptose se refere a um tipo de morte celular programada, regulada por genes.

Quando ocorre a apoptose, uma celula sofre retracdo, aumento da densidade,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do nucleo e formacao de corpos apoptéticos
(por meio da invaginacdo da membrana celular). As células apoptoticas retém a
integridade da membrana plasmatica e a atividade metabdlica (em algum grau) a medida

que O processo avanca para a sua conclusdo, o que permite a rapida eliminacéo por
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macrofagos ou outras células com atividade fagocitaria (um processo conhecido como
eferocitose) (GREEN; OGUIN; MARTINEZ, 2016). A apoptose e consequente
eferocitose nem sempre sdo imunologicamente silenciosas, como pensado
anteriormente. A apoptose in vitro, em estagio final, é geralmente seguida da quebra
completa da membrana plasmatica e da aquisicdo de um morfétipo necrético (necrose

secundaria) (BERGHE et al., 2010).

Na maioria dos casos, a apoptose pode ser desencadeada de duas formas: i)
estimulacdo intrinseca por meio da via de sinalizacdo mitocondrial; ou ii) estimulacédo
extrinseca por meio da ativacdo de dois tipos de receptores, Death Receptors (DR)s
presentes na superficie celular, incluindo receptores TNFa: Tumor Necrose Factor, ou
ativacdo de receptores de dependéncia, que possuem como ligante alguns tipos de
neurotrofinas (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007; SAIKUMAR et al., 1999).
Tanto a apoptose intrinsica como na extrinseca, a ativacdo de cisteina-aspartato-
proteases (caspases) & necessaria e estas vias sdo conhecidas como dependentes de
caspases, conforme classificacdo de 2012, pelo NCCD. Entretanto, evidencias mostram
que a apoptose pode ocorrer mesmo apés a inibicdo das caspases, evidenciando-se a
existéncia de outros mecanismos de apoptose, conforme considerado na classificacdo de

2018 (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007; GULLIZZI et al. 2018).

A apoptose pode ser ativada por proteinas caspases (EC 3.4.22), entre essas as
dependentes de calcio, denominadas calpainas (E.C. 3.4.22.52), pertencentes a familia
das cisteinas proteases por possuirem uma cisteina no sitio ativo e clivam substratos
proteicos em ligaces peptidicas contendo &cido aspartico. Na cascata de ativacdo de
algumas caspases estdo envolvidas modificacdes celulares, como aquelas relacionadas

as disfuncBes mitocondriais e/ou por meio de receptores iniciadores apoptotico, da

34



familia de receptores TNF. Essas modificacdes celulares via mitocondria ou receptores
plasmaticos, que levam & morte celular, serdo abordadas a seguir e estdo relacionadas as

vias intrinseca e extrinseca, respectivamente.

Apoptose Intrinseca

A apoptose intrinseca ¢ uma forma de morte celular regulada, iniciada por uma
variedade de perturbacGes microambientais, incluindo (mas nédo se limitando a) remogéo
do fator de crescimento, dano ao DNA, estresse do reticulo endoplasmatico (RE),
sobrecarga de espécies reativas de oxigénio (ROS), estresse de replicacdo, alteracdes

nos microtubulos ou defeitos mitoticos (GALLUZZI, LORENZO et al., 2018).

O passo critico para a apoptose intrinseca € a permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial (MOMP:mitochondrial outer membrane permeabilization) (TAIT;
GREEN, 2010), que é controlada por componentes pré-apoptéticos e anti-apoptoticos
da familia proteica BCL2, reguladora da apoptose (BCL2: B-Cell Lymphoma Protein 2,
Apoptosis Regulator ), um grupo de proteinas que compartilham um a quatro dominios
da homologia BCL2 (ou seja, BH1, BH2, BH3 e BH4) (CZABOTAR et al., 2014). Os
componentes pro-apoptoticos da familia de proteinas BCL2, BAK e BAX (que contém
dominios BH) sdo ativados via transcricdo ou pos-traducdo, quando organelas
especificas ou compartimentos celulares sofrem perturbacdes da homeostase, operando
de fato como transdutores celulares de sinalizacdo de estresse (VILLUNGER et al.,

2003).

BAX e BAK sdo 0s unicos membros da familia BCL2 que até 0 momento sabe-

se atuarem em células de mamiferos por sua capacidade de formar poros através da
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membrana mitocondrial externa (OMM: outer mitochondrial membrane) e,
possivelmente, outras membranas intracelulares. Em condic¢des fisioldgicas, 0 BAX
cicla continuamente entre a OMM e o citosol. Em contraste, 0 BAK reside
constitutivamente na OMM, onde se insere dentro da camada lipidica através do seu
terminal C hidrofobico com interacdo com o canal aniénico dependente de voltagem 2
(VDAC2: voltage dependent anion channel 2). Ap6s a indugdo da apoptose, a
retrotranslocagdo do BAX cessa & medida que os reservatorios mitocondriais do BAX e
BAK passam por ativacao direta ou indireta por proteinas BH3 pré-apoptéticas (TODT
et al., 2015). Estes membros pré-apoptéticos da familia proteica BCL2 (que contém um
unico dominio BH3) sdo ativados na transcricdo ou pos-traducdo quando organelas
especificas ou compartimentos celulares experimentam perturbacdes da homeostase,
operando de fato como transdutores celulares de sinalizacdo de estresse (GALLUZZI,
LORENZO et al., 2018). A visdo atual é que BAX e BAK ativados formam
homodimeros ou heterodimeros, resultando na liberacdo de proteinas-BH3 e
oligomerizacdo por dimero. A oligomerizacdo acaba levando a montagem de um poro
lipidico que altera a permeabilidade mitocondrial e causa rearranjos profundos da

ultraestrutura mitocondrial (DEWSON; KLUCK, 2009; SHAMAS-DIN et al., 2011).

A permeabilizacdo da membrana externa da mitocéndria (MOMP) promove a
liberacdo citosélica de fatores apoptogénicos que normalmente residem no espaco
intermembrana mitocondrial (TAIT; GREEN, 2010). Estas proteinas mitocondriais
incluem (mas ndo estdo limitadas a) citocromo C somatico (CYCS), que opera na cadeia
respiratoria  mitocondrial, proteinas mitocondriais ativadoras de caspases
(SMAC/DIABLO: conhecida como “segundo ativador mitocondrial de caspases”,
SMAC: second mitocondrial activators of caspases), fator indutor de apoptose (AlF:

apoptose indutor fator), endonuclease G e proteina A2 de alta temperatura. A liberacdo
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de CYCS e SMAC para o citosol é favorecida pela remodelagdo da crista mitocondrial,
que se baseia na oligomerizacao e ativacdo da OPA1 mitocondrial, como a dinamina-
GTPase (OPA1) (FREZZA et al., 2006), que sdo GTPases responsaveis pela reciclagem
de vesiculas sindpticas. Esses processos causam um aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), ativando um mecanismo de amplificacdo dos sinais

apoptdticos (GALLUZZI, L. et al., 2012).

O pool citosolico de CYCS liga-se ao fator 1 ativador de peptidase apoptotica
(APAF1: apoptotic peptidase activating factor 1) e a pro-caspase 9 (ProC9), de forma
dependente de ATP, para constituir o complexo supramolecular conhecido como
apoptossoma, responsavel pela ativacdo da CASP9 (FERRARO et al., 2010; LI, PENG
et al., 1997; RIEDL; SALVESEN, 2007). Esta ativacdo ocorre por meio da ligacdo da
ProC9 ao dominio de recrutamento de caspase (CARD: caspase recruitment domain) da
proteina APAF-1 e, uma vez na sua forma ativa (CASP9), deve permanecer ligado ao
apoptossoma para manter uma atividade catalitica substancial. Em seguida, o iniciador
CASP9 cliva e ativa caspases da fase de execucdo da apoptose, como Caspase-3
(CASP3) e Caspase-7 (CASP7), por meio de protedlise que rearranja loops proteicos
criticos na formacdo de sitios ativos (CAVALCANTE et al., 2019). Quando ativadas, as
caspases de execucdo podem clivar e ativar outras caspases de execu¢do em um sistema
de feedback durante essa fase (amplificacdo da execucdo da apoptose). A CASP3
favorece a fragmentacdo do DNA ao catalisar a inativagdo proteolitica da subunidade
alfa do fator de fragmentacdo de DNA. CASP3 e CASP7 facilitam, sem serem
indispensaveis, a RCD (KUIDA, 2000; LI, PING et al., 2017; ZHIVOTOVSKY et al.,
1999). A cinase, Akt, proteina cinase B (PKB), uma serina/treonina cinase especifica
desempenha um papel na fosforilagdo de varias proteinas celulares. Estudos tem

mostrado que esta proteina possui agdo no Apaf-1 inibindo o processo apoptético
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(ZHOU et al., 2000).

Outro fator que vem sendo cada vez mais estudado ¢ o “Fator Indutor de
Apoptose”-AIF, mencionado acima, o qual “reconhece” os estimulos apoptdticos e
induz condensacdo da cromatina e producdo de fragmentos de DNA, por meio da
migracdo da mitocondria para o nucleo. Esse fator age de forma independente da

ativacdo das caspases (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).

Por outro lado, também existem membros da familia de proteinas BCL2 que
atuam como anti-apoptéticos, diminuindo a permeabilidade da membrana externa da
mitocondria (MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization).  Estas
proteinas anti-apoptéticas, como as pré-apoptoticas, também contém os quatro dominios
BH e sdo geralmente inseridas na membrana externa da mitocondria ou na membrana
do RE. Os membros anti-apoptoticos da familia BCL2 promovem a sobrevivéncia
celular por: (1) regulagdo da homeostase Ca?* no RE (MONACO et al., 2015; RONG;
DISTELHORST, 2008); (2) promocdo do metabolismo bioenergético na interacdo com
a FiFo-ATPsintase (ALAVIAN et al., 2012); e (3) contribuicdo para a regulacdo da
homeostase — redox (VELAITHAN et al., 2011). A maioria dos membros da familia
BCL2 pro-sobrevivéncia inibem BAX e BAK, impedindo sua oligomerizacdo e
atividade de formacéo de poros, seja diretamente, ap6s o sequestro fisico na OMM, ou

indiretamente, ap6s o sequestro de ativadores proteicos-BH3.

Em resumo, um grande conjunto de evidéncias sugere que as caspases
precipitam apoptose intrinseca, uma vez que um ponto limite irreversivel (até entdo mal
definido) for atingido, mas elas ndo sdo essenciais, pois, 0 bloqueio da ativacdo pos-
mitocondrial das caspases por meios genéticos ou com inibidores farmacoldgicos

especificos, geralmente retarda (mas ndo impede) a apoptose intrinseca in vitro e in vivo
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(pelo menos no sistema de mamiferos), uma vez que as células podem mudar os para

outros tipos de RCD.

O NCCD propde definir a apoptose intrinseca como uma forma de RCD iniciada
por perturbacdes do microambiente intracelular ou extracelular, demarcada pelo MOMP

e precipitada por caspases executoras de apoptose, principalmente CASP3 (Figura 2).

Apoptose Extrinseca

A via extrinseca envolve a ativacdo de dois tipos de receptores presentes na
membrana plasmatica celular, conhecidos como (i) receptores de morte celular ou
receptores de sinalizacdo de apoptose e, representados por dois grupos (Figura 2) (ii)
receptores de dependéncia (Dependence Receptors), (Figura 3) cuja ativagdo ocorre
quando os niveis de seu ligante especifico caem abaixo de um limiar especifico
(GALLUZZI et al.,, 2018). A seguir descrevemos algumas informacdes sobre
mecanismos funcionais dessas duas subclasses de receptores, de acordo com dados
obtidos por véarios autores e apresentados na revisdo realizada por GALLUZZI et al.,

2018.

(i) Os receptores de morte celular incluem (mas ndo estdo limitados a): Receptor
de morte de superficie de células Fas (FAS: Fas cell surface death receptor); também
conhecido como CD95 ou APO- 1, e receptor TNF, membro da superfamilia 1A
(TNFRSF1A; mais conhecido como TNFR1), 10A (TNFRSF10A; mais conhecido
como TRAILR1 ou DR4), e 10B (TNFRSF10B; mais conhecido como TRAILR2 ou

DR5).
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A ativacdo dos receptores da morte desencadeiam ativacdo da caspases-8, que
por sua vez ativa a caspase-3/7 culminando na apoptose (FUCHSLOCHER CHICO;
SAGGAU; ADAM, 2017; LINKERMANN; GREEN, 2014; NAGATA; TANAKA,
2017; OBERST, 2016). Como regra geral, a ligacdo e ativacdo de receptores de morte
induz a formacdo de um complexo dindmico de multiproteina na extremidade
intracelular do receptor, denominado "complexo de sinalizacdo indutor de morte"
(DISC: death-inducing signaling complex), "complexo I" e "complexo II", que operam
como plataformas moleculares para regular a ativacdo e as funcdes da CASP8 (ou
CASP10, em um numero limitado de situacGes). O gene CASP8 codifica a CASP8 que é
sintetizada como um zimdgeno e é a primeira caspase ativada na via extrinseca, o0 que

ocorre apés a formacao do complexo DISC (STRASSER; JOST; NAGATA, 2009).

De acordo com o comité (NCCD), a apoptose extrinseca representa um tipo de
RCD iniciado por perturbacdes do microambiente extracelular que sdo detectadas por
receptores da membrana plasmatica, propagadas pela CASP8 (com o envolvimento
opcional da MOMP), e precipitadas por caspases executoras da apoptose,

principalmente CASP3.

Os mecanismos moleculares que regulam a atividade da CASP8, apds a
estimulacdo do receptor da morte, tém sido extensivamente investigados. Em particular,
a maturacdo e ativacdo da CASP8 envolve uma cascata de eventos iniciada pela ligacédo
do proCASP8 ao FAS, via dominio da morte (FADD: Fas associated via death
domain) no DISC. Esta interacdo permite a montagem de um filamento linear das
moléculas de CASP8 (dependendo do seu DED: death effector domain) que facilita a

homodimerizacédo e a consequente ativacdo por clivagem autoproteolitica.

40



Um papel fundamental neste cenario € mediado pelo c-FLIP, que é um composto
da familia da CASP8, que funciona como um regulador da CASP8. Evidéncias indicam
que as variantes curtas do c-FLIP (c-FLIPS: small) e longa (c-FLIPL:long) inibem e
ativam a CASP8, respectivamente, modulando a oligomerizacdo da CASP8. A CASP8
ativada cliva c-FLIPL e os complexos heterodiméricos da CASP8 com c-FLIPL (mas
ndo c-FLIPS) sdo dotados de atividade enzimatica limitada, que favorece a
oligomerizacdo da CASP8 e sua consequente ativacdo. As isoformas c-FLIPL e CASP8
parecem ser recrutadas na "plataforma” DISC em niveis comparaveis, apoiando a nogédo
de que niveis elevados de expressdo de c-FLIPL inibem, ao invés de ativar, a apoptose
extrinseca (CHANG et al., 2002; GILOT et al., 2005) possivelmente, por interromper a

maturacdo do CASP8 (Figura 2).

O CFLAR (o gene codificador c-FLIP) esta4 sob controle transcripcional direto
por NFkB, o que contribui em grande parte para a sinalizagdo do TNFRI1 pro-
sobrevivencia. A atividade enzimatica da CASP8 parece ser controlada por mecanismos
pos-traducionais adicionais, incluindo (mas ndo limitado a): (1) fosforilacdo em Y380,
que inibe a atividade autoproteolitica da CASP8 na ativacdo da SAF, (2) fosforilacédo
em T273, que é catalisada pela cinase 3 (PLK3) no DISC e promove as funcdes
apoptoticas da CASP8, e (3) des-ubiquitinacdo, que diminui a atividade do CASP8 e

interrompe a apoptose extrinseca.

A sinalizacdo do receptor de morte também pode levar a ativagdo de NF«B,
geralmente resultando na sobrevivéncia celular associada a uma resposta inflamatoria
robusta. A capacidade de alguns receptores de morte incluindo TNFR1 de promover a
ativagdo da NFxB sobre a ativagio do CASP8 parece depender do grau de
oligomerizacdo do receptor (ou seja, trimerizacdo vs. multimerizacdo de ordem

superior), das funcdes de “ancora” (ou seja, ndo enzimaticas) da CASP8, e a
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consequente montagem de complexos do tipo TNFR1 contendo RIPK1 e LUBAC. A
proteina TNF alfa-induzida 3 (TNFAIP3; mais conhecida como A20) inibe a ativacdo
da CASP8 devido a sua capacidade de poliubiquinar a RIPK1. Um estudo recente
sugere que a capacidade do TRAILR2 de enviar sinais pro-sobrevivéncia ao invés de
pré-apoptoticos pode depender de sua localizagdo preferencial fora das “jangadas”

lipidicas = Rafts .

Outra analise sobre os efeitos sobre NFkB seria a acdo da enzima akt, uma
cinase que modularia a liberacdo do fator neurotréfico. O equilibrio entre a vida e a
morte pode depender de vias que expressam este fator. A acdo € dependente do tipo
celular, ja que nos neurbnios a falta ou reducdo de NFkB precede a apoptose pela
diminuicdo da transcricdo de genes antiapoptéticos (Bcl-2, Bcl-X L e Bfl-1 / Al)
(CHIARUGI, 2002; P1ZZl & SPANO, 2006), enquanto que nas células da glia ha
inducdo da producdo de neurotoxinas que levam ao processo inflamatério (KEMPURAJ
et al., 2016; SHABAB et al., 2016). Independentemente da via de ativacdo, ha um
consenso de que sua liberacdo e consequente ativacdo dependem da proteina 1kB que
quando fosforilada ¢ degradada liberando o NF«B seqiiestrado (CHRISTIAN; SMITH;

CARMODY, 2016; KARIN, 1999).
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Figura 2: Via extrinseca e intrinseca da apoptose

A via extrinseca do processo de apoptose inicia pela ativacdo de receptores de morte
(grupo 1 ou grupo 2), com consequente ativacdo da Casp8, seguida da ativagéo da Casp3,
ou através de mecanismo indireto envolvendo a mitocondria (ndo mostrado na figura). A
via intrinseca ou classica se inicia, por alteracdes intracelulares induzidas no meio extra
ou intra celular, sem ativacdo de receptores de membrana, mas com ativacao de proteinas
BH3, que formam canais na membrana externa mitocondrial, resultando na liberacéo de
CytC, formacdo de apoptossoma (+ Casp9) e ativacdo da Casp3. Nas duas vias
(Extrinseca e Intrinseca) a ativagcdo da Casp3, leva a morte celular. Para mais detalhes da
figura, vide item Apoptose

Evidencias de estudos sobre mecanismos associados a receptores de morte,
mostraram que c-Jun N-terminal cinase - INK (MAPKS8) uma cinase que liga e fosforila
em Ser-63 e Ser-73, ¢ ativada pelo TNF-o causando a ativagdo da caspase-8 por meio da
liberacdo seletiva do fator apoptotico Smac/Diablo (Segundo ativador mitocondrial de
caspase / inibidor direto da proteina de ligacdo a apoptose com baixo pl) (PAPA et al.,
2004b).
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(i1) Os "receptores de dependéncia” (Dependence Receptors) foram descritos
pela primeira vez em 1993. Desempenham papéis fundamentais em processos distintos,
como o desenvolvimento, a oncogénese e a neurodegeneracdo. A familia de "receptores
de dependéncia" é composta por aproximadamente 20 membros, incluindo: (1) os
receptores netrina 1 (NTNL1), receptor netrina 1 DCC (DCC: deleted in colorectal
cancer), receptor netrina A unc-5 (UNC5A), UNC5B, UNC5C e UNC5D; (2) o receptor

neurotrofico - tirosina cinase 3 (NTRK3); e (3) o receptor "sonic hedgehog" (SHH).

A visdo classica dos receptores transmembrana é que eles sdo ativados quando
se ligam aos seus respectivos ligantes, mas sdo relativamente inativos quando néo estéo
ligados. Diferentemente, os “receptores de dependéncia” medeiam apoptose na auséncia
de seus ligantes, mas quando a concentracdo dos ligantes aumenta e esses se ligam e
ativam esses receptores, a consequéncia € a manutencdo da homeostase e sobrevida da
célula (Figura 3) (GOLDSCHNEIDER; MEHLEN, 2010).

Crescentes evidéncias suportam a visdo de que os “receptores de dependéncia”
também desempenham papéis cruciais no processo de neurodegeneracao. Dados sobre o
papel do receptor p75NTR no sistema nervoso central indicam que ratos knockout para
p75NTR apresentaram aumento de marcadores colinérgicos no cérebro basal, bem
como hipertrofia celular, aumento do ndmero de fibras colinérgicas e aumento da
potenciacdo a longo prazo (LTP: long-term potentiation) no hipocampo. Estes
resultados sugerem que a ativagdo do p75NTR inibe a funcdo colinérgica
septohipocampal. Além disso, 0s ratos que expressam a proteina precursora da -
amiloide (APP: amyloid precursor protein) mutante sueca séo um modelo para a doenca
de Alzheimer, e aqueles knowout para p75NTR apresentaram um melhor desempenho

em testes de memoria do que aqueles que eram do tipo selvagem para p75NTR.
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Figura 3: Modelo de funcionamento de Receptores de Dependéncia (Dependence
Receptors)

Figura modificada, extraida de GOLDSCHNEIDER; MEHLEN, (2010). Os receptores de
dependéncia possuem um estado ativo que traduz um sinal positivo de diferenciacéo,
migracao ou sobrevivéncia, quando ligado ao agonista, ao passo que a auséncia do ligante
induz a apoptose.

Trabalhos colaborativos entre os laboratdrios de Bredesen e Mehlen mostraram
que a APP ¢ um “receptor de dependéncia”(LOURENCO et al., 2009), com um ligante
trofico (netrina-1) e um Unico sitio de clivagem caspase (Asp664) necessario para
indugdo de apoptose; a clivagem caspase gera 0s peptideos proapoptoticos Jcasp e C31.
Além disso, o peptideo amildide B também se liga a APP, sendo um '"ligante
antitréfico” que compete com a netrina-1 pela interacdo com o APP, assim como
compete com outros ligantes tréficos por seus respectivos receptores. Este efeito

identifica o peptideo amildide B como a primeira "antitrofina" e sugere que seu acuimulo
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pode desencadear um estado pré-morte especifico, um estado antitréfico-resultando na
perda sinaptica, retracdo neuritica e morte neuronal, que caracteriza a doenga de
Alzheimer.

Os “receptores de dependéncia” partilham a propriedade de serem
amplificadores da atividade de caspase. A maioria deles ndo induz apoptose na presenca
de inibidores de caspases (Mehlen e Thibert, 2004). Todos os “receptores de
dependéncia” contém, na sua parte intracelular, um dominio necessario para a inducéo
da apoptose. Este dominio, o ADD (addiction/dependence domain) (Bredesen et al.,
1998), é necessario e muitas vezes suficiente para a inducdo de morte celular. Pensa-se
que a clivagem por caspase, exceto para p75NTR e integrina, € responsavel por expor
esse dominio ADD. Apds a liberacdo/exposicdo do ADD recruta complexos ativadores
de caspases que sdo diferentes daqueles implicados na acdo dos “receptores de morte”
(apoptose extrinseca) e das vias apoptéticas classicas mitocondriais intrinsecas. Por
exemplo, na auséncia de netrina-1, 0 DCC recruta e ativa a caspase 9, permitindo assim
a ativacdo da caspase 3, mas este processo ndo requer liberacdo do citocromo C e
posterior formacdo de um complexo apoptossémico (CYTC/APAF-1/CASP9), como é
0 caso da via mitocondrial classica (Forcet et al., 2001). O DCC néo interage
diretamente com a caspase 9, mas recruta uma ou mais proteinas

adaptadoras/ancoradoras.

Em resumo, a apoptose extrinseca é um tipo de RCD induzida por perturbagdes
do microambiente extracelular, que sdo detectadas por receptores de membrana
plasmatica, propagadas pela CASP8 (com o envolvimento opcional do MOMP), via
“receptores de morte” ou CASP9, via “receptores de dependéncia” e precipitadas por

caspases executoras de apoptose, principalmente, a CASP3.
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Necrose- transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial

A necrose pode ser reconhecida precocemente e definida atraves de
caracteristicas patomorfoldgicas, que ocorrem quando as celulas ou o corpo sédo
confrontados com uma intensa agressdo externa. Trata-se de uma morte celular ndo
programada, gerando processos mais danosos as células adjacentes e/ou ao organismo
como um todo. Varias causas, incluindo trauma, podem levar a uma alteracdo da
pressdo osmatica ambiental interna, destruindo o equilibrio da homeostase interna de
um organismo e levando a necrose. Umas séries de rea¢des ocorrem, incluindo perda da
integridade da membrana celular, inchaco da membrana celular (devido a tonificacao
celular e disfuncdo de bomba de Na/K) e disfuncdo mitocondrial. Devido a ruptura da
membrana celular, grande nimero de elementos intracelulares extravasa o que pode
causar e agravar a inflamacéo dos tecidos circundantes (GALLUZZI, LORENZO et al.,
2018; SOLA, S et al., 2001). Existem processos que muito se assemelham com a
necrose, , como 0s caracterizados pela necroptose, descrito abaixo; o processo de
transicdo da permeabilidade mitocondrial e o processo de morte denominado Partanatos.
Todos esses sdo agrupados na denominacdo de necrose regulamentada ativados pela
proteina de interacdo com o receptor, a RIP-cinase-3 (RIPK-3) (GALLUZZI, L. et al.,
2012; GALLUZZI, LORENZO et al., 2018). O processo de transicdo da permeabilidade
mitocondrial, por exemplo, é iniciado por perturbaces intracelulares de espécies
oxidativas ou aumento do nivel de céalcio citosdlico. A abrupta queda de
impermeabilidade a pequenos solutos através da membrana interna da mitocondria
resulta em uma rapida dissipacdo do potencial de membrana, quebra osmdtica, tanto da
membrana interna como externa da mitocdndria, e inicio do processo de morte celular
(GALLUZZI, LORENZO et al., 2018). No nivel bioguimico, a abertura de poros como

os complexos de permeabilidade transitoria (PTPC) por interacfes com peptideos pro e
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anti apoptoéticos da familia do BCL2, como BAX, BAK e BID como os BCL2 e BCL-
Xl, citados anteriormente. Ainda pode ser observado o envolvimento de canais como 0
canal do tipo VDAC (voltage-dependent anion channel), proteina que possui acdo no
transporte de macro e micro componentes através da membrana externa da mitocéndria,
responsével pelo transporte de ions, metabolitos celulares como NAD+/NADH,
ADP/ATP, succinato, citrato, e fons, como o Ca?*, entre o citosol e a mitocondria, que
podem juntamente com proteinas presente na membrana do reticulo endoplasmaético
elevar o nivel do ion célcio mitocondrial e assim desencadear o processo de morte
celular (BATHORI. et al., 2006; GALLUZZI, LORENZO et al., 2018; SHOSHAN-

BARMATZ et al., 2009, 2010; TAN; COLOMBINI, 2007).

Necroptose

Existem outros processos de morte celular que permeiam 0s mecanismos de
apoptose e necrose e podem também coexistir em um determinado estado fisiol6gico ou
patologico (LA ROVERE et al., 2016; WALLACH; KANG; KOVALENKO, 2014).
Nas ultimas décadas, uma nova forma, mais alternativa de necrose, chamada
necroptose, tem sido considerada como um caminho alternativo para a morte celular.
(DEGTEREV et al.,, 2005). A necroptose distingue-se da morte celular passiva
necrotica, na medida em que segue uma programacéo celular, envolvendo as proteinas
cinases RIPK1 e RIPK3, que interage com o0s receptores do tipo TNF-R1
(FUCHSLOCHER CHICO; SAGGAU; ADAM, 2017; NEWTON et al., 2019). A
inicializacdo pelo receptor gera a formagdo do complexo | contendo as proteinas
TRADD (do inglés: TNF-Receptor Associated via Death Domain); clAPs (do
inglés: Cellular Inhibitor of Apoptosis Proteins), TRAF2 (do inglés: TNF receptor-
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associated factor 2) e RIPK1 (do inglés: receptor-interacting kinase 1). A
poliubiquitinizacdo de RIPK1 nos residuos k11, k48 e k63 recruta a cinase IkB (IKK:
IkB kinase) levando a ativacdo do fator de transcricdo NFkB juntamente com a
ativacdo de um processo pro-inflamatdrio, suprimindo a célula do processo de morte
celular (WANG, LAI; DU; WANG, 2008). Por um mecanismo que compromete a
poliubiquitinizacdo através da TNF alpha-induced protein 3 (TNFAIP3; melhor
conhecida como A20), RIPK1 se dissocia do receptor TNF-R1 e forma um complexo
I1b citosolico com FADD, caspase-8 e RIPK3. Quando a atividade de caspase-8 ¢ alta,
esta cliva as proteinas cinases RIPK1 e RIPK3 promovendo a apoptose. No entanto, esta
cisteina protease, caspase 8, pode ser inibida, abaixando-se assim a sua atividade pela
formacdo de um complexo constituido pela prépria caspase-8 e a proteina cFLIP (do
inglés FLICE-like inhibitory protein). Com a baixa atividade ou mesmo sua auséncia a
proteina RIPK1 fosforilada recruta a proteina MLKL (do inglés: Mixed lineage kinase
domain-like) formando o necrossoma. A proteina MLKL uma vez fosforilada transloca
do citosol para a membrana levanto ao processo de necroptose (ASHKENAZI;
SALVESEN, 2014; FUCHSLOCHER CHICO; SAGGAU; ADAM, 2017; GALLUZZI,

LORENZO et al., 2018).

Morte celular dependente de Autofagia

A morte celular autofagica € um tipo de RCD que depende da maquinaria
autofagica ou dos seus componentes (MCARTHUR; KILE, 2018). Esse processo de
morte celular, também chamado de morte celular programada tipo I1, segundo a NCCD,
se caracteriza pela formag&o de vesiculas de dupla membrana que vdo conter organelas

ou outros materiais intracelulares, denominados de autofagosomos. Estes se fundem
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com os lisossomos para que possam ser degradados e reciclados. A importancia de
dupla membrana se da, pois apds fusdo com os lisossomos tudo que estiver dentro da
camada mais externa sera degradado, inclusive a propria membrana interna
(MIZUSHIMA; OHSUMI; YOSHIMORI, 2002; TOOZE; YOSHIMORI, 2010). A
formacédo do autofagosomos é controlada por proteinas atg ou proteinas relacionadas a
autofagia, traduzidas do gene ATG (AuTophaGy related Genes, gene relacionado com a

autofagia) (TOOZE; YOSHIMORI, 2010).

As causas da autofagia sdo diversas e envolvem deste o estresse celular por
hipdxia, radiacdo, tratamento e acdo de produtos quimicos, até a privacdo nutricional.
Ainda deve se levar em conta, a duracdo e gravidade do fator estressante. O processo de
autofagia possui mecanismo distinto de outros tipos de morte celular, atuando como
mediador de processo fisiologico de morte celular ou na auséncia de fatores apoptoticos,
como as proteinas BAX e BAK e as proprias caspases (GALLUZZI, L. et al., 2012).
Esse processo de morte celular pode ainda atuar concomitantemente com outras vias,
favorecendo e auxiliando outros processos. Por exemplo, temos a ferroptose promovida
pela degradacdo autofagica da ferritina; a apoptose extrinseca que através da degradacao
autofagica da proteina tirosina fosfatase pode ser favorecida e ainda; o favorecimento da
necroptose pela degradacdo autofagica de c-lIAP1 e c-IAP2 (inhibitor of apoptosis

proteins) (GALLUZZI, LORENZO et al., 2018).

Os mecanismos de morte celular fisioldgica, como a autofagica, tem importancia
no SNC, pois apds divisdo mitética hd um acumulo de proteinas e organelas defeituosas
que devem ser degradadas e recicladas. Apesar do pouco conhecimento na formagéo de
autofagosomos na célula neuronal, existe o problema na distorcdo de qualquer

mecanismo, que pode levar a neurodegeneracio e doengas como Alzheimer,
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Huntington, e esclerose amiotréfica lateral se o processo tiver problemas na regulagdo
(HARA et al., 2006; KESIDOU et al., 2013; KOMATSU et al., 2006; MARINO;

MADEO; KROEMER, 2011; RUBINSZTEIN et al., 2005).

Como mencionado acima, os demais tipos de morte celular ndo serad detalhado

aqui, mas pode ser revisto em GALLUZZI, LORENZO et al., 2018.

Receptores AMPA, Niveis de Ca™ e Canais de calcio: papel na

neurodegeneracéo.

O funcionamento fisioldgico do sistema nervoso, como 0S processos de
neurotransmisséo elétrica (HORMUZDI et al., 2004) e quimica (CUEVAS, 2007), estdo
também envolvido em disfungdes associadas a processos neurodegenerativos
(KONDRATSKY!I et al., 2015; NOMURA et al., 2014; ZHANG, LING et al., 2011).
Em células excitaveis, por exemplo, a entrada do ion célcio e as alteracdes na
concentracdo do célcio citosélico favorecem uma cascata de reacdes intracelulares que
podem desencadear processos de morte celular (HAJIEVA et al., 2009;
KONDRATSKYI1 et al., 2015; MARK et al., 2017). Importante destacar que 0s niveis
de calcio estdo relacionados com a intensificacdo na producdo de radicais de oxigénio
(SOLA, SUSANA; MORGADO; RODRIGUES, 2013; TRETTER; DAM-VIZI, 2004),
ativacdo de proteases (KERNER et al., 2012); alteracdo na regulacdo de cinases
(JHALA; HAZELL, 2011; SHOSHAN-BARMATZ et al., 2009; SHOSHAN-
BARMATZ; BEN-HAIL, 2012) e na fisiologia do impulso nervoso ao longo dos

axonios (CUEVAS, 2007). Esses eventos concomitantes representam um conjunto de
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fatores que podem desencadear e estdo envolvidos com o processo de morte celular (LA

ROVERE et al., 2016; NAGY et al., 2015).

A propagacdo do impulso nervoso ao longo dos circuitos neurais segue
mecanismos de despolarizacdo da membrana que, quando culminam nas sinapses, deve
ser transmitida de um neurénio ao outro (DRUKARCH et al., 2018). Com a entrada de
calcio por canais especificos, as vesiculas contendo neurotransmissor, como o0
glutamato, séo fundidas a membrana, liberando seu conteido na fenda sinéptica. Nestas
sinapses 0 papel do glutamato, como neurotransmissor excitatorio, resulta na
despolarizacdo de membranas adjacentes. Este neurotransmissor atua através de
diferentes receptores metabotropicos (ligados a proteina G) e ionotrépicos dos tipos: N-
metil D-Aspartato (NMDA), &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propibnico
(AMPA) e cainatos, que favorecem o fluxo de ions através da membrana
(DINGLEDINE et al., 1999; PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013; SONG,;

HUGANIR, 2002).

As alteracGes dos niveis de calcio entre os compartimentos celulares podem
acontecer por meio de canais especificos como os canais de calcio dependente de
voltagem ou por meio dos receptores AMPA e NMDA. Como visto acima, uma vez que
os niveis de calcio aumentam no citosol, ocorre a liberacdo de neurotransmissores que

atuam em processos de transmissdo quimica nas sinapses.

Os receptores AMPA ativados por glutamato intermediam o componente rapido
da traducdo de sinal excitatorio nas sinapses quimicas em todas as regides do cérebro
dos mamiferos. Os receptores AMPA s&o conjuntos tetraméricos compostos por quatro
subunidades, GIuA1-4 (ZHAO et al., 2019). S&o expressos tanto em neurdnios como

nas células da glia, sendo que 0os mesmos sdo permeaveis ao calcio e outros céations,
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como sbdio e potassio. Como mencionado, os receptores AMPA sdo abundantes e
amplamente distribuidos no SNC: hipocampo, camada externa do cortex, nucleos
basais, regides olfativas, septo lateral e amigdala sdo todos enriquecidos com as
subunidades GluAl, GIuA2 e GIuA3. Em contraste, a expressao do GIuA4 é menor em
muitas regides do SNC, exceto cerebelo, tdlamo e tronco cerebral, onde a expresséo é

alta (BENKE et al., 1998; GREGER; WATSON; CULL-CANDY, 2017).

A despolarizacdo poés-sinaptica induzida pela ativacdo dos receptores AMPA
pode permitir o influxo de célcio, através de receptores NMDA, pela reversdo da
oclusdo desses receptores, que é feita pelo magnésio (MAYER; CRUNELLP; KEMP,
1984; NOWAK et al., 1984). A entrada do Ca*" na zona ativa pré-sinaptica, ocorre
através de canais Ca’" dependentes de voltagem (CaV), que sdo ativados por
despolarizacdo da membrana. O aumento da concentracdo de célcio intracelular dispara
a liberacdo de neurotransmissor a partir de vesiculas sinépticas (SVs). Multiplos
mecanismos regulam a funcdo dos canais de Ca®* pré-sinapticos. A atividade dos canais
para abertura, fechamento ou inativacdo em resposta a despolarizacdo da membrana
muda a cada poucos milissegundos, durante e apds a atividade neuronal, resultando no

controle da forca sinéptica.

Os canais de calcio dependentes de voltagem (VGCCs: voltage-gate calcium
channels) podem ser divididos em duas categorias, 0s que sdo ativados por alta
voltagem, HVA (high-voltage-activated) com um limiar de ativacdo em tensdes de
membrana positivas para -20 mV, e os ativados por baixa voltagem, LVA (low-voltage-
activated) atuando em uma tensdo de membrana positiva para -70 mV, também
chamados de canais de calcio do tipo T, por possuem pequena amplitude da condutancia
e rapido decaimento (T — Tiny; Transient). Os canais de calcio do tipo HVA sdo ainda

subdivididos em canais do tipo L e canais pré sinapticos do tipo N, P/Q e R,
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denominados CaV-2.1, CaV-2.2 e CaV-2.3 respectivamente. Os canais de calcio do tipo
L, devido a sua amplitude de conduténcia alta e cinética lenta de deterioracdo da
corrente, foram assim nomeados (L — Large;Long-lasting), compostos por CaV-1.1,
CaVv-1.2, CaV-1.3, CaV-1.4. Enquanto dos canais de célcio pré-sinaptico do tipo N,
pela sua localizacdo (N — Neurdnios), P/Q (P - células de Purkinje) e do tipo R por
serem resistentes a algumas toxinas (BERGER; BARTSCH, 2014; KONDRATSKY!I et
al., 2015; LACIONVA, 2005; MCKINNEY et al., 2008; STRIESSNIG et al., 2006;

WEISS; ZAMPONI, 2017)

As primeiras investigagdes revelaram classes distintas de correntes de Ca®* que
foram identificadas com uma nomenclatura alfabética (TSIEN, R W et al., 1988).
Correntes tipo P/Q, tipo N e tipo R de Ca®*" sdo observadas principalmente em
neurdnios, requerem forte despolarizacdo para ativacdo (TSIEN, RICHARD W;
ELLINOR; HORNE, 1991), e sdo blogueadas por toxinas polipeptidicas especificas de
caramujos e venenos de aranha (MILJANICH; RAMACHANDRAN, 1995). As
correntes de Ca”* tipo P/Q e tipo N iniciam a liberacdo do neurotransmissor na maioria

das sinapses rapidas (CATTERALL, 2000).

Os canais Ca”" séo compostos de quatro ou cinco subunidades distintas (Figura
4). A subunidade al incorpora o poro de condugdo, os sensores de voltagem e a
aparelhagem do “portdo” (gating apparatur), e os sitios alvos de toxinas e reguladores
intracelulares. A subunidade al é composta por cerca de 2000 residuos de aminoacidos
e estd organizada em quatro dominios homologos (I-1V), conforme pode ser visto na
Figura 4. Cada dominio é composto por seis hélices transmembrana a (S1 a S6) e um
loop P associado a membrana entre S5 e S6. Os segmentos S1 a S4 servem como

modulo sensor de tensdo, enquanto os segmentos transmembrana S5 e S6, em cada

dominio, e o loop P entre eles formam o médulo poroso (MOCHIDA, 2019).
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Dependendo da estrutura do canal, pode ocorrer um aumento ou diminui¢do da
sensibilidade, facilitacdo da internalizacdo e, consequente degradacgéo por lisossomos ou
proteassomos. A subunidade §, uma proteina citosélica associada a primeira cadeia de
a-hélice, possui dominio conservado SH3 e GK e, juntamente com a estrutura al ¢é
chamada de dominio alfa de interacdo (AID - alpha-interaction domain), possuindo
efeito de aumentar a amplitude de corrente do canal (BERROW et al., 1995; WEISS;
ZAMPONI, 2017). Outra fungdo da subunidade B ¢ a facilitagdo de exportagdo para a
membrana (BURAEI; YANG, 2010). Uma vez sintetizado, o canal pode ser exportado
dependendo da presenga ou ndo da subunidade B. Por exemplo, em canais CaV-1.2 a
presenga da subunidade B, desfavorece o sinal de retengdo no reticulo endoplasmatico,
pela ndo ligacdo dos loops das cadeias de a-hélices IlI-111; 111-1V; e desliga as ligacdes
das regides N e C-terminal com uma proteina presente na membrana do reticulo. Esses
mecanismos favorecem a exportacdo para a superficie celular (BICHET et al., 2000).
Além disso, a subunidade B possui papel na protecdo contra degradacdo pelos
proteassomos, através da inibicdo do processo de ubiquitinacdo (BURAEI; YANG,

2010; WEISS; ZAMPONI, 2017).

Embora menos estudada, outra estrutura importante do canal € a y, que trata-se
de uma estrutura proteica transmembrana e com funcdo modulatéria do canal. Por
exemplo, a reducdo na expressdo desta subunidade y ¢ acompanhada por um aumento da
densidade de corrente, tanto em canais HVA como LVA, em neurdnios de

retransmisséo do talamo-cortex (ZHANG, Yl et al., 2002).
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Figura 4: Diagrama da topologia da subunidade alfa do canal de célcio dependente
de voltagem (CaV-1.2). Figura modificada e retirada do artigo dos autores
ZAMPONI et al., (2015).

A figura mostra os 4 dominios (I, Il, 1l e 1V) contendo, cada um deles, 6
estruturas em o-hélices (S1 a S6). Associado ao canal observamos 4 diferentes
subunidades, a2, B, v, 8, que auxiliam nos processos regulatdrios do canal. As a-
hélices S1 a S4 dos dominios | a 1V, fazem parte do dominio sensivel a voltagem
(Seta azul), enquanto as a-hélices S5 e S6 fazem parte do dominio do poro. O
loop proteico entre as estruturas S5 e S6 do dominio Il funciona como
bloqueadores do canal (seta preta).

Os membros da subfamilia VGCC do tipo L, CaV-1.1 e CaV-1.4 sdo expressos
de forma mais restrita, enquanto os CaV-1.2 e CaV-1.3 sdo expressos em uma variedade
de tecidos, como coracdo, musculos liso, pancreas, figado e principalmente no cérebro
(ZAMPONI et al., 2015). A isoforma CaV-1.2 é expresso em quase 90% do cérebro,
enquanto a CaV-1.3 apresenta 10% de expressdo (SINNEGGER-BRAUNS et al., 2009;

ZAMPONI et al., 2015). Apesar da existéncia de 75% de sequéncia homologa nos
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genes que codificam estas isoformas de canais de célcio, existe muita diferenga nas
funcdes desempenhadas por estes canais, como plasticidade sindptica, processos de
aprendizado e memoria e facilitagdo de migracdo de novos neurdnios (STRIESSNIG et

al., 2006).

A isoforma CaV-1.2 é preferencialmente detectada em dendritos pds-sinéptico
(HELL et al.,, 1993), e possuem as funcGes mencionadas acima, na plasticidade
sinaptica, processos de aprendizado e memoria e facilitacdo de migracdo de novos
neurbnios em areas do cortex pré-frontal, com consequente envolvimento em alteracdes
emocionais, déficits cognitivos, como na memoria de trabalho ou operacional
(BERGER; BARTSCH, 2014; BIGOS et al., 2010; PAULUS et al., 2014; ZHANG,

QIUMEI et al., 2012).

Inativacdes especificas na expressdo de mMRNA de CACNALC (CaV-1.2) durante
a fase embrionaria resultam na perda de receptores do tipo NMDA, independentes da
formacdo de potencializacdo de longa duracdo (LTP: Long-Term Potentiation),
consistentes com déficit de aprendizado e memdria espacial, em tarefas no labirinto
aquatico de Morris (KANDEL, 2001; MOOSMANG et al., 2005; WHITE et al., 2008)
O uso de antagonistas dos canais do tipo L facilitam tanto a aquisicdo quanto a retencdo
de memorias de referéncia espacial e memdria de trabalho (operacional) em animais

jovens (LEVY et al., 1991; QUARTERMAIN; GARCIA; KWAN, 2001).

Foi observado que camundongos knockout para o gene CACNALC, gene que
codifica a isoforma CaV-1.2 e um dos objetos de estudo do presente trabalho, exibem
sintomas de baixa atividade exploratoria e comportamento agitado (DAO et al., 2010).
A diminuicdo da isoforma CaV-1.2 tem sido compensada pela permeabilidade de calcio

através de receptores do tipo AMPA, também avaliado no presente estudo, que na
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auséncia da subunidade GIuA2 possibilitam a passagem desse ion, podendo assim afetar
o funcionamento das sinapses (LANGWIESER et al., 2010; MCKINNEY et al., 2008).
Ao contrario, a isoforma CaV-1.3 ndo apresenta as mesmas alteracbes no

funcionamentos das sinapses (CLARK et al., 2003; MCKINNEY; MURPHY, 2006).

Os canais CaV-1.3 estdo relacionados ao tronco cerebral auditivo (HIRTZ et al.,
2011; JURKOVICOVA-TARABOVA et al., 2012) e com a doenga de Parkinson,
através da progressiva perda de neurbnios dopaminérgicos na substancia nigra,

causados pelo fluxo de célcio e, consequente estresse mitocondrial.

A expressdo génica e a concentracdo proteica da isoforma CaV-1.3 estdo
aumentadas no hipocampo, na sub-regido CA1, com a idade, o que pode levar a um
prejuizo nas habilidades de aprendizado (THIBAULT; LANDFIELD, 1996; VENG,;

BROWNING, 2002).

Sabe-se ainda que desequilibrios na homeostase do ion calcio podem alterar a
fisiologia celular, induzindo a apoptose dependente de caspases (LA ROVERE et al.,
2016; NAGY et al., 2015; OSIEZAGHA et al., 2013; ZIPFEL et al., 2000). O excesso
de célcio intracelular induz danos mitocondriais que podem resultar na liberagcdo do
citocromo C no citosol (Figura 5). Conforme descrito no item “Morte Celular”, esse
processo cria dois caminhos distintos para ativacdo da caspase-9 e caspase 3,

culminando com a apoptose.

Um influxo de célcio através de canais presente na membrana ou por receptores
ionotroficos aumenta a concentragdo do ion na matriz do reticulo, que através de
proteinas poro, como MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter), VDAC (Voltage-
dependent anion channel), proteina GRP75 e PI3R promovem o fluxo direto para o

interior da mitocdndria. Esse processo ativa a caspase-9, pelo mecanismo ja descrito, e

58



a caspase-12 diretamente no RE. (MORISHIMA et al., 2002a). Segundo PATHWAY et
al., (2002), células Apaf-1knockout sofrem estresse e induzem apoptose, indicando que
o complexo formado pelo citocromo C e Apaf-1 ndo € essencial para a apoptose e que a
atividade da caspase-12 ativada em resposta ao estresse do RE, cliva a pro-caspase-9

para iniciar a cascada apoptotica (MORISHIMA et al., 2002a).

Apoptose

L)

Figura 5: Esquema indicando associacao entre os niveis de calcio (influxo atraves de
canais CaV) e Morte Celular.

As alteragBes dos niveis de calcio pela passagem através de canais ibnicos voltagem
dependente (CaV), levam a ativacdo da Caspl12 dentro do RE, resultando na ativacéo da
CASP3 e apoptose. O aumento dos niveis do Ca*? no RE pode também induzir a
formacgdo, de uma ponte entre a mitocondria e reticulo endoplasmatico, pelas proteinas
poros MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter), VDAC (Voltage-dependent anion
channel), proteina GRP75 (anti—glucose-regulated protein 75 kDa) e PI3R, resultando na
liberacdo de CytC, formacédo de apoptossoma e ativagdo sequencial da CASP9, CASP3 e
apoptose.
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Memodria e Aprendizado: Aspectos cognitivos

Platdo em um de seus dialogos (Fedon, 387 a.C.) retrata que o conhecimento da
verdade e da alma consiste na recordacdo, neste caso, todo conhecimento se retrata
numa forma de relembrar. O fil6sofo e discipulo de Platdo, Aristételes, associa a nogdo
de memdria ao que conhecemos como lembranca, e considera que a memdria ndo é
parte da faculdade cognitiva, mas sim da sensitiva priméria e, assim é passivel de existir
tanto no homem como nos animais (QUADROQOS, 2016; SMOLKA, 2000).

Em 1885, por meio de estudos realizados por Hermann Ebbinghaus (1850 —
1909), foram desenvolvidos e utilizados métodos experimentais para o estudo da
memoria, aproximando 0s conceitos de memoria e aprendizagem, através de uma
abordagem quantitativa. Outros estudiosos vieram posteriormente, como William James
(1890), e propuseram uma divisdo entre os fendmenos da percepgdo dos objetos e a
memoria dos mesmos. No século XX, através dos estudos de Endel Tulving (1983),
percebe-se uma significativa contribuicdo no campo da cogni¢do, com a proposicao da
teoria de dois sistemas de memdria, a episddica e a semantica. Deste entdo, entendemos
a memdria como sendo a capacidade de adquirir, armazenar e recuperar (evocar)
informacBes disponiveis. Em termos bioldgicos, os neurocientistas consideram o
cérebro o principal 6rgdo de processamento e armazenamento dessas informacgdes. Com
0 conhecimento progressivo de novas doencas neurodegenerativas e 0s impactos sobre o
desempenho cognitivo humano, cada vez mais 0s estudos sobre os substratos
neurobioldgicos de aspectos cognitivos e comportamentais tem recebido mais atengédo
(KANDEL, 2000, 1999, 2006).

A memodria, baseada no tempo de armazenamento, pode ser dividida em
diferentes tipos, como, curtissima duracdo, curta, meédio ou intermediaria e de longo

prazo. Iremos considerar aqui, as memorias de longa e de curta duragdo. Contudo,
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ainda existe debate na literatura sobre a delimitacdo de tempo (minutos, horas, dias,
semanas etc) entre essas categorias (COHEN; SQUIRE, 1980; KANDEL, 2000, 2001,
2006; LOMBROSO, 2004). Estudos de dissociagéo levaram Cohen (1984), Squire e
Zola-Morgan (1991), e Squire (1992) a propor a distingdo entre memoria declarativa (ou
explicita) e memdria ndo-declarativa (ou implicita ou de procedimentos=procedural).
Ambas sdo memorias de longo prazo. A memoria declarativa refere-se a retencéo de
experiéncias sobre fatos e eventos do passado, i.e., 0 individuo tem acesso consciente ao
contetdo da informacdo, sendo essa memdria adequada para arquivar associagdes
arbitrérias ap6s uma Unica experiéncia (COHEN 1984; SQUIRE, 1980; Squire, 1992)
(Figura 6). De acordo com esses autores, memoria declarativa é flexivel e prontamente
aplicavel a novos contextos e € esse o tipo de memdria prejudicada em algumas doencas
neurodegenerativas. As memorias declarativas sdo codificadas pelo hipocampo, cortex
entorhinal e cdrtex perirrinal (tudo dentro do lobo temporal medial do cérebro), mas séo
consolidadas e armazenadas no cortex temporal e em outras regides cerebrais. Por outro
lado, as memorias ndo-declarativas (procedurais), ndo parecem envolver de forma mais
abrangente o hipocampo e sdo codificadas e armazenadas pelo cerebelo, putamen,

ndcleo caudado e cértex motor, todos envolvidos no controle motor.

Em outras palavras, a memoria declarativa, ou explicita, é aquela que pode ser
declarada (fatos, nomes, acontecimentos, etc.) e é exercida de forma consciente, se
referindo ao knowing what. Esse tipo de memoria esta associado a estruturas cerebrais
do lobo temporal medial, como hipocampo e amigdala. A memoria declarativa, por sua
vez, é dividida em episédica e semantica. Enquanto a primeira remete a fatos e
acontecimento especifico, a segunda refere-se a aspectos semanticos gerais (Figura 6)

(SQUIRE; ZOLA, 1998; TULVING, 1972).
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A memodria ndo-declarativa, ou memoria procedural (implicita) se refere ao
knowing how e esta associada a habilidades motoras, como por exemplo andar de
bicicleta, dirigir um carro, tocar um instrumento musical, 0s quais executamos sem
atingir um nivel de consciéncia detalhada dos fatos. Essa categoria de memoria requer
mais tempo para ser adquirida, mas é bastante resistente ao esquecimento, ou seja, é
duradoura (KANDEL, 2000). Ou seja, a memdria procedural € um subconjunto de
memdrias implicitas, por vezes referidas como memoria inconsciente ou memoria
automatica. A memodria implicita usa experiéncias passadas para se lembrar de coisas
sem pensar nelas. Difere da memoria declarativa, ou memoria explicita, que como
mencionado acima, consiste em fatos e eventos que podem ser armazenados

explicitamente e lembrados conscientemente ou "declarados”.

Memoria
Memdria ‘ Memoria
Curto prazo Longo prazo
| Memdria {;Iplzra:innal ]
| cr |
‘ Explicita ‘
) Implicita
Semdntica

[ pecifics & svenios peRicEn @ i
contextos)

Epistdica ‘

[Conhecimanta peral sobre o munda) Condicionamento
. Clissico

| Lobo temporal Medial ¢ diencéfalo

Aprendizada
Habikidades Priming Respostas Respostas o nko
& Habitos [Pré-ativagda) Emacianais esqueleticas condiclonado
l Estriado | MNeacortex || Amigdala ” Cerebelo l Vias reflexas I

Figura 6: Fluxograma dos tipos de Memorias,

Segundo o critério de tempo de armazenamento, e a capacidade de verbalizagcdo ou nao,
indicando as estruturas nervosas associadas, de acordo com SQUIRE; KNOWLTON,
(1995), com modificacbes. CPF= Cortex Pré-Frontal.
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Sabe-se que a memoria ndo esta restrita a apenas uma estrutura cerebral, mas
diferentes estruturas estdo envolvidas na aquisicdo, armazenamento e evocagdo das
informacdes aprendidas. Dependendo do estimulo, a memoria pode durar apenas alguns
segundos ou até mesmo dias, meses ou anos. Neste caso, € o que chamamos de memoria

de curta duracdo e memoria de longa duracdo (COWAN, 2009).

Ao longo dos anos, o desenvolvimento da psicologia cognitiva tem sido
fortemente influenciado por evidéncias neuropsicoldgicas. Um dos exemplos mais
claros disso é dado pela influéncia de estudos baseados em pacientes com déficits
amnésicos, no caso da separacdo da memoria de longo prazo (LTM: long-term memory)
e memdria de curto prazo (STM: short-term memory). Em um estudo cléssico, Milner
(1966) descreveu o caso do paciente HM que, apds lesdes bilaterais no lobo medial-
temporal, apresentou déficits dramaticos em novas aprendizagens a longo prazo,
mantendo normal o desempenho em testes do tipo digit span. Isto foi considerado um
forte suporte para a separacdo dos sistemas LTM e STM, uma conclusdo que foi
reforcada por estudos posteriores (Scoville e Milner, 1957; Squire, Knowlton, & Musen,

1993).

Com base na classificacdo entre memoria de curto prazo e memoria de longo
prazo, podemos mencionar dois tipos de memorias avaliadas no presente trabalho, que
trata-se da memoria de trabalho ou operacional (MO) e a memdria referencial (MR) ou
de referéncia, passiveis de serem avaliadas em modelos experimentais, com roedores.
Tanto a MO como a MR podem ser sub classificadas em outras formas como, meméria
auditiva, visual, gustativa, no caso do critério de classificagdo ser a via

sensorial/perceptiva.
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A memodria operacional, termo que comecgou a ser usado na década de 1960, €
um tipo de memdria de curto prazo, também denominada memaria primaria, memdria
imediata, memoria operante, que se refere, portanto, a um processo provisorio de
armazenamento e processamento de informacgfes, ou seja, por pequenos espagos de
tempo (BADDELEY, 2003; HOOKER, 1960). A memoria operacional envolve uma
ampla estrutura de processos interativos que, temporariamente, armazena e manipula a

informacdo a fim de realizar atividades cognitivas complexas (BADDELEY, 2000).

Apesar de poder ser confundida com outros tipos de memoria de curto prazo, a
diferenca esta na finalidade dessas representacbes mentais, na sua manipulacdo e
processamento. Se tratando de uma acéo consciente, a MO distingui das demais pela
capacidade limitada, ou manutengdo temporaria das informagles disponiveis para o
processamento, dando uma maior énfase na manipulacdo executiva de informagdes, em
vez de manuten¢do. Usada na tomada de decisdes, orientacdo, e raciocinio, a MO pode
ser diferenciada de outras formas de memdria por sua maior sensibilidade a

interferéncia atencional (DUDCHENKO, 2004a).

Existem neurénios especificos no cortex pré-frontal que podem, através de sua
atividade, reter a informacdo além de alguns segundos (HAVEN, 1995). No caso da
memoria espacial operacional, a habilidade de "usar" dicas espaciais com relevancia
comportamental, em uma escala de segundos, € um constituinte fundamental da
cognicdo. Sabe-se que, o cortex pré-frontal (PFC: prefrontal cortex) e o hipocampo
contribuem conjuntamente com as bases neurais subjacentes a memoria espacial

operacional (SPELLMAN et al., 2015).

A MO em animais, refere-se a retencdo de informac6es que, dependendo do

estimulo, podem mudar de status durante a conclusdo do teste mesmo no caso das pistas
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visuais e/ ou olfativas ndo estarem disponiveis para orientacdo das respostas, como no
caso dos testes em labirintos, p.ex. o aquatico de Morris (LAM) (MORRIS, 1981) ou de

braco radial (OLTON, 1987; OLTON; SAMUELSON, 1976).

A distincdo entre memdria operacional e de referéncia se da pela transitoriedade
de eventos, e julgamento particular, neste caso sendo esquecido ou ignorado em ensaios
subsequentes (DUDCHENKO, 2004a). No caso de testes de MO com roedores, p.ex.
no LAM, a localizacdo do reforgo é alterada em cada sesséo, de forma que o individuo
tem que aprender a nova localizagdo e “esquecer/extinguir” a anterior, para que possa

ter sucesso na tarefa.

O reforco, no caso do labirinto aquatico de Morris (LAM) é uma plataforma
invisivel submersa na agua, que o animal deve encontrar, através da utilizacdo de
estratégias alocéntricas (referéncias externas ao individuo, como posi¢do de objetos),
elaborando, com as coordenadas ou dicas externas ao labirinto, um mapa cognitivo
espacial no hipocampo. Diferentemente da MO que dura apenas fracdes de tempo, a
memoria de longo prazo pode durar anos e € denominada memdria de referéncia

espacialCOWAN, 2009; KANDEL, 2000).

Segundo GUISE; SHAPIRO, (2017), em uma tarefa espacial dependente do
hipocampo, a disfuncdo do mCPF (porcdo medial do cértex pré-frontal) pode prejudicar
processos de aprendizagem e recuperacdo de uma informacdo. A proposta é que a

atividade do mCPF, durante a aprendizagem, modifica a codificagdo no hipocampo.

Os mecanismos de comunicacdo entre as duas regides cerebrais, CPF e o
hipocampo, durante o processo de aprendizado e memoria espacial, ndo estdo muito

claros, mas estudos recentes tém trazido informacBes importantes sobre conceitos e
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mecanismos envolvidos no processo de memoria operacional, com participacdo dessas

duas estruturas (XIA, Ml et al., 2019).

O estudo da memoria espacial de referéncia torna-se muito importante na
medida em que esse tipo de memdria é prejudicado nos processos neurodegenerativos,

que ocorrem em condicdes fisioldgicas (envelhecimento) ou patoldgicas (doencas).

Bases Neurobioldgicas

A memoria espacial de referéncia foi bastante estudada por Edward Tolman que
propbs, em 1948, a possivel existéncia de um mapa cognitivo, uma representacdo global
real, no cérebro, do ambiente externo que permitiria ao animal se guiar pelo espaco. Em
1971, O’Keefe e Dostrovsky realizaram experimentos que corroboraram a hipétese de
Tolman ao identificarem em experimentos com ratos as “place cells”, células piramidais
do hipocampo, que em conjunto se tornam ativas, dependendo da localizacdo do animal.
Posteriormente, May-Britt ¢ Edvard Moser demonstraram a existéncia das “grid cells”,
que sdo células presentes no cortex entorrinal de ratos, que mantém um padrdo de
disparo em locais especificos, sustentando a teoria dos mapas cognitivos (IZQUIERDO,
1989; O’KEEFE, J.; DOSTROVSKY; J. O’KEEFE, 1971; O’KEEFE, JOHN, 1976).
Todos esses achados constituem evidéncias do papel do hipocampo e do cértex
entorrinal na memoria espacial.

Durante o0 processo de aquisicdo ou aprendizado, os individuos sdo expostos a
novas experiéncias, sendo submetidos a informacfes detectadas pelos sistemas
sensoriais. Durante esta etapa as informagdes mais significativas sdo selecionadas. Apos
apresentacdo das informacdes adquiridas passam para uma etapa seguinte do processo

de formacdo da memoria, onde em tempos variaveis, como minutos, horas ou até
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mesmo dias apds a aquisicdo, com reestimulo, comecam a modificar no campo

molecular (sintese proteicas, modificacfes sinapticas) e podem ser recuperadas.

A acdo do LTP, modelo aceito a partir da década de 70 para explicar as
modifica¢bes ocorridas na plasticidade sindptica sem um controle inibitério poderia
trazer resultados catastréficos, isso porque sem um controle adequado poderiam atingir
um nivel de méxima eficacia, nesse caso dificultando a codificacdo de novas
informacdes, além do que as sinapses se tornariam tdo complexas que mesmo com um
pequeno estimulo, muitas células seriam excitaveis, resultando em patologias como a
epilepsia (FOY, 2000). Um processo que poderia equilibrar esses efeitos, e até mesmo
explicar o decaimento da magnitude do LTP com o envelhecimento, afinando,
diminuindo quando necessario, foi proposto como LTD (do inglés LTD: Long-term
depression) (NORRIS; KOROL; FOSTER, 1996), processo oposto que entraria em
equilibrio com a estimulagdo proporcionada pelo LTP, conferindo a consolidacdo da
memoaria quando necessario ou a sua extingdo. Ambos podem ocorrer a0 mesmo tempo
na sinapse em respostas a diferentes padrbes de ativacdo de receptores do tipo NMDA.
Um modelo apresentado por BEAR; MALENKA, 1994 mostra que a concentracao de
calcio pode atuar de maneira diferente na propagacdo do LTP e LTD. O aumento do
calcio intracelular pela entrada por receptores do tipo NMDA, acima de 5uM ativa
proteinas cinases que fosforilam substrato da cascata culminando no LTP, e em
oposicdo o processo de desfosforilagdo por concentragcbes menores que S5uM resultaria
no predominio do LTD. Sendo assim, o processo de fosforilacdo e desfosforilagcdo
possuem um papel importante no controle da plasticidade sinaptica e consequentemente

no aprendizado e consolidacdo da memoria.

Outro mecanismo que modularia a razdo LTP:LTD seria a agdo de enzimas

proteoliticas, como a caspase-3. Por meio da via classica apoptética, citada acima com
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concomitante ativagéo das caspase-9 e 3, levaria a interiorizacdo de receptores AMPA.
A enzima proteolitica caspase-3 possui como um de seus substratos a subunidade
GlulR dos AMPAr, favorecendo sua perda de atividade e interrompendo o fluxo de
ions pela membrana (LI, ZHENG et al., 2010; LU et al., 2002). Os peptideos BAD e
BAX com papel apoptético estariam envolvidos. Sabe-se que BAD pode ser ativado por
fosfatases e a ligacdo deles na membrana mitocondrial para liberagéo do citocromo C e
consequente ativacdo da via acontece por meio dos receptores do tipo NMDA. BAD-
BAX geralmente estdo envolvidos com a morte celular, além do que as mesmas
fosfatases (PP2B/calcineurina, PP1 e PP2A) também estdo presentes tanto na ativacao
de BAD, e assim na apoptose. Sendo assim, num processo adaptativo observado em
fatias de hipocampo de roedores, uma diferenca na quantidade de caspase-3 ativas
mudam sua acao levando a indugdo de LTD ou morte celular por apoptose (DEWSON;
KLUCK, 2009; JIAO; LI, 2011; LI, ZHENG et al., 2010; LI, ZHENG; SHENG, 2012,
MALENKA,; BEAR, 2004). Enquanto os estimulos indutores de LTD s&o breves e
leves, os para inducdo de apoptose s@o prolongados e fortes (JIAO; LI, 2011a). Esse
balanco entre LTP e LTD pode de certa maneira explicar os efeitos observados em
doencgas neurodegenerativas e no processo de envelhecimento, quanto avaliamos

aprendizado e consolidacdo da memoria (WHALLEY, 2007).

Apds as etapas de aquisicdo e consolidacdo, temos a evocacdo, momento de
recuperacdo das informacbes e até mesmo de sua utilizagdo. Em animais podemos
observar quando muda o comportamento, modificando sua maneira de explorar
determinados ambientes devido a presenga de um estimulo aversivo ou até mesmo
comportamentos ndo naturais de resposta a necessidade de comida. Durante esta fase as

mem@arias pode se tornar instaveis, sendo estabilizadas ou apagadas de acordo com o
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novo estimulo empregado, processos conhecidos como reconsolidagcdo e extingdo

respectivamente.

O processo de aquisicdo e consolidacdo da memoria pode ser melhorado pela
repeticdo dos eventos, aumentando o ndmero de tentativas por sessdo ou até
aumentando o nimero de dias de estimulo ao animal. Segundo TERRY, 2009; e
VORHEES; WILLIAMS, 2006b, em testes realizados no LAM, o aumento do numero
de tentativas resulta no aprendizado em um periodo de tempo mais curto, enquanto a
mesma reposta pode acontecer aumentando os numeros de dias em detrimento ao
namero de tentativas por sessdes. Outro ponto a salientar trata do grau de dificuldade a
que podem ser submetidos os animais nos testes comportamentais. Referimo-nos neste
caso aos numeros de pistas espaciais. Dependendo do grau de danos teciduais algumas
regides podem ser mais acometidas que outras. Sendo assim o grau de dificuldade nos
labirintos, por exemplo, LAM, pode trazer resultados diferentes. Como jé citado, canais
de calcio podem afetar o aprendizado e a memoria. Animais com delecdo de canais de
calcio (CaV1.2) apresentaram maiores dificuldades no aprendizado de tarefa no LAM
(TEMME et al., 2016) mesmo aumentando o nimero de sessdes. Este dado foi coletado
em teste no labirinto aquatico de Morris modificado, com nimero menor de referéncias

espaciais, sendo assim mais dificil.

RESENDE, 2012 demonstrou que a tiamina desempenha papel importante em
mecanismos moleculares de sistemas neurobioldgicos taldmicos e hipocampais
relacionados com processos de aprendizagem e memoria espacial. Foi demonstrada
uma relagdo entre os niveis das proteinas sinapsina | hipocampal e o desempenho no
teste de alternacdo espontdnea (aprendizagem e memoria) além de efeitos da
DT com a liberacdo de acetilcolina e o desempenho em tarefa de aprendizagem e

memoria espacial. Outros dados de proteoma demonstraram que enzimas dependentes
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da tiamina ndo sdo exclusivamente afetadas como era de se esperar. Outras proteinas
distintas no talamo se mostraram desreguladas, como as envolvidas em respostas aos

processos inflamatdrios (NUNES; GOMEZ-MENDOZA,; et al., 2018).

Modelos experimentais para estudo do processo de aprendizado e da memoria

espacial

A psicologia experimental tem utilizado inimeros modelos de labirintos ou
aparatos para estudar tanto o processo de aprendizado como a meméria. Dentre estes
podemos exemplificar o Labirinto em Cruz Elevado ou labirintos radiais, em ‘Y’ ou ‘T,
com avaliacdo de desempenho cognitivo através da tarefa de alternacdo espontanea
simples, para avaliacdo de aprendizagem, memdria e atengdo que envolve alteragdes na
memoria espacial, estratégia, medo e atencdo dos animais, esquiva passiva e ativa, entre
outros (OLTON; SAMUELSON, 1976); Labirinto de Barnes - LB (BARNES, 1979)
utilizado para medir capacidade de navegacdo espacial em resposta a estimulos
aversivos do meio ambiente; e o Labirinto Aquético de Morris - LAM (MORRIS,

1981), utilizado em nosso estudo e detalhado abaixo.

O LAM, muito utilizado na psicologia experimental para avaliacdo de
comportamento cognitivo, através de mecanismos de memdria, aprendizado e
percepcOes de navegacgédo espacial em roedores, foi o teste escolhido em nossas analises
cognitivas (D’HOOGE; DE DEYN, 2001; MORRIS, 1981; VORHEES; WILLIAMS,
2006a). Dispositivo descrito e utilizado desde a década de 80, é composto de uma
piscina circular contendo agua a uma altura de mais ou menos 30 cm de profundidade

com uma plataforma, dependendo do teste, sendo submersa aproximadamente 1 cm, ndo
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visivel pelos animais. O LAM ¢ aparentemente simples, mas empregado para uma
variedade de processos mnemonicos para avaliar aprendizado, memoria operacional,

memoria espacial de referéncia e extincao.

Através dos testes realizados no LAM é possivel avaliar fungdes cognitivas em
roedores em curto periodo de tempo, sem a necessidade de pré-treinamentos. Ainda é
possivel eliminar pistas olfativas que podem alterar os resultados e com o auxilio de um
circuito interno de video avaliar pardmetros como velocidade, comportamentos nédo
mnemaonicos, estratégias motoras ou déficits motivacionais. Com a plataforma visivel,
acima da superficie d’agua, é possivel avaliar déficits visuais brutos ou quando abaixo
da superficie avaliar questdes envolvendo aprendizado, memdria, reaprendizagem e
extincdo de comportamentos. A &gua, sendo um ambiente aversivo para o animal,
representa o estimulo no teste, evitando procedimentos mais aversivos e invasivos
(privacdo de alimentacdo, exposicdo a choque elétrico etc). Finalmente, 0 LAM é um
teste facil, barato, passivel de alteragdes nos procedimentos e pistas expostas
(D’HOOGE; DE DEYN, 2001; TERRY, 2009; VORHEES; WILLIAMS, 2006a).
Através de testes especificos no labirinto aquatico de Morris é possivel averiguar
déficits em regides especificas do SNC (hipocampo, estriado, cerebelo e algumas

regides do neocortex).

Os testes no labirinto aquéatico de Morris podem ser executados com algumas
modificacfes. S&o possiveis avaliagdes de aprendizagem, tarefas mais basicas
executadas no LAM. Neste tipo de procedimento o animal deve aprender através de
pistas espaciais colocadas na sala de teste em relacdo a posicdo de uma plataforma que
se encontra submersas. Como citado, o numero de tentativas diarias e dias de

treinamento podem variar e consequentemente alteram os resultados quando analisamos
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aprendizagem e consolidacdo de memdria espacial de referéncia (TERRY, 2009;

VORHEES; WILLIAMS, 20063).

Outro procedimento executado no LAM muito semelhante ao anterior é o teste
de reversdo espacial (aprendizado reverso). Neste a plataforma é recolocada em outro
quadrante, reiniciando as tentativas de aprendizagem, conforme j4 mencionado. Este
tipo de teste avalia se os animais podem ou ndo extinguir o aprendizado inicial da
posicdo da plataforma e adquirir um novo posicionamento espacial do objeto.
Normalmente o0s animais ndo abandonam completamente suas estratégias de
aprendizado inicial, nadando para a posi¢do da plataforma no primeiro teste e apenas
depois retomando a busca da nova posi¢do. Sugerem que esse tipo de procedimento
envolve duas etapas, nas quais uma € a inibicdo da estratégia inicial e a outra seria a
aquisicdo da nova estratégia (VORHEES; WILLIAMS, 2006a). Em ambos os
procedimentos, ao final do aprendizado um teste é feito para avaliar a memoria e
extincdo de comportamento do animal, podendo ser feita logo em seguida a uUltima

tentativa do dia ou ap6s 24 horas (TERRY, 2009; VORHEES; WILLIAMS, 2006a).

Por fim, outro procedimento também passivel de ser utilizado no LAM seria 0
teste para memoria espacial operacional. Ao contrario dos demais procedimentos a
plataforma é relocalizada a cada sessdo. Neste, 0s animais sao submetidos a sessdes
compostas de 2 ou mais tentativas. A primeira tentativa representa o aprendizado da
nova localizacdo da plataforma, seguida de uma nova tentativa, com intervalo curto
entre cada uma. Caso o animal tenha retido a posi¢do da plataforma neste momento
encontrara a localizacdo com facilidade e percorrera um caminho mais curto até a
mesma. Como a posicao da plataforma é mudada a cada sessdo por dia, ndo acontece o
aprendizado e utilizagdo da informagdo em sessdes distintas (D’HOOGE; DE DEYN,

2001; TERRY, 2009; VORHEES; WILLIAMS, 2006a).
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Por meio do LAM, experimentos feitos ap0s criacdo e tratamento diferenciados
dos animais tém mostrado resultados interessantes. Ratos adultos jovens, criados
isolados apds desmame, ao contrario do que se imaginava, apresentam melhor
desempenho nas tarefas em compara¢do com animais criados em grupo, mesmo em

testes de reversao do aprendizado (WONGWITDECHA; MARSDEN, 1996).

Outros testes mostram que lesGes em regides do cortex pré-frontal, apesar de ndo
alterarem o desempenho nas tarefas de memdria de referéncia no LAM, podem alterar a
aquisicdo da tarefa. Tais animais conseguem aprender a tarefa, mas durante o teste néo
conseguem extinguir. Acredita-se que lesdes do tipo no CPF estdo relacionadas com
questdes de tomadas de decisbes importantes na extingdo de comportamentos

(FUNAHASHI, 2017; VILLAS-BOAS, 2014).

Tambeém ja foi mostrado deficiéncia no desempenho da memdria operacional em
tarefas cognitivas realizadas no LAM, em animais cuja densidade de células em regides
do hipocampo se mostrou também alterada. Foi observada uma diminuicdo do numero
de células no giro denteado, afetando algumas caracteristicas poOs-sinapticas que
poderiam ser responsaveis pelo processamento espacial e assim refletirem no
desempenho comportamental (BARNES, 1979; SAMSON; BARNES, 2013; VILAR;
NILS, 2015). Dados que reforcam a questdo do déficit cognitivo observado em testes
realizados no labirinto aquatico de Morris, relacionado a neurogénese, foram
observados por TEIXEIRA, 2013 que constatou que apds exercicio fisico dos animais
foi observado um aumento na taxa de crescimento celular, acompanhado de melhora em

tarefas de memoria espacial.
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Deficiéncia em tiamina associado ou nao ao etanol

A Deficiéncia de Tiamina (DT) é produzida pela diminui¢cdo na absor¢do ou na
ingestdo de tiamina, e pode levar & morte neuronal em areas vulneraveis do cérebro,
gerando um espectro de doencas neurologicas (SECHI ,SERRA, 2007). Pode-se
manifestar na desnutri¢cdo associada ao alcoolismo crénico e em uma série de espectros
clinicos (SECHI ,SERRA, 2007; HARPER, 2009a). Até 80% dos alcoolatras crénicos
sofrem de DT devido & ingesta inadequada de nutrientes, reducdo da absorcdo de
tiamina no intestino devido aos efeitos do etanol neste processo, e deficiéncia na
utilizacdo da vitamina absorvida, devido aos efeitos inibitorios do etanol sobre cinases
responsaveis pela producdo das formas fosforiladas (Hoyumpa, 1980; Tallaksen,
Bohmer, & Bell, 1992). A DT envolve prejuizos no metabolismo oxidativo, podendo
causar perda neuronal (GANGOLF et al., 2010), colapso mitocondrial e apoptose
celular (SINGLETON.; MARTIN, 2001). Em seres humanos, a DT pode resultar em
doencas nas quais os individuos apresentam déficits cognitivos, ataxia e distarbios
oculomotores, como por exemplo, na Sindrome de Wernicke-Korsakoff (Navarro et al.,
2005; Pires et al., 2005). Nesses pacientes, sdo observadas leses cerebrais que afetam,
predominantemente, o tdlamo, corpos mamilares, regido periaquedural, assoalho do
quarto ventriculo, hipotdlamo, vermis cerebelar, hipocampo, ponte, cortex pré-frontal
(CPF) e cerebelo (SULLIVAN; PFEFFERBAUM, 2009; TORVIK, 1987).

Os pacientes com WKS apresentam déficits cognitivos e danos em diferentes
regides cerebrais. Dependendo da duracdo do episddio de DT, podem ocorrer lesdes
corticais e diencefalicas graves (DI MARCO et al., 2018; LANGLAIS; SAVAGE,
1995; MCCORMICK et al., 2011; SAVAGE, LISA M. et al., 1997; SECHI; SERRA,
2007; ZUBARAN, CARLOS et al.,, 1995). Essas lesdes, que ocorrem em niveis

funcionais e estruturais, podem ser responsaveis pelos déficits de aprendizado e
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memoria, que se manifestam de forma mais ou menos intensa no alcoolismo cronico.
Quase 10% dos alcoodlatras crénicos sofrem de disfungfes cognitivas moderadas a
graves, variando de amnésia a deméncia. A natureza da amnésia, retrograda e/ou
anterograda, ainda é obscura. Estes pacientes também tendem a perseverar quando
confrontados com mudangas nas exigéncias da tarefa (MCCORMICK et al., 2011).
Modelos animais tém sido usados para estudar tanto as disfun¢bes comportamentais
quanto neurais que ocorrem na WKS (SAVAGE, LISA M.; HALL; RESENDE, 2012).
A contribuigdo relativa da neurotoxicidade do etanol e da DT para o desenvolvimento
de alteracbes comportamentais e danos cerebrais ainda ndo foi esclarecida,
principalmente em relagéo aos efeitos sobre componentes envolvidos na morte celular.
Sabe-se que a DT, associada ou ndo ao consumo de etanol, pode resultar em
consequéncias importantes, principalmente para o SNC. Por exemplo, existem
evidencias de que a DT induz estresse oxidativo e estresse do reticulo endoplasmaético
(ER) no cérebro, o que resulta em neurodegeneragdo. O estresse oxidativo e o0 estresse
do RE podem mutualmente se regularem, ativando o processo de autofagia (mecanismo
descrito acima). A autofagia é ativada em resposta a neurotoxicidade induzida por
insultos, tais como DT, funcionando como um mecanismo compensatorio para aliviar o
estresse oxidativo e o estresse do RE e oferecendo, assim, um tipo de protecéo contra a
neurodegeneragdo (LIU; KE; LUO, 2017). No cérebro, a DT causa uma cascata de
eventos, incluindo um comprometimento do metabolismo oxidativo, neuroinflamacao e

consequente neurodegeneracao.
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Metabolismo da tiamina

A tiamina possui caracteristica de solubilidade em agua, e em humanos existe
em quatro formas: tiamina ndo fosforilada, tiamina monofosfato (TMP), tiamina
difosfato (TDP ou TPP) e tiamina trifosfato (TTP) (BETTENDORFF, LUCIEN; WINS,
2009; LONSDALE, 2006). A tiamina desempenha um papel essencial para a vida e
salde dos seres humanos, uma vez que os derivados da tiamina e as enzimas
dependentes desta vitamina desempenham um papel fundamental no metabolismo
celular (BETTENDORFF, LUCIEN; WINS, 2009; CROSBY; STONE; LIENHARD,
1970; HOLZER et al., 1962; KRAMPITZ; SUZUKI; GREULL, 1962; NAKADA,

SUND, 1958).

A tiamina possui papel como coenzima em reagOes do metabolismo, como nas
reacdes catalisadas pelos complexos enzimaticos piruvato desidrogenase e o-
cetoglutarato desidrogenase. Na sua forma fosforilada, tiamina difosfato (TPP ou TDP),
atua como coenzima ligada aos complexos, com funcdo de auxiliar o processo de
descarboxilacdo dos substratos catalisados (KOIKE; KOIKE, 1976; YEAMAN, 1989).
Ainda possui papel nas reacOes catalisadas pelas transcetolases, na via do ciclo das
pentoses fosfato (BRESLOW, 1958; LINDQVIST; SCHNEIDER, 1993). Sendo assim,
dependendo do grau da deficiéncia, essa pode levar a um aumento da concentracdo de
lactato, resultando em queda do pH celular; diminui¢do do aporte energético da célula
pela falta de acetil-CoA e agentes redutores, como as coenzimas nicotinamida adenina
de nucleotideo (NADH) e flavina adenina de nucleotideo (FADH;). (JANKOWSKA-
KULAWY et al., 2010; PANNUNZIO et al., 2000; SECHI; SERRA, 2007). Portanto,
modificacbes nos niveis de tiamina e suas formas fosforiladas s&o importantes na
sobrevida da célula, visto que reacdes que produzem energia a partir de substrato

energético, como os carboidratos e lipidios, sdo comprometidas. No entanto, dados
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neuropatoldgicos mostram que, tanto em humanos quanto em modelos experimentais
(roedores), a intensidade dos danos induzidos pela deficiéncia de tiamina no encefalo
depende da regido (BUTTERWORTH, 2003; JHALA; HAZELL, 2011; KRIL,

JILLIAN J.; HARPER, 2012; YAHIA et al., 2015; ZAHR et al., 2014).

Tendo em vista 0 metabolismo desta vitamina, sabe-se que a tiamina atravessa a
barreira hematoencefalica por meio de moléculas transportadoras bidirecionais (SLCs -
solute carriers), presentes em mamiferos, sendo mais especificamente em roedores a
Tiamina transportadora-1 (Slc19a2)(CAMPOS-BEDOLLA; WALTER; VESZELKA,
2014; DAHLIN et al.,, 2009; LOCKMAN; MUMPER; ALLEN, 2003). Dentro da
célula, p. ex. neurbnio, a tiamina sofre acdo da enzima tiamina pirofosfocinase, sendo
acrescida do grupo pirofosfato, pelo gasto de um ATP, resultando na tiamina difosfato
(TDP) ou tiamina pirofosfato que possui papel de coenzima no metabolismo energético,
ja citado acima. No entanto o metabolismo da tiamina envolve outras enzimas e outras
formas fosforiladas (BETTENDORFF, LUCIEN; WINS, 2009; BUTTERWORTH,
2003). A propria TDP pode sofrer nova fosforilacdo e transformar em tiamina trifosfato
(TTP) por meio da enzima TDP fosfotransferase ou simplesmente conhecida como
TDPcinase, por meio da reacdo TDP + ATP - TTP + ADP (BETTENDORFF,
LUCIEN; WINS, 2009). Num mecanismo muito semelhante a sintese do ATP, por meio
do acoplamento com a cadeia respiratoria realizado na membrana da mitocondria,
GANGOLF et al., 2010 observaram o processo de fosforilacdo da forma TDP e
consequente sintese da tiamina trifosfato. Outra maneira, mesmo que néo tao clara, se
da pela enzima adenilato cinase 1 (EC 2.7.4.3) também conhecida como ADK ou
miocinase que auxilia a transferéncia de fosfato entre nucleotideos, de acordo com a
reagcdo TDP + ADP - TTP + AMP, sintetizando o TTP (GIGLIOBIANCO et al., 2008;

MAKARCHIKOV et al., 2002; MIYOSHI et al., 1990).
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J& a degradacdo ou desfosforilagdo da forma fosforilada TTP pode acontecer
tanto pela enzima soluvel de aproximadamente 25 kDa, Tiamina trifosfatase - TTPase
(EC 3.6.1.28), localizada no citosol, ou pela enzima fixa a membrana mitocondrial
(CHANAS et al., 2004; GIGLIOBIANCO et al., 2013; HASHITANI; COOPER, 1972).
A enzima, TTPase soluvel, primeiramente purificada em cérebro bovino, possui
atividade 6tima em pH alcalino (aproximadamente pH=9,0) e é modulada por céations
bivalentes, sendo mais ativada por fons Mg** e inibida por fons Ca’* (BETTENDORFF,
LUCIEN; WINS, 2009; HASHITANI;, COOPER, 1972; MAKARCHIKOV;
CHERNIKEVICH, 1992). Por outro lado a enzima fixa a membrana possui algumas
caracteristicas diferentes em comparacéo com a isoforma solGvel, como atividade 6tima
em pH neutro, podendo ser ativada tanto por ions calcio como magnésio, dentre outros,
como manganés, possuindo efeito inibitorio principalmente pelos ions nitrato (NO3)
(BETTENDORFF, LUCIEN; WINS; SCHOFFENIELS, 1988; MATSUDA et al.,

1991).

A relacdo entre a sintese e degradacdo da forma TTP resulta em uma
concentracdo muito pequena dessa forma fosforilada na célula. Isto levanta algumas
questdes, na discussao do real papel da tiamina e de suas formas fosforiladas, como a
possibilidade de fungbes neurofisioldgicas, distintas da atividade como coenzima
(COOPER; PINCUS, 1979; HOUZEN; KANNO, 1998). Em especial, observamos o
efeito ativador, da forma TTP, sobre canais de cloreto em células de neuroblastoma
(BETTENDORF; KOLB; SCHOFFENIELS, 1993; BETTENDORFF, L. et al., 1993;

BETTENDORFF, L et al., 1993; BETTENDORFF, LUCIEN, 1994).

Em outra parte da via, também podemos observar que a forma fosforilada, TDP,
pode sofrer degradacdo pela tiamina difosfatase gerando a forma fosforilada TMP

(Tiamina monofosfato). Esta pode atravessar a membrana do neurdnio, sendo capturada
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pelos astrdcitos circunvizinhos a esta regido. Dentro do astrécito é desfosforilada pela

tiamina monofosfatase, retornando a forma original tiamina. Caso seja necessario a

tiamina pode ser

eliminada pelo astrocito,

(BUTTERWORTH, 2003) (Figura 7).

Tiamina

ATF

-

AMP

ATTP

ToP

Ligada o

sendo capturada pelo neurdnio

Astrécito

Terminal Nervoso

Figura 7: Esquema indicando as interconversfes enzimaticas da tiamina e seus
derivados em células de mamiferos, de acordo com os autores BETTENDORFF,
LUCIEN; WINS, (2009) e BUTTERWORTH, (2003)

(A) Principais vias metabodlicas de interconversdes da tiamina e suas formas fosforiladas.
TMP (Tiamina monofosfato); TDP (Tiamina difosfato ou pirofosfato); TTP (Tiamina
trifosfato); ATTP (Adenosina tiamina trifosfato). Os nimeros correspondem as enzimas:
1 — Tiamina pirofosfocinase; 2 — Tiamina difosfatase; 3 — Tiamina monofosfatase; 4 —
Tiamina trifosfato sintase; 5 — Tiamina trifosfatase associada a membrana ou isoforma
solavel; 6 — Tiamina difosfato-adenili- transferase; 7 — Adenosina tiamina trifosfato
hidrolase. (B) Tréafico de tiamina e formas fosforiladas entre um terminal nervoso e um

astrocito.

Modelos experimentais de deficiéncia de tiamina e consumo cronico de etanol

Sabemos que a utilidade de um determinado modelo é melhor compreendida no

contexto da pergunta que esta sendo feita. No presente estudo, propusemos avaliar 0s
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efeitos da DT, associada ou ndo ao consumo de etanol, sobre componentes moleculares
que possuem um papel direto no mecanismo de morte celular; e os efeitos da DT em
aspectos especificos de processos cognitivos espaciais. A morte neuronal é a principal
caracteristica patolégica da neurodegeneracdo, como nas doencas de Alzheimer (AD),
Parkinson (DP), Huntington (DH) e Sindrome de Wernicke-Korsakoff (SWK). Os
processos neurodegenerativos possuem etiologia diversa, mas apresentam elementos
comuns, reconhecidos como importantes nas etapas finais (p.e., estresse oxidativo,
disfungdo mitocondrial, excitotoxicidade e agregacdo proteica desordenada) e

convergentes na cascata que culmina com a morte neuronal, (LIU; KE; LUO, 2017).

O modelo de deficiéncia experimental de tiamina (DT) associado ou ndo ao
consumo de etanol tem sido reconhecido como um instrumento importante para se
estudar as bases moleculares da morte neuronal e suas consequéncias para o sistema
nervoso central, como atividades de circuitos neuroquimicos e aspectos especificos de
disfungdes cognitivas, afim de uma possivel forma de reversdo e protecdo. Assim é
possivel avaliar déficits nos processos de aprendizagem e memoria espacial, visto que
resultam em disfuncdes cognitivas associadas a perdas de conexdes sindpticas gerados
por processos de morte celular (RESENDE, 2012; BUENO et al., 2015). Um fato
interessante € que a deficiéncia sistémica de tiamina induz morte neuronal de forma
dependente da regido cerebral (KE; GIBSON, 2004). Esta observacdo indica que a
susceptibilidade de diferentes areas cerebrais a esse tipo de insulto é diferente. As
regibes do tadlamo, corpos mamilares e cerebelo sdo mais acometidos pela morte
neuronal (BAKER et al., 1999; KE; GIBSON, 2004; MULHOLLAND, 2006; YAHIA
et al., 2015). Por outro lado, outras regides como hipocampo e neocoOrtex sdo
acometidas apenas no nivel de disfun¢des bioquimicas, ndo associadas a lesbes

morfolégicas (HAZELL, 2009; HIRSCH; PARROTT, 2012; JHALA; HAZELL, 2011).
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O uso abusivo de alcool também pode causar danos profundos no cérebro em
desenvolvimento e maduro, uma vez que existe uma vulnerabilidade dos neurdnios aos
efeitos do alcool (AKBAR et al., 2018; GIRARD et al., 2011; HARPER, 2009b; JANG
et al., 2002; KRIL, J J et al.,, 2006; OSCAR-BERMAN; MARINKOVIC, 2014;
PASCAL; CEDEX, 1997; WARD; WITTE, 2009). J& foi observada reducdo
significativa de sinapses em ratos tratados com etanol e a recuperacdo apds 20 semanas
sem &lcool. ANDERSEN, 2004 também mostrou reducdo de 21% na densidade de
células de Purkinje e de células granulares em alcodlatras, em comparagdo aos
individuos controle. Existem também dados de perda neuronal em regides especificas
(cortex cerebral, hipotdlamo e cerebelo) em alcodlatras (HARPER; MATSUMOTO,
1997; JOHNSEN-SORIANO et al.,, 2003; PENTNEY et al.,, 2002). No modelo
experimental, ratos que consumiram etanol apresentaram uma possivel protecdo atraves
de vias de ativacdo do fator NFkB. E interessante observar que possiveis danos
cerebrais causados pela producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
animais sob exposicdo crbnica ao etanol podem levar a distarbios patolégicos

(BONTHIUS et al., 2008).

Ao longo dos ultimos anos, a equipe do Laboratério de Neurociéncias
Comportamental e Molecular — (LANEC) da UFMG tem utilizado como modelo de
neurodegeneragao roedores deficientes em tiamina, sendo essa deficiéncia associada ou
ndo ao consumo de etanol, para avaliar as relagdes entre processos neurobioldgicos e
aspectos cognitivos. Existem estudos, do nosso grupo (NUNES; GOMEZ-MENDOZA;
et al., 2018; NUNES; VEDDER; et al.,, 2018a; SENA, 2019) e de outros autores
(BOBAL; SAVAGE, 2015; SAVAGE, L. M., 2003; SAVAGE, LISA M.; HALL,;

RESENDE, 2012; SAVAGE, LISA M; HALL; VETRENO, 2011), que identificam
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varias alteracGes moleculares em diferentes regides cerebrais dos sujeitos submetidos a

DT.

Até o presente momento, as bases neurobioldgicas e a sequéncia de eventos
moleculares associadas aos déficits neurofisioldgicos e comportamentais induzidos pela
DT associados ao consumo de etanol continuam pouco compreendidos. Sabe-se que 0S
efeitos da DT podem levar a disfuncbes que geram alteracbes nas concentragdes
intracelulares de célcio, e essas alteracdes podem estar relacionadas & morte celular que
constitui o processo de neurodegeneracdo induzido pela deficiéncia desta vitamina.
(JHALA; HAZELL, 2011; OSIEZAGHA et al., 2013; SOLA, Setal., 2001; ZIPFEL et

al., 2000).

Nosso grupo também observou efeito da DT em canais aniénicos dependentes de
voltagem (VDAC=voltage-dependent anion channel) encontrados na membrana da
mitocondria possivelmente envolvidos no transporte de citocromo C, componente de
uma das vias de apoptose, através da membrana mitocondrial (ANDREYEV; FISKUM,
1999; BATHORI. et al., 2006; BUENO, K.O. et al., 2015; RAPIZZI et al., 2002), ou
ainda efeito sobre as propriedades eletrofisiologicas das correntes de K™ em neuronios
granulares do cerebelo, que diminuiram a densidade de corrente medida nos animais

tratados com deplecdo de tiamina (OLIVEIRA et al., 2007).

Outros estudos, realizados pelo nosso grupo (PEREIRA et al., 1998; PIRES et
al., 2005) e por outros autores (BOBAL; SAVAGE, 2015; PEPEU; GRAZIA
GIOVANNINI, 2017), também mostraram a relacdo entre os efeitos da DT sobre
parametros colinergicos e aspectos comportamentais, de forma dependente da regido
cerebral. Pacientes portadores de doencas neurodegenerativas apresentam, nas fases

iniciais do processo, déficits cognitivos espaciais e tambeém perdas de funcgdes
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colinérgicas (HAMPEL et al., 2011; LANGLAIS; ZHANG; SAVAGE, 1996; THIES;
BLEILER, 2011). O entendimento dos mecanismos moleculares relacionados a esses
fendmenos comportamentais e neurobioldgicos pode contribuir de forma importante
para a compreensdo da evolucdo do processo neurodegenerativo, através da deteccao de
novos potenciais alvos moleculares envolvidos com a viabilidade neuronal dependente

da tiamina e suas formas fosforiladas.

Esses dados levaram-nos a um questionamento: considerando que um estado
de deficiéncia de tiamina (DT), tanto em humanos como em roedores, de forma
sisttmica atinge todas as regides do SNC, que sdo aerdbicas, por que a
susceptibilidade aos efeitos da deficiéncia é diferente entre as regifes? Umas das
hipoteses levantadas, baseada em dados obtidos pelo nosso grupo (OLIVEIRA et al.,
2007) e por outros autores (BETTENDORFF et al., 1993) é que a tiamina e/ou seus
derivados fosforilados tem efeitos especificos em células excitaveis (dos sistemas
muscular e nervoso), como p.ex. modulacdo de canais iénicos (BETTENDORFF, L. et
al., 1993; BETTENDORFF, LUCIEN, 1994; BETTENDORFF, LUCIEN; WINS, 2009;
COOPER; PINCUS, 1979; HIRSCH; PARROTT, 2012; HOUZEN; KANNO, 1998).
Sendo assim, levantamos a hipotese geral de que a tiamina e suas formas fosforiladas
ndo se restringem apenas a funcdo de coenzimas importantes no metabolismo energético
(JHALA; HAZELL, 2011), mas também desempenham papel em funcbes
relacionadas a manutencéo da viabilidade celular, que séo dependentes do tipo de
regido cerebral. Assim, os efeitos da deficiéncia dessa vitamina poderiam levar a
alteracbes em componentes moleculares que modulam os niveis intracelulares de calcio
e/ou atividades de caspases, e esses efeitos seriam diferentes dependendo da regido
cerebral. E como consequéncia essas alteragdes poderiam gerar efeitos como os déficits

cognitivos frequentemente observados no caso de deficiéncia cronica de tiamina.
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Dados que podem sustentar essa diferenca de viabilidade celular se relacionam
ao processo de excitotoxicidade. Este € um processo patoldgico pelo qual o estimulo
excessivo de neurotransmissores como o glutamato provoca danos ou morte celulares.
Tal processo se da pela acdo em receptores para o0 neurotransmissor glutamato, tais
como o receptor NMDA, AMPA e cainatos. Como citado anteriormente, a ativagio
destes receptores pode elevar os niveis de calcio intracelular. Sabe-se que na DT os
niveis de glutamato se mostram alterados, aumentado no meio extracelular pela
deficiéncia na captacdo, sugerindo um maior estimulo tanto para os receptores AMPA
como NMDA (HAZELL, 2009; HAZELL et al., 2001). Além disso a DT afeta a
expressdao da subunidade GIuR2, que juntamente com outras subunidades (GIuR1,
GluR3 e GIluR4) fazem parte da estrutura tetrdmica dos receptores AMPA
(DINGLEDINE et al., 1999). A subunidade GIuR2 possui diferentemente das demais
um sitio de edicdo (Q/R) que pela acdo da enzima de edicdo do RNA (ADAR2 -
Adenosine deaminases acting on RNA) substitui uma adenosina por uma inosina e
consequentemente na transducdo a substituicdo da glutamina pela arginina. Como
resultado da acdo desta enzima de edi¢do ha o impedimento da passagem de calcio pelo
receptor AMPA. Segundo dados observados por LEE et al., 2010, a DT baixa a
expressdo desta enzima de edigdo, facilitando o influxo de ion célcio pelo receptor

AMPA.

Além disso, em modelos de deficiéncia experimental de tiamina (DT) em ratos,
tem se observado em neurdnios granulares cerebelares aumento dos niveis proteicos do
componente CaV1.2, um VGCC (Voltage-gated calcium channel) do tipo L, e aumento
de densidade de corrente (MOREIRA-LOBO et al., 2016). Esse tipo de canal regula as

concentragfes do calcio intracelular, como p. ex. através do influxo desse ion em
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decorréncia de uma alteragdo do potencial de membrana (BERGER; BARTSCH, 2014;

CSERNE SZAPPANOS; VIOLA; HOOL, 2017).

O influxo deste ion (calcio) nas células ativa certas enzimas, incluindo
fosfolipases, endonucleases e proteases tais como calpaina. Estas enzimas passam a
danificar estruturas celulares tais como componentes do citoesqueleto, membrana e
DNA. Também ativam proteases que clivam a pro-caspase-9 em caspase-9,
desencadeando a cascata apoptdtica (MOMENI, 2011; WU et al., 2006). Esses canais
podem funcionar como uma fonte alternativa ao papel dos canais do tipo NMDA, que
também aumentam o fluxo de célcio através da membrana plasméatica (BANO et al.,

2007; FUJIKAWA, 2015), ja citados anteriormente.

Sabe-se o papel fundamental dos canais i6nicos, em especial 0s responsaveis
pela homeostase celular do ion célcio, em diferentes processos celulares e, portanto, na
viabilidade celular. Além disto, o influxo de célcio para o meio intracelular poderia
ativar e aumentar a expressdo de fatores transcricionais, como p. ex. a proteina CREB
(cAMP response element-binding protein). Esses fatores possuem papel pleiotrépico no
sistema nervoso central (PINTO, M C et al., 2015; TAO et al., 1998). A expressdo e a
ativacdo de canais de calcio voltagem-dependente do tipo L aumenta o influxo de célcio
para o citosol possibilitando a desfosforilagdo de um coativador e regulador de circuitos
neuronais CRTC1 (CREB-regulated transcription coactivator) pela acdo da
calcineurina, uma proteina fosfatase dependente de célcio e calmodulina. CRTC1
desfosforilada é translocada para o nicleo promovendo em conjunto com a CREB
fosforilada a expressdo de genes que transcrevem proteinas como o fator neurotroéfico,
BDNF (brain-derived neutrophic fator), (TAO et al., 1998). Corroborando essa relagéo
entre nivel de célcio e modulagdo da expressdo de BDNF, destacamos os achados de

YAN et al., 2016 que mostraram que um aumento do ion calcio no meio intracelular,
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através de estimulacdo elétrica, também aumenta a expressdo de BDNF. Esse efeito foi
dependente da ativacdo da proteina cinase dependente de calcio-calmodulina 1l
(CaMKIIA), que possui papel na fosforilagdo de CREB (YAN et al., 2016). Sabe-se que
na deficiéncia de tiamina associada ou ndo ao consumo de etanol o BDNF esta
relacionado a protegdo neuronal. Segundo VEDDER & SAVAGE, 2017, a aplicacéo
exogena de BDNF pode reverter os efeitos da DT sobre fungbes cognitivas, como por
exemplo os déficits nos processos de aprendizagem e memoria espacial. SENA, 2019
mostrou em camundongos treinados em teste comportamental adaptado de BARNES,
1979 aumento dos niveis de BDNF em direcdo aos niveis dos animais controle,
juntamente com melhora no desempenho durante o treino. Esses dados reforcam ainda
mais as evidencias de que o BDNF é importante para modular a plasticidade e

adaptacdo neural dentro do circuito hipocampo-diencéfalo (TSANOV et al., 2011).

Todos esses dados sustentam nossa hipOtese de que a DT poderia levar a
alteracdes em componentes moleculares que modulam as concentracdes intracelulares
de calcio, e consequentemente ao processo de morte neuronal, e esses efeitos seriam

diferentes dependendo da regido cerebral.
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3. HIPOTESES ESPECIFICAS

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Os niveis de tiamina e suas formas fosforiladas séo afetados de forma diferente
(i) ao longo da evolucéo de um processo induzido pela deficiéncia de tiamina,
ou seja, quando se compara as fases: durante e final de um episodio de DT e
apos periodo de recuperacao e (ii) dependente da regido do SNC (CPF, He T).
A deficiéncia de tiamina induz déficits cognitivos em aprendizado e memoria
espacial operacional e alterac6es em componentes envolvidos em processos de
morte celular (atividade de caspases e niveis de calcio);

Animais deficientes em tiamina e submetidos a uma experiéncia cognitiva
apresentam alteracdes na expressao de genes envolvidos no processo de morte
neuronal;

A deficiéncia de tiamina associada ou ndo ao consumo crénico de etanol altera

a expressao de genes envolvidos no processo de morte neuronal.
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4. OBJETIVOS

Geral

Estudar os impactos da DT e/ou do consumo de etanol sobre parametros
relacionados & morte neuronal, em estagios diferentes do processo, em trés regides

do cérebro de ratos e os efeitos da DT sobre aspectos cognitivos espaciais.

Especificos

No talamo, hipocampo e CPF de ratos adultos, submetidos a DT, avaliar:

4.1. O desempenho cognitivo em tarefas de navegacdo espacial, aprendizado e
memoria operacional e de referencia;

4.2. Niveis de Tiamina e seus intermediarios fosforilados (Tiamina Monofosfato —
TMP, Tiamina Difosfato — TDP ou TPP e Tiamina Trifosfato — TTP);

4.3. Niveis de célcio livre;

4.4. Atividades de caspases candnicas (3/7, 8 e 9);

4.5. Viabilidade celular pela marcacdo de fluor6foro calceina-AM e iodeto de
propidio (IP) e atividade de desidrogenases mitocondriais (MTT).
Alem disto, avaliar os efeitos da DT, associada ou ndo ao consumo de etanol,
sobre:

4.6. A expressao de genes codificadores de caspases (CASPs), receptores (AMPAL),
canal de célcio (CACNALC), intermediarios de processos fisioldgicos celulares

(AKT1, MAPKS8,NFkp) e fator neurotrofico (BDNF).
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram executados utilizando métodos comportamentais da
psicologia experimental e neurobioldgicos (histoldgico e bioquimico), conforme
detalhados abaixo. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob o nimero: 288/2016 e pelo Comité Institucional
de Cuidados e Uso de Animais da Universidade Estadual de Nova York (Universidade
de Binghamton), em Binghamton, e conduzidos de acordo com o Guia dos Institutos
Nacionais de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2011). A copia do certificado, CEUA/UFMG se encontra no

Anexo do presente exemplar.

Aclimatacdo dos animais e Etapas que antecederam o inicio dos experimentos

Durante o periodo de aclimatacdo, os animais (ratos machos, das linhagens
Wistar ou Sprague Dawley, dependendo do experimento) foram mantidos em gaiolas de
plasticos (polipropileno ou acrilico), com 2 a 3 ratos cada, dispostas sobre prateleiras
em uma estante de ago inoxidavel, mantidas em ciclo de claro e escuro, 12:12 h, e
temperatura média de 24 + 1°C. Durante esta etapa, de aproximadamente uma semana,
os animais foram tratados com agua e racdo comercial ad libitum. Como critério de
inclusdo dos animais nos experimentos, utilizamos os parametros de peso médio igual a
250 g e/ou 8 semanas de vida, considerados animais jovens, segundo MENEZES;

NEVES; FILHO, 2013.
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Durante a execugdo dos experimentos, os ratos Wistar foram mantidos em
gaiolas individuais e os ratos Sprague Dawley mantidos dois por gaiola, contendo
blocos de mastigacdo e materiais de nidificagdo. O tamanho da amostra, informado
abaixo, variou dependendo do tipo de experimento. Todos os animais foram
monitorados com frequéncia, principalmente nos ultimos dias do episddio de DT. Sendo
que, devido a diferencas no protocolo dos experimentos, os animais foram examinados
(manipulacdo) em intervalos de uma hora ou de quatro horas. O peso dos animais dos
experimentos (I, 1l e IV) foi registrado diariamente durante o episodio DT e em
intervalos de 2-3 dias nos demais periodos. Os dados foram expressos em média +/-
SEM. A variacdo de peso dos animais dos experimentos I, V e VI ndo estdo sendo

apresentados.

Modelos e Desenho Experimentais

O presente estudo foi constituido de 6 experimentos independentes
(denominados Exps. de I a VI). Nos experimentos I, 1l e Il utilizamos ratos Wistar,
enquanto nos experimentos IV, V e VI foram utilizados ratos da linhagem Sprague
Dawley. Os experimentos foram organizados em dois protocolos: A- com uma variavel
independente = um episodio de DT e B- duas varidveis independentes = um episédio de
DT associado com consumo cronico de etanol (Tabela 1). Amostras biologicas do
cortex pre-frontal (CPF), hipocampo e tdlamo foram coletada, de acordo com cada
experimento, nos tempos: T1 = ~ 10 dias de tratamento; T2 = Ultimo dia de tratamento;
T3 = 1 dia de recuperacdo, T4 = 3 semanas de recuperacdo, T5 = 4 semanas de
recuperacdo e T6 = 4 semanas de recuperacdo e LAM. Vale ressaltar que os tempos dos

experimentos com consumo de etanol seguiram numeros de dias diferentes, mesmo
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sendo adotado o critério acima citado. Neste caso foram marcados com um apostolo (°)
ap6s a numeracdo do tempo. Detalhes de dias de tratamento vide delineamento

experimentais.
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Tabela I: Resumo geral dos protocolos experimentais dos tratamentos com DT
associada ou ndo ao consumo de etanol

Grupos experimentais, divididos de acordo com o tipo de dieta:

e C=Controle = Dieta deficiente em tiamina associada com injecdes de tiamina (i.p.) diérias (0,4 mg/kg)

e CP = Controle Pareado = Dieta deficiente em tiamina em quantidade pareada ao consumido pelo grupo DT no
dia anterior, associada com inje¢des de tiamina.

e DT = Dieta deficiente em tiamina associada com injecées de piritiamina (i.p.) diarias (0,25 mg/kg), reverséo do
episodio de DT correspondentes a 1h ou 4h ap6s o aparecimento dos sinais neuroldgicos.

e ET = Dieta comercial padréo controle associada ao consumo crénico de etanol

e ET-DT = Dieta igual a dos animais DT, associada ao consumo crénico de etanol.

e ET-T = Dieta igual a dos animais do grupo ET com suplementacdo de Tiamina;

Protocolo DT
T1 = 10° dias do episodio de DT

T2 = Ultimo dia do episédio de DT

T5 = ap6s 4 semanas de recuperagao
T6 = ap6s 4 semanas de recuperagdo + LAM

Protocolo DT associado ao consumo crénico de etanol

T1’ = 10 dias de tratamento;

T2’ = Ultimo dia de tratamento

T3’ =1 dia de recuperacdo

T4’ = 3 semanas de recuperagao

e Entre parénteses: tamanho da amostra. Os tempos indicados com linha () se referem ao tempo da coleta da
amostra nos experimentos do delineamento B.
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Experimentos Grupos Experimentais L. Varidveis Dependentes
Independentes Bioldgicas coleta Tabelas
C(n=8) 2 T, TMP, TDP e TTP Tabela IV
DT (n=8) [Cazl Figura 28
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CP (n=8) CE) [Ca,.] Figura 28
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Legenda: Delineamentos A: Exp |, II, lll e IV=modelo experimental DT
Delineamentos B: Exp V e VI=modelo experimental DT associado ao consumo
cronico de etanol




Deficiéncia de tiamina induzida por piritiamina

Nos protocolos experimentais (Exps. I, Il e I11) com uma variavel independente
(DT), ratos Wistar machos, provenientes do biotério central da UFMG, foram divididos,
aleatoriamente, de acordo com as condic¢des de tratamento. Durante o episodio de DT,
todos os animais receberam racdo deficiente em tiamina, sendo que 0s animais dos
grupos controles (C e CP) receberam injecdes intraperitoneais (i.p) de tiamina (0,4
mg/kg — Sigma-Aldrich), enquanto os animais do grupo DT receberam injecGes i.p.
diarias de piritiamina (0,25 mg/kg — Sigma-Aldrich). Os animais dos experimentos I, 11
e I, realizados no Brasil, receberam racdo sem tiamina preparada no Laboratério de
Neurociéncia Molecular e Comportamental — LANEC-UFMG, contendo os nutrientes
conforme apresentado no ANEXO - 13.2, tabelas I, 11 e I11, enquanto os animais dos
experimentos 1V, V e VI, realizados nos Estados Unidos, foram tratados com ragéo
comercial sem tiamina (Harlan Laboratories, Inc., Indianapolis, IN) ANEXO - 13.3. A
diferenca entre o grupo controle e controle pareado foi que o primeiro recebeu ragédo
deficiente em tiamina ad libitum, enquanto o segundo recebeu quantidade pareada ao
consumo dos animais do grupo DT (mesma quantidade consumida no dia anterior). A
Unica diferenca entre os animais controles (C, CP) e os animais DT é a presen¢a ou ndo

de tiamina.

As amostras bioldgicas foram coletadas em estagios clinicos diferentes: | —
Intermediario e Il — grave. Estagio | correspondendo ao 10° dia do episddio de DT e
estagio Il correspondendo a aproximadamente 14 dias de DT, ou seja, Gltimo dia do
episddio de deficiéncia. No estagio grave (14 dias de deficiéncia), o tratamento foi
interrompido apds 1h ou 4h apos o aparecimento dos sinais neurologicos da deficiéncia

(perda de reflexo de endireitamento e convulsdo), seguindo protocolos descritos por
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descritos por VEDDER et al. (2015). Os grupos DT de ratos no estagio grave foram

denominados: DT-1h e DT—4h.

Amostras de trés regies cerebrais (CPF, hipocampo e talamo) foram dissecadas
dos hemisférios direito ou esquerdo, selecionados de forma aleatdria. Algumas amostras
foram submetidas imediatamente a teste com sondas fluorescentes, outras foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer a -71°C, até o
momento das andlises bioquimicas (Dosagens dos niveis de célcio e tiamina e suas
formas fosforiladas, atividade catalitica das caspases 3, 8 e 9 e testes de viabilidade
celular: MTT e lodeto de Propidio (IP). As descrigdes dos métodos referentes a esses
ensaios bioquimicos se encontram abaixo. No caso das dosagens de tiamina e seus
derivados, as analises bioquimicas, detalhadas abaixo, foram realizadas no prazo de no

méaximo 20 dias e 0s ensaios das demais variaveis foram executados em até 6 meses.

Dependendo do desenho experimental (Figura 8), os animais dos grupos
submetidos a DT (Experimentos I, Il, 11l e 1V), alguns animais foram decapitados nos
tempos T1 e T2. Para os animais que continuaram sendo mantidos no experimento por
um periodo de recuperacdo, em condi¢cdes controle, antes de serem decapitados, o
episdédio de DT foi interrompido com injecdes de tiamina, conforme descrito a seguir.
Os animais receberam duas injecGes i.p. de tiamina (100 mg/kg — Sigma-Aldrich),
sendo a primeira aplicada apds 4 horas do aparecimento de sinais neuroldgicos da
deficiéncia (~ 14 dias) e a segunda 24 horas ap0s a primeira injegdo. Durante essas 24
horas, entre a 1* e 2° injecdo, os animais permaneceram separados (2-3 ratos/gaiola) e
tratados com racdo comercial umedecida, para facilitar a mastigacdo. Apds a segunda
injecdo, os animais foram mantidos em periodo de recupera¢do com ragdo comercial
seca e agua ad libitum, em gaiolas de polipropileno (22x30x40 cm3), com 2 a 3 ratos

cada. Dependendo do protocolo experimental, apds periodo de recuperagdo os animais
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foram submetidos ou ndo a avaliagdo comportamental antes de serem mortos por

decapitacéo.

No experimento IV, apo6s periodo de recupera¢do os animais dos grupos CP e
DT foram mantidos parte sem exposi¢cdo ao LAM, enquanto os demais animais foram

submetidos a avaliacdo comportamental no LAM.

Um dia apos o ultimo dia do teste comportamental todos os ratos foram mortos
por decapitacdo. Como mencionado anteriormente, os tecidos foram dissecados e
separados para analises histopatoldgicas e bioquimicas. As estruturas dissecadas dos
animais dos grupos do experimento IV foram divididas em hemisférios direito e
esquerdo, separadas em frascos (posteriormente usadas de forma aleatdria) e congeladas
em gelo seco e armazenadas em ultrafreezer a -71°C até o momento das analises de
gPCR (descrito abaixo). O processamento das amostras e 0s ensaios foram realizados no

prazo maximo de 30 dias.
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Experimentos | - IV
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Figura 8: Desenho Experimental dos Experimentos (I —1V) com DT

Esbogo geral das etapas comuns dos experimentos | - IV, indicando o cronograma dos
tratamentos e 0s grupos experimentais. Os animais foram divididos em, C (Controle), CP
(controle pareado) e DT. As amostras biolégicas foram coletadas nos tempos T1, T2, T5 e
T6.

Deficiéncia de tiamina induzida por piritiamina, associada ao consumo cronico de
etanol

Nos protocolos experimentais (Exps. V e VI) (Figura 9) com duas variaveis
independentes (DT e/ou consumo crénico de etanol), ratos Sprague Dawley machos
(Envigo, Frederick, MD) foram divididos, aleatoriamente, de acordo com as seguintes
condi¢Bes de tratamento: controle pareado (CP), consumo cronico de etanol (ET),
consumo crénico de etanol associado a DT (ET-DT), consumo crdnico de etanol com
suplementacédo de tiamina (ET-T), racdo deficiente em tiamina associada a injecoes i.p.

de piritiamina (DT). Os animais dos grupos ET, ET-T e ET-DT receberam etanol como
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unica fonte de liquido, sendo que inicialmente a administracdo de etanol foi gradativa,
aumentando-se progressivamente a concentracdo do etanol em agua potével, de 5 em 5
dias, de 6% para 9%, 12% e, finalmente 20 %, o qual foi mantido por 30 dias
(Experimento V) e 6 meses (Experimento V1), seguindo protocolo descrito por outros
autores (ALOE; TIRASSA, 1992; CADETE-LEITE et al., 2003; CICCIA; LANGLAIS,
2000). Durante o tratamento com etanol, com exce¢do do periodo relativo a DT, os ratos
tiveram livre acesso a racdo comercial padrdo (Purina - LabDiet, St. Louis, MO). Os
ratos do grupo controle tiveram acesso livre a agua e racdo padrdo durante periodo
correspondente, enquanto os animais do grupo ET receberam etanol.

As amostras utilizadas para os experimentos V e VI foram proveniente de
estudos anteriormente realizados no laborat6rio coordenado pela professora Savage e,
portanto, o desenvolvimento do modelo de consumo cronico de etanol foi de
responsabilidade de outros pesquisadores. As amostras das trés regides cerebrais (CPF,
H e T) coletadas em diferentes tempos nos foram cedidas na condigdo congelada -80°C.
Os processamentos das amostras foram por nds executados de acordo com o protocolo

descrito abaixo.

Os ratos do grupo controle pareado (CP) tiveram acesso a uma gquantidade
equivalente de racdo consumida pelos animais do grupo deficiente em tiamina (DT),
associado a injecdes diarias de tiamina (0,4 mg/kg — Sigma-Aldrich), durante todo o
periodo correspondente ao episodio de DT. Os animais dos grupos ET-DT e o grupo DT
receberam injecdes intraperitoneais (i.p.) diérias de piritiamina (0,25 mg/kg — Sigma-
Aldrich), associadas ao tratamento com racdo deficiente em tiamina.

As diferengas entre os Experimentos V e VI foram a duracdo dos periodos do
tratamento com etanol (30 dias no Exp.V e 180 dias no Exp.VI), presencga de periodo

de recuperacdo (Exp. VI) ou auséncia (Exp. V) e o estdgio do tratamento com etanol no
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qual o episodio de DT foi aplicado: no final do tratamento com etanol (Exp. V) ou no

meio/durante o tratamento com etanol (Exp.VI).

No caso do experimento V, apds aproximadamente 10 dias (T1°) do episodio de
DT, os animais dos grupos CP, ET, ET-DT e DT foram decapitados. Enquanto no
experimento V1 os animais do grupo DT foram divididos em 2 grupos (DT-1h e DT-4h)
(VEDDER et al., 2015) e, no desenho experimental do Exp.VI, foi incluido um periodo

de recuperacdo conforme detalhado a seguir.

Experimento V: em relacdo ao tratamento crénico com etanol - ET combinado

com um episodio de DT (ET-DT), os ratos receberam etanol a 20% (consumo crénico)
por aproximadamente 1 (um) més, seguido de exposicdo a DT (DT-I). No 10° dia do
episédio de DT (DT), os ratos de todos os grupos foram mortos por decapitacdo e as
amostras coletadas para ensaios bioguimicos (dos genes CASP3, CASP8, CASP9, AKT1,
MAPKS8, AMPA1, CACNA1C, NFkpl, BDNF, através do metodo gqPCR, conforme

descrito abaixo).

Experimento VI: o tratamento cronico com etanol dos animais dos grupos ET,

ET-T e ET-DT, foi mantido por 180 dias (~ 6 meses). Os animais do grupo ET-DT,
ap6s um més de tratamento com etanol foram submetidos a um episodio de DT que
durou 14 dias. Apds o episodio de DT (DT-1h) o tratamento com etanol foi mantido até
0 180° dia. Os animais do grupo ET-T receberam injecdes de tiamina durante os 6

meses de tratamento com etanol, 3 vezes por semana.

Os ratos dos seis grupos experimentais foram decapitados em 3 (trés) tempos
distintos: T2’, T3’ e T4’, referentes aos estagios mencionados na legenda da Tabela | e

repedidos aqui (Lembrando que os tempos dos experimentos com consumo de etanol
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seguiram numeros de dias diferentes, mesmo sendo adotado o mesmo critério. Assim

marcados com um apostolo () apds a numeracéao do tempo).

e T2’=ltimo dia de tratamento
e T3’=1 dia de recuperacao

e T4'=3 semanas de recuperacao.

O CPF, hipocampo e tdlamo foram rapidamente dissecados a 4°C. Os talamos
foram divididos em duas metades iguais ao longo da linha média e armazenados a -
80°C em frascos separados (frasco préprio utilizado nos ensaios de gPCR). O
hipocampo e o CPF também foram armazenados a -80°C e analisados por qPCR, para
0s genes CASP3, CASP8, CASP9, AKT1, MAPKS8, AMPA1, CACNALC, NFks1, BDNF,

conforme descrito em detalhe abaixo.
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Figura 9: Desenho experimental dos experimentos (V e VI) com DT associada com
consumo cronico de etanol

Esbocgo geral das etapas comuns dos experimentos V e VI, indicando o cronograma dos
tratamentos e 0s grupos experimentais. Os animais foram divididos em, CP (controle
pareado), ET (cronico etanol), ET-DT (crénico etanol e deficiéncia em tiamina), ET-T
(crénico etanol com suplementacdo diérias de tiamina) representado pelo simbolo (+), e
DT (DT-1h e DT-4h). As amostras biologicas foram coletadas nos tempos T1” (Exp.V) e
T2°, T2’ e T2’ (Exp. VI).

Estudo comportamental:

O desempenho cognitivo dos animais foi avaliado por meio da tarefa de
navegacdo espacial no Labirinto Aquatico de Morris (LAM), descrita por MORRIS,
(1981). A Figura 10 mostra uma foto do LAM utilizado no presente estudo. Avaliamos
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memoria espacial operacional e de referéncia, e aprendizado espacial e extingdo de um
comportamento, seguindo o0s protocolos descritos por TERRY, 2009; VORHEES;

WILLIAMS, 2006, com pequenas modificacdes, conforme detalhado abaixo.

Aparato

O labirinto utilizado consiste de uma piscina circular de 1,80m diametro (Brasil)
e 2,20m diametro (EUA) e profundidade de aproximadamente 30cm, contendo uma
plataforma de acrilico transparente submersa a 1 cm abaixo da agua. A agua foi
adicionado tinta atoxica preta para deixar a plataforma (reforco) invisivel e também
facilitar a deteccdo do animal pelo software ANY MAZE, versdo 5.13 (Stoelting Co.
USA). A plataforma ndo podia ser vista pelo animal, e para localiza-la o animal teria
que utilizar de coordenadas estabelecidas a partir de dicas extras labirinto, colocadas nas
paredes e ao redor da piscina. Portanto, para encontrar a plataforma o animal teria que
aprender a solucionar a tarefa elaborando um mapa cognitivo espacial. Em cada
tentativa o animal foi colocado na piscina a partir de pontos diferentes (método
detalhado abaixo) e deixado na piscina por 60 segundos. Se o animal encontrasse a
plataforma em menos de 60 segundos, 0 mesmo era retirado da piscina, depois de
permanecer por 15 segundo sobre a plataforma. Caso o animal ndo encontrasse a
plataforma, o mesmo foi guiado pelo pesquisador até chegar a ela, onde permanecia
pelo mesmo tempo (15 segundos). O desempenho de cada animal foi gravado por uma
camera colocada no teto da sala, com um campo de imagem centralizada no labirinto
(piscina). As imagens captadas pela camera foram direcionadas para um computador
localizado de fora da sala e analisadas no software ANY MAZE, versdo 5.13 (Stoelting

Co. USA).
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Figura 10: Foto da sala de experimentagdo (LANEC) mostrando uma visao superior
do Labirinto Aquatico de Morris.

Na agua foi adicionada tinta preta, ndo toxica, para encobrir a plataforma e também
facilitar a deteccdo do rato por uma camera colocada no teto da sala, de onde as imagens
capturadas foram direcionadas para o software ANY MAZE. Varios objetos sdo
utilizados como dicas espaciais extra-labirinto, durante o treino e os testes de memaria. O
circulo em branco indica um dos locais que a plataforma foi submersa, ndo sendo visivel
para 0s animais.

Memoria Operacional

Memoria operacional, em roedores, pode ser definida como a manutencdo da
informacdo ao longo de um curto intervalo de tempo, limitada por uma tarefa imposta

aos animais (BRATCH et al., 2016; DUDCHENKO, 2004a).
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Aprendizado e Memoria de referéncia

Como definido no item Introducdo do presente trabalho, aprendizado e memdria
espacial de referéncia sdo considerados a obtencdo de informacdes (dicas) do ambiente,
com o intuito de localizar algum objeto de interesse (reforgo), que sempre se encontra
no mesmo local ao longo das tentativas de todas as sessdes do treino. No caso do uso de
roedores como modelo experimental, o treino no labirinto aquatico de Morris (LAM)
possibilita a formacdo de um mapa cognitivo espacial do ambiente, no qual o animal,
através de coordenadas espaciais consegue localizar o reforco (plataforma) partindo de
qualquer lugar naquele ambiente. A consolidacdo e armazenamento desse tipo de
informacdo, que se mantem por longos periodos, sdo definidos como memdria espacial

de referéncia (KESSELS et al., 2001).

Aprendizado e Memoria Operacional: Treino e Teste no LAM

Um dia ap0s o periodo de recuperacao, que durou aproximadamente 30 dias, 0s
ratos foram submetidos a 3 (trés) dias (=sessdes) (Exp. Il e Exp.lll) ou 4 (quatro) dias
(=sessdes) (Exp. 1V) consecutivos de 3 tentativas, sendo uma de treino e duas de testes
(1 vez por dia, durante 3-4 dias), para avaliar o desempenho dos animais na tarefa de
memoria operacional. A cada dia (=sessdo) a localizacdo da plataforma na piscina foi
alterada, juntamente com o local no qual o animal era solto na piscina para dar inicio as
tentativas daquele dia. As coordenadas imaginarias N, S, W ou E, utilizadas para
orientar na localizacdo da plataforma e liberacdo do animal no inicio de cada teste, estdo
indicadas na Figura 11. Cada sessdo/dia, foi constituido de 3 tentativas, mantendo-se a
plataforma no mesmo local e alterando o local nos dias subsequentes. O inicio de cada

tentativa correspondeu ao momento que o animal foi solto com a face voltada para a
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parede da piscina, em uma das trés posi¢des (W, S, E) indicadas pela seta preta na
Figura 11. A denominagdo “coordenada” significa o local no labirinto (piscina) em que
o animal era colocado no inicio de cada tentativa. Como dito, cada sessdo foi constituida
de trés tentativas (T): 1°T: Identificacdo do local onde se encontrava a plataforma-
treino; 2* T: Teste 01 e Teste 02. Utilizando um protocolo padronizado, o primeiro

animal foi liberado na agua na coordenada oposta a localizacéo da plataforma.

Em todas as tentativas a plataforma estava oculta (aproximadamente 1 cm
abaixo do nivel da &gua), e o rato poderia nadar no maximo 60 segundos, explorando o
ambiente afim de encontrar a plataforma. Quando bem-sucedido, o rato permanecia um
periodo de 15 segundos na plataforma. Se ndo fosse bem-sucedido dentro do periodo
permitido (=60 s), o rato recebia uma pontuacdo de 60 segundos e era guiado pelo
pesquisador até a plataforma, e neste caso era permitido a permanéncia sobre a
plataforma por um periodo de 15 segundos, sendo entdo retirado. Apds 15s uma nova

tentativa era realizada.

Ha o1 Dia 02 »a 03 * Dia M

AT 0 Tt

Figura 11: Diagrama do LAM, indicando os quadrantes, a posi¢cdo da plataforma
em cada dia/sessdo, durante a realizagdo do Treino e Teste de memoria operacional.

Circulo cinza escuro: posicdo da plataforma nos 4 dias. SE= Sudeste; NE= Nordeste;
SW= Sudoeste; NW= Noroeste, representando os quadrantes. A seta preta indica o local
de onde o animal foi liberado no LAM, no inicio das tentativas de cada dia/sessdo. (W=
Oeste; S= Sul; E= Leste). * A sessdo do dia 4 foi realizada apenas com animais do Exp.
V.
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As variaveis medidas e as unidades de expressdo do desempenho dos animais no

treino e teste da memdaria operacional estdo listadas a sequir.

a) Laténcia: tempo em segundos (S) gasto pelo animal para encontrar a
plataforma em cada uma das tentativas. Os dados s&o apresentados como
a media (s) +/- SEM de cada tentativas;

b) Eficiéncia do caminho seguido pelo animal: Razéo entre da linha reta da
primeira posicdo de inicio do teste e a ultima, pela distancia total
percorrida pelo animal durante o teste. Valores expressos na escala de 0

<X<1;

Aprendizado e memdria de referéncia: Treino e Teste

Treino

Um dia ap6s o teste da memoria operacional (curso prazo), os animais foram
submetidos a tarefa de Aprendizado e Memoria de Referéncia (longo prazo). Para a
tarefa de aprendizado e memoria espacial de referéncia utilizamos os mesmos critérios
(p. ex. de tempo de exposicdo ao nado e periodos que o animal foi permitido
permanecer sobre a plataforma). O treino foi executado por cinco dias consecutivos,
sendo uma sesséo por dia e quatro tentativas por sessdo, onde a plataforma foi mantida
no mesmo local (Posicdo NW) denominado quadrante alvo (aprendizado e memoria de
referéncia). Cada animal foi submetido as quatro tentativas em sequencias diferentes
para cada dia (protocolo na Tabela Il). Todos os animais realizaram tentativas
relacionadas a cada local de liberagéo do animal, conforme indicado na Figura 12. O

tempo entre cada tentativa, por animal, foi superior a 12 minutos.
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Tabela I1: Local (quadrantes) de liberacdo dos animais em cada tentativa para as
cinco dias/sessdes do treino (aprendizado) e teste comprobatorio (memoria de
referéncia) espacial.

Aprendizado

Tentativas
Dia 1 2 3 4
1 S N w E
2 E w S N
3 N S E w
4 w E N S
5 S N w E
6 (Teste) S

*S=Sul; N=Norte; W=0Oeste; E=Leste

Figura 12: Diagrama do LAM indicando os quadrantes e posicdo da plataforma,
durante o treino e teste de memoria espacial de referéncia.

Circulo cinza: indica a posicdo da plataforma no quadrante noroeste (NW), denominado
guadrante alvo. A plataforma foi mantida no quadrante NW (alvo) durante todas as
tentativas, em todas as 5 sessdes do treino. SE= Sudeste; NE= Nordeste; SW= Sudoeste;
NW= Noroeste.
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Teste

Apo6s os 5 dias de treino, no 6° dia, foi aplicado um teste comprobatdrio de
memoria de referéncia. Retirou-se a plataforma do LAM e o teste foi iniciado colocando
o0 animal na posicdo S (Sul). O teste teve duracdo de 120 segundos, para 0s animais do
Exp Il e Exp. Hll. Para os animais do Exp. IV o tempo do teste comprobatorio foi de 180
segundos. Os dados foram expressos na media +/- SEM das laténcias (s) dos animais de
cada grupo. A laténcia se refere ao tempo que o animal permaneceu em cada um dos
quadrantes durante o tempo do teste comprobatério. Os dados do teste comprobatério
sdo expressos em (i) laténcia (s) ou (ii) nimero de vezes que o animal cruza o local

onde estava a plataforma durante o treino.

As variaveis medidas e as unidades de expressdo dos resultados do desempenho

dos animais no treino e teste de memoria de referencia estéo listadas a seguir.

a) Laténcia: tempo em segundos gasto pelo animal para encontrar a
plataforma que se mantem no mesmo local (quadrante em todas as
tentativas)

a) Duracdo da visita em cada quadrante: Quantidade total de tempo que o
animal passou nadando em um determinado quadrante. Os dados foram
expressos como a média +/- SEM do tempo em segundo (S);

b) Duracdo da visita a regido da plataforma: Quantidade total de vezes que
0 animal passou pela regido antes ocupada pela plataforma (local onde se
encontrava a plataforma durante as sessdes de aprendizagem). Nos Exp.
Il e Exp. Ill, os dados foram expressos em segundos (s) relativo a duas

medidas: primeiro minuto (60s iniciais) e segundo minuto (0os 60s
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restantes), num total de 120 segundos de teste comprobatério. No Exp.

IV o teste comprobatdrio foi de 180 segundos.

Estudos Histoldgicos e dosagens neuroquimicas

Os animais dos grupos experimentais referente aos Exps. I, Il e Il foram
decapitados e tiveram seus cérebros imediatamente removidos e amostras coletadas
(conforme detalhado abaixo, para dosagem de cada varidvel dependente) para as
analises de calcio citosdlico e extracelular e niveis de tiamina e seus derivados (Exps. I,
Il e 1), atividades catalitica de caspases (Exps. Il e I11) e estudos histoldgicos (Exps. Il
e II1). As estruturas dissecadas (CPF, hipocampo e talamo) foram separadas de acordo
com a origem do hemisfério do qual foram obtidas, direito ou esquerdo. As amostras
foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer -
71°C, até o momento da analise. Para os estudos histoldgicos as fatias de tecido foram

obtidas do hemisfério direito e esquerdo, como descrito a seguir.

Estudos Histologicos (Exps. Il e I11): Para os ensaios histologicos as estruturas
dissecadas (CPF, hipocampo e talamo) foram separadas em hemisfério direito e
esquerdo. Os hemisférios direito foram banhados com solucéo salina tamponada (PBS),
e laminados em 400 pum utilizando fatiador Mcllwain. Adotou-se planos de delimitagédo
de acordo com as coordenadas descritas por PAXINOS; WATSON, 1986, para
obtencgdo dos cortes anatdmicos. A estrutura do CPF, direito e esquerdo, foi obtida pelo
corte de 2 mm da posi¢do ventral anatbmica, apds descarte do bulbo olfatério. A
estrutura do CPF de cada hemisfério foi posicionada em lamina histoldgica e fatiada em

corte mediano/sagital. Para o talamo, apds separacdo dos hemisférios, esses foram
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dissecados e fatiados em cortes frontais. O hipocampo, ap6s dissecacéo, foi posicionado

em lamina e fatiado em corte mediano / sagital (Figura 13).

Figura 13: Figuras mostrando os planos de cortes para obtencdo das trés estruturas
cerebrais.

Em (A) desenho do encéfalo de rato, em uma visdo dorsal, indicando os hemisférios
cerebrais. (B) Visdo sagital de um hemisfério, indicando o cértex pré-frontal (CPF)
destacado em cinza quadriculado. (C) Plano frontal do Talamo, destacado em cinza
quadriculado em um dos hemisférios. (D) Esquema de um encéfalo mostrando o
hipocampo e as posi¢des anatdmicas das sub-regifes (indicadas pela seta), em uma viséo
dorso-ventral.

Determinacdes das concentragOes de tiamina e seus derivados fosforilados

As dosagens de tiamina (B1), TMP, TDP e TTP foram realizadas usando-se o
método descrito por NUNES et al., (2017), com algumas modificacdes especificadas

abaixo. As amostras de cada uma das trés regibes do cerebro foram processadas
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reunindo-se os tecidos obtidos dos hemisférios de dois animais. Portanto, cada ponto
utilizado para calculo da média corresponde ao dado obtido de um pool de amostras de
dois animais. As amostras de tecidos foram homogeneizadas em acido tricloroacético
(TCA) 10%, na proporcdo de 15 vezes o peso do tecido, agitadas por 1 minuto,
mantidas em gelo pelo periodo de 15 minutos e novamente agitadas por 1 minuto. Em
seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000 x rcf (Relative Centrifugal Force = g)
(Centrifuga Sorval RC 5B — rotor Sorval SS-34) durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado e filtrado em membrana de 0,45 um (Millipore Durapore). O
sobrenadante filtrado foi lavado duas vezes (2x) em éter etilico saturado com agua (5:1
v/v), 5x volume do sobrenadante e liofilizado overnight. As amostras liofilizadas foram
ressuspendidas em é&cido cloridrico (HCI) 0,1 M e dosadas por cromatografia de alta

performance, conforme detalhado abaixo.

Equipamento: foi utilizado um Cromatégrafo de alta performance (HPLC),
Shimadzu (LC - 10AD, Téquio, Japdo), com um detector de fluorescéncia (FLD -
Shimadzu Spectro fluorometric detector RF - 551, Tokyo, Japdo), um loop de 20 uL
(Rheodyne 7725 - I, CA, EUA) e um LC - 10 BOMBA AD acoplada a um integrador

(Shimadzu C-R7Ae plus) para analisar os dados cromatogréaficos.

Condigbes cromatograficas: Diferente de NUNES et al., 2017, a fase movel foi
constituida por uma solucdo tampdo equimolar 0,14 M de NaH,PO4.H,O e
Na;HPO,.7H,0 e metanol (74:26, v/v), pH 7,0, mais 0,1% de trietilamina. A fase movel
foi desgaseificada e filtrada em membrana 0,45 um (Millipore Durapore) sob vacuo
antes da utilizacdo. Utilizamos os pardmetros de temperatura 25 + 2°C com fluxo de 1
mL/min. O detector de fluorescéncia foi configurado com comprimento de onda de

excitacdo de 367 nm e comprimento de onda de emissédo de 435 nm, alta sensibilidade.
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A é&rea do pico foi utilizada para determinar a concentracdo de cada composto,

utilizando-se curvas de calibracéo na faixa de ng/mL.

Para elaboracdo das curvas padrdes utilizamos solucdes estoque de TTP, TDP,
TMP e B1 preparadas com HCI 0,1 M, mantidas a -20°C. Utilizamos as concentragdes
10, 50, 100, 150, 250, 500 ng/mL de TTP; 50, 100, 325, 550, 775, 1000 ng/mL para
TDP; 10, 25, 50, 100, 175, 250 ng/mL para TMP e 10, 50, 80, 100, 150, 200 ng/mL

para B1.

O processo de derivatizacdo tanto das amostras como das solucdes padrdes foi
realizado usando-se 25 pL da amostra ou solucdo padrdo, 5 pL de ferrocianeto de
potassio Il 12 mM (Sigma-Aldrich, CA, USA) e 2 pyL de &cido fosférico 5M. A
solucdo foi agitada e incubada por 1 minuto ao abrigo da luz antes da aplicacdo. Os
dados foram expressos em ng/mg de tecido, e como percentagem de cada composto em

relagcdo a soma de todos (T, TMP, TDP e TTP) considerada como 100%.

Determinagdes das atividades de caspases canodnicas

Utilizamos o método luminescente de acordo com o protocolo de OLENDZKI et
al., (2013), com as modificacdes apresentadas abaixo, para processamento das amostras.
O protocolo de homogeneizacdo foi o0 mesmo utilizado para o teste de viabilidade
celular usando-se 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazol brometo (MTT), conforme
descrito abaixo. Apds quantificacdo de proteinas, ajustou-se todas as amostras para a
concentracéo de 10 pg/mL com a mesma solucéo de ressuspensédo (tampdo HEPES 25
mM pH 7,6, contendo Sacarose (w/v) 10% e ditiotreitol-DTT 10 mM). Para a

determinacdo das atividades cataliticas das caspases-3/7, 8 e 9 foram adquiridos kits de
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luminescéncia Promega Corporation® (Caspase-Glo® 3/7 assay systems; Caspase-Glo®

8 assay systems, Caspase-GIo® 9 assay systems).

O teste se baseia no principio de clivagem enzimética dos peptideos especificos:
Caspase-3/7 (Z-DEVD), Caspase-8 (Z-LETD), Caspase-9 (Z-LEHD), cujas reacdes
liberam substrato luminescente para a enzima luciferase. A reacdo catalitica final gera
um sinal tipico de luminescéncia (“glow-type”) (Figura 14) proporcional a quantidade

da respectiva caspase ativa.
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Figura 14: Esboco da reacdo catalitica das enzimas caspases.

Apoés catalise enzimtica, o substrato luminescente liberado reage com a enzima
luciferase gerando sinal luminescente detectado no luminometro. Figura modificada
retirada do protocolo do kit de Caspase-Glo® Promega Corporation®. Em negrito (Z-
DEVD, Z-LETD, Z-LEHD) substratos especificos para cada caspase.

A incubacéo iniciou-se pela adicdo de 15 pL de amostra na concentracdo de 10
pg/mL e 15 pL de um dos trés substratos especificos para a respectiva caspase. A
mistura foi mantida a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por 1 hora. Cada
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ensaio foi feito em triplicata, em microplaca de 384 pocos. Adotamos como branco uma
solugéo tampédo HEPES 25 mM pH 7,6, contendo Sacarose (w/v) 10%, DTT 10 mM na
mesma condicdo e propor¢do do teste. Decorrido o periodo de incubacdo a
luminescéncia foi medida em leitor de placa Synergy™ 2 (BioTek® Instruments, Inc.),

configurado com sensibilidade 200.

Dados foram expressos em unidade de Luminescéncia®: Relative Light Unit
(RLU, Branco subtraido). De acordo com kit de Caspase-Glo® Promega Corporation®
a luminescéncia € relacionada com a quantidade de caspase ativa presente na reacdo
(luminescéncia = 1 unidade de caspase necessaria para clivar um 1 pmol de substrato

por minuto a 30°C).

Dosagem dos niveis de calcio livre

a) Ajuste das condicdes 6timas para dosagem de calcio em amostras de tecido cerebral,
utilizando microplaca e kit comercial

O processamento das amostras (Exps. I, Il e 111) envolveu a utilizacao do agente
desnaturante TCA a 10 % e, sabe-se que 0 uso deste reagente quimico libera e solubiliza
os ions célcio associados as proteinas, possibilitando sua quantificacdo na solucédo
aquosa. A proposta foi usar as amostras (Exp. I, Il e 111) processadas segundo NUNES
et al., (2017), liofilizadas overnight e ressuspensas em HCI 100 mM, para dosar Bl e
seus derivados, para também dosar célcio. Portanto, o primeiro passo para estabelecer as

condigdes 6timas para dosagem de célcio nas amostras do CPF, talamo e hipocampo,

4 . A . .~ A . . ,
Luminescéncia: emissao de luz por uma substancia quando submetida a um estimulo, por exemplo
reacGes quimicas.(RUBINSZTEIN, 2006)
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mantidas em HCI 100mM, foi verificar a interferéncia do HCI na determinagdo deste

fon utilizando-se o kit comercial Calcio Arsenazo 111 — Bioclin®.

Curva de Calibracgéo: Utilizamos microplacas de 96 pogos, fundo chato, com
didametro interno 6,7 mm, altura total 12 mm e altura real 10,705 mm, espessura do
fundo 1,295 mm, para a realizacdo dos testes e parametros de célculo, portanto o
caminho Optico foi de 5,7293 mm com volume total de 202 pL por pogo. As
microplacas foram incubadas a 37°C por 2 minutos. As densidades Oticas foram
medidas a 630 nm no leitor de placas EIx800, (BioTek, VT, USA). O calculo do
coeficiente de absorcdo (¢) do complexo arsenazo Il / célcio foi de aproximadamente
105 (Lei de Beer-Lambert), que foi compativel com o encontrado por MICHAYLOVA,;
ILKOVA, 1971; MICHAYLOVA; KOULEVA, 1974. Para obtencdo da Curva de
Calibracgdo utilizamos como padrdo de célcio o carbonato de célcio 10 mg/dL (Célcio
Arsenazo Il — Bioclin®:, nas concentragdes de 0; 0,312; 0,625; 1,250; 2,500;

5,000;10,000 mg.

Concentracdo 6tima de HCI para dosagem do calcio

A reacdo foi iniciada com 2 pL de soro controle liofilizado, contendo célcio 6
mg/dL (controle Biocontrol N — Bioclin® - lote 0057) e azida sodica 0,9% a qual foram
acrescentados 200 pL de Arsenazo I1l. As etapas seguintes foram as mesmas descritas
acima para obtengdo da Curva de Calibracdo. Os dados foram também expressos em mg

de calcio/dL.

Utilizamos aliquotas de Biocontrol N — Bioclin® (lote 0057) contendo HCI nas
diluicbes seriadas a partir de 0,1M (0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,00313;

0,00156; 0,00078), as quais foram comparadas com aliquotas ndo diluidas em é&cido.
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Observamos que ndo existe efeito significativo do HCI sobre a concentragdo de célcio
em amostras diluidas em HCI 6,25 mM, conforme pode ser observado na Figura 15.
Assim, a concentracdo de 6,25 mM foi estabelecida como condicdo 6tima para o

processamento das amostras.
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Figura 15: Concentracdes (Média +/- SEM) de célcio

Célcio em aliquotas contendo diferentes concentracbes de HCI (n=3, dosadas em
quadriplicara). BioControl ¥ = referéncia controle, concentracdo de célcio = 3 mg/dL + /-
0,6. A concentracao de 6,25 mM de HCI ndo interfere (p<0.05) na deteccdo dos niveis de
calcio.

b) Determinacdes dos niveis de calcio nas amostras bioldgicas

As amostras obtidas dos animais dos Exps. I, Il e Ill, ressuspendidas em HCI
100 Mm, foram entdo diluidas para concentracdo de 6,25 mM e utilizadas para
determinacéo dos niveis de calcio. Conforme mencionado acima, a dosagem foi feita
utilizando-se o kit Calcio Arsenazo 111 — Bioclin®, adaptado e validado para microplaca
de 96 pocos. Os resultados foram expressos em pg de calcio/ mg de tecido (CPF, talamo

ou hipocampo).
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Dosagem de proteina total

Processamento das amostras: As amostras das trés regibes cerebrais foram
homogeneizadas de acordo com o protocolo de OLENDZKI et al., 2013, com algumas
modifica¢bes, Amostras do CPF, tdlamo ou hipocampo foram utilizadas na proporcao
de 5 mg de tecido por 140 uL de solucéo de KCI 1,5% (w/v). Em seguida, as suspensoes
foram centrifugadas (Centrifuga Sorval RC 5B — rotor Sorval SS-34) a 800 x rcf durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado, aliquotado em microtubo e congelado
em nitrogénio para liofilizagdo overnight. As amostras liofilizadas foram armazenadas a
— 71°C até o momento das dosagens bioquimicas, as quais foram realizadas dentro de

Nno maximo 6 meses.

No dia do ensaio, as amostras liofilizadas foram ressuspensas em 1 mL de
tampdo HEPES 25 mM, pH 7,6, contendo Sacarose (w/v) 10%, DTT 10 mM. A
quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se
albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich, CA, USA) como padrdo para elaboracédo da

Curva de Calibracéo.

Dosagem de proteinas totais: As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford
(1976). A curva de calibragdo para as analises quantitativas foi realizada utilizando-se
albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich, CA, USA) como padrdo. A quantidade de
proteina total em cada amostra foi normalizada e os dados expressos como quantidade

de proteina por mg de tecido (CPF, tdlamo ou hipocampo).
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Teste de Viabilidade Celular - MTT

A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular, €
quantificada pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e solivel em &gua) a
formazan (sal de coloracdo arroxeada e insoldvel em &gua) pela atividade de enzimas
desidrogenases mitocondriais (Figura 16). Dessa forma, a redugdo do MTT a formazan,
sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular

(BERRIDGE™ et al., 2005; PERES et al., 2008).

CH —CH

Figura 16: Esbogo da reacdo de reducdo do MTT em formazan (desidrogenases
mitocondriais).

Apos catalise enzimatica é liberado sal de coloracéo arroxeada (formazan) e insolivel em
agua. Para leitura de densidade optica foi adicionado DMSO para solubilizagdo do sal.
Figura modificada de RISS et al., (2013).

Utilizamos o método colorimétrico de acordo com o protocolo de OLENDZKI et
al., (2013), com algumas modificac¢des, conforme descrito abaixo. Para 0s ensaios, uma
solugéo estoque de 7,5 mg/mL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazol brometo

(MTT) foi preparada e mantida no freezer a -20° C.
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Viabilidade celular: A incubacdo foi realizada com 50 pL de amostra ressuspensa em
tampédo HEPES, 10 pL de MTT 7,5mg/mL. O volume foi ajustado para 100 pL com
agua e as amostras incubadas por 15 minutos a 37°C e & meia luz. Foi preparado um
branco para cada amostra de CPF, tdlamo ou hipocampo contendo 10uL de TCA 10%.
No momento da leitura no espectrofotdmetro foi realizada uma normalizagdo do branco
utilizando uma amostra contendo apenas TCA 10%. A incubag&o foi interrompida com
a adigéo de 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO: Dimethyl sulfoxide) com consequente
solubilizacdo do formazan, agitando-se a placa por mais 15 minutos, protegida da luz.
Aliquotas de 200 pL tiveram suas densidades Oticas medida a 595 nm no leitor de

placas EIx800, (BioTek, VT, USA).

Os dados apresentados foram normalizados e expressos em Abs/mg de proteina.

Cada ensaio foi realizado em quadruplicada.

Teste de Viabilidade Celular — Calceina e lodeto propidio

Os testes de viabilidade celular foram realizados utilizando sondas fluorescentes
(Calceina-AM e iodeto propidio) (Life Technologies, CA, USA). Conforme
mencionado anteriormente, as amostras de tecido separadas para 0s ensaios de
viabilidade celular utilizando os fluoréforos foram fatiadas, separadas e colocadas em
microplaca de 24 pogos. As fatias foram mantidas por aproximadamente 15 minutos
em 500 pL de solucdo aCSF, contendo: tampdo HEPES 19,7 mM pH 7,4, Cloreto de
sodio 130 mM, Cloreto de potassio 5 mM, Fosfato de potassio monobésico 1,2 mM,
Cloreto de calcio 1,25 mM, Sulfato de magnésio 1 mM e glicose 55 mM.
Posteriormente, para avaliar a morte celular, as fatias foram incubadas no escuro por 30

min em solucdo aCSF, contendo: 1uM de Calceina-AM e 7,48 uM lodeto de Propidio.
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As fatias foram entdo lavadas em solucdo aCSF e PBS, na propor¢do 1:1, a temperatura
ambiente durante 15 min. As fatias foram transferidas para Cell Imaging Dishes, com

fundo de laminula para obtencdo das imagens.

As imagens foram obtidas sob um microscopio de fluorescéncia Olympus 1X70
usando uma objetiva UPlanFIl 4x, 0,13 N.A, filtro condensador PhL, uma camera
QICLIK, e o software Image-Pro Plus versdo 7.0.1.658 para aquisicdo de imagens
(Media Cybernetic, Inc.). Os filtros de emissdo (EM) e excitacdo (EX) usados para
coletar a fluorescéncia de Calcein-AM foram EM 490/20 e EX 525/36, enquanto os
filtros EM 555/25 e EX 605/52 foram usados para coletar a fluorescéncia do iodeto de

propidio.

As andlises quantitativas foram realizadas calculando a intensidade de pixel dos
sinais fluorescentes Calcein-AM e lodeto de Propidio, utilizando o software Imagel
versdo 1.51j8 (NIH). Os dados foram normalizados e expressos como uma porcentagem
(%) da intensidade do pixel. As analises quantitativas foram realizadas pelo célculo de

intensidade de pixels do fluor6foro lodeto de Propidio.

Analise de qPCR (Exps. IV, V e VI)

Extracdo de RNA

Os tecidos do CPF, hipocampo e talamo foram armazenados em microtubos de
2,0 mL com fundo cénico, com tampa de pressdo, em ultrafreezer -80°C até 0 momento
da utilizacdo. Os materiais utilizados em todos os procedimentos, que entrariam em
contato com a amostra, foram enxaguados com agua RNAse free. No dia da extracéo de
RNA, as amostras foram retiradas do freezer e os tubos colocados em capela de

exaustdo onde foram realizados os procedimentos. Foram adicionados 500 pl de
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reagente de TRIzol (Invitrogen, Grand Island, NY) e esferas de aco inoxidavel de 5 mm
em Qiagen TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA). Utilizando adaptador TissueLyser, as
amostras foram distribuidas e os adaptadores balanceados para homogeneizacao.
Utilizou-se frequéncia de 20 Hz e tempo de 2 minutos, invertendo a posicdo do
adaptador na metade do tempo (depois de 1min). Apos esta etapa os tubos foram
levados para centrifugacdo a temperatura ambiente, em velocidade maxima 180 a 1800
oscilagdes por minuto, por 30 segundos. Todo o trizol foi transferido para microtubos de
1,5mL e estocado em ultrafreezer a -80°C.

ApoGs o processamento, todas as amostras foram armazenadas no ultrafreezer até
inicio da proxima etapa, extracdo do RNA.

A etapa de extracdo de RNA foi executada com lotes de 20 amostras por vez. As
amostras foram retiradas do ultrafreezer, colocadas em capela de exaustdo, aguardando
descongelamento a temperatura ambiente. A seguir, foram acrescentados 100 pL de
cloroférmio e os tubos foram agitados por 15 segundos, com posterior incubagéo por 2 a
3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugamos todas as amostras a
13.523 x rcf por 15 min a 4°C. Com cuidado, removemos 0 sobrenadante em duas
etapas (125 pL cada) para evitar contaminagdo com outras fases geradas pela
centrifugagdo. A seguir, 250 pL de etanol 70% foi adicionado e misturado com o
auxilio da pipeta e imediatamente transferido para uma coluna RNAeasy. A coluna foi
entdo centrifugada a 9.391 x rcf por 15s a temperatura ambiente. O RNA ficou retido na
coluna e descartamos o eluato coletado. Em seguida, adicionamos 700 pL tampéo RWI
fornecido pelo kit RNeasy (Qiagen) e centrifugado a 9.391 x rcf por 15s a temperatura
ambiente, descartando o eluato. Posteriormente, adicionamos 500 pL tamp&o RPE
fornecido pelo kit RNeasy (Qiagen) e centrifugado a 9.391 x rcf por 15s a temperatura

ambiente, descartando o eluato. Esta etapa foi repetida, com centrifugacéo a 9.391 x rcf
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por 2 min a temperatura ambiente. A coluna foi transferida para um tubo coletor
(fornecido junto no kit) e novamente centrifugada a 9.391 x rcf por 1min & temperatura
ambiente. Nesta etapa transferimos a coluna para microtubo de 1,5 mL e acrescentamos
30 pL de dgua RNase Free a 65°C. Novamente, procedemos a centrifugacdo a 9.391 x
rcf por 1 min & temperatura ambiente, armazenando o eluato em gelo, para posterior
quantificacdo. A determinacdo da concentracdo foi realizada no aparelho NanoDrop

2000. Todas as amostras foram estocadas em ultrafreezer a -80°C.

Transcri¢cdo de cDNA

As amostras de RNA foram descongeladas lentamente, em gelo, diluindo 10
vezes (1:10) com agua RNase free e, em seguida, ajustando para 1ug. Acrescentou-se
ao volume de 12 pL de RNA total, mais 2 pL de enzima gDNase (Kit de Transcrigcdo
Reversa - Qiagen), os tubos foram agitados levemente e incubados por 2 minutos a
42°C em aparelho Eppendorf Mastercycler PCR, conforme descrito por DOREMUS-
FITZWATER et al., (2015).

Apds preparar a mistura de Transcriptase reversa, primer e tampédo, 6 uL desta
mistura foram acrescentados as amostras de RNA, agitando levemente e centrifugando
rapidamente. Todas as amostras foram incubadas por 15 minutos a 42°C e depois 3
minutos a 95°C em Eppendorf Mastercycler PCR. Em seguida, as amostras foram
diluidas na propor¢do 1:10 de cDNA em &gua RNase free, mantendo as amostras em

ultrafreezer a -80°C, até 0 momento da realizagdo dos ensaios qPCR, descritos a seguir.
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Execucédo qPCR

Utilizamos marcador fluorescente TAQ (SYBR Green Supermix) e microplaca
de 384 pocos e executamos 0 gPCR de todos os genes de cada amostra por placa. A
reacao iniciou-se com a adicao de 28,5 pL do preparado de reacdo (TAQ mix, primers e
agua RNase free) a 1,5 pL da amostra de cDNA, previamente diluida (1:10). A mistura
foi transferida, em duplicada, para microplaca de 384 pocos. Os PCRs foram realizados
utilizando um sistema de deteccdo de PCR em tempo real CFX 384 (# 185-5485; BIO-
RAD Life Science Research, Hercules, CA) durante 40 ciclos. Em cada ciclo, as
amostras foram desnaturadas por 30 segundos a 95°C, reaquecidas a 60°C por 30
segundos, e por mais 30 segundos a 72°C. Todos os resultados foram normalizados
usando a proteina ribossémica mitocondrial L13 (MRPL13 ou RLS) como um gene de
normalizacdo. O gene alvo, 0s nimeros de acesso e as sequencias iniciadoras estdo
listados na Tabela IlI.

Os genes de interesse (CASP3, CASP8, CASP9, AKT1, MAPKS8, AMPAL,
NFks1, BDNF, CACNALC) foram analisados nas amostras coletadas. A expressédo do
gene MRPL13 (house keeper), se tratando de um normalizador de outros genes ndo
poderia sofrer influencia em nenhuma etapa do tratamento, ou seja ndo poderia ser
observada diferenga significativa entre as condi¢des experimentais ou a fase da doenca.
Portanto, os genes alvo foram ajustados em relacdo ao gene normalizador usando a
transformacéo 2T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O teste de Grubbs (a = 0,05) foi
usado para detectar pontos outliers os quais foram removidos das analises. Os dados
foram expressos como porcentagem (%). Primeiramente com o valor medido de Cq
do gene de interesse faz-se a subtracdo com o valor de Cq do gene normalizador
obtendo o que chamamos de ACq. Calcula-se a média dos valores de ACq de todos os

animais controle, que sera usado como um novo normalizador de todas as condigdes
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experimentais (Grupos). Entdo obtém a diferenca entre os valores de ACq de cada

animal pela média dos valores de ACq dos animais controles, obtendo AACq. Estes

valores obtidos (AACq) sdo entdo transformados, de fungdes logaritmicas para fungdes

lineares, através da fung¢do exponencial: 2 elevado ao valor AACq que entdo ¢

multiplicado por 100 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela I11: Primers e sequencias do gPCR utilizados nos experimentos.

Primer

NUmero Acesso

Oligo

Sequéncia

Protéina Mitochondrial ribosomal
protein L13 (MRPL13 or RLS)

Caspase 3 (Casp3)

Caspase 8 (Casp8)

Caspase 9 (Casp9)

Serina/threonina kinase 1 (Aktl)

Receptores ionotrépicos de
glutamato alfa (AMPA)

Proteino-kinases ativadas por
mitégenos 8 (Mapk8)

RELA proto-oncogene, NF-kB
subunit (Rela)

Canal da célcio voltagem-
dependente, subunidade alfa 1C

BDNFall (Brain-derived neurotrophic
factor, all variants)

NM_173340.2

NM_012922.2

NM_022277.1

NM_031632.1

NM_033230.2

NM_031608.1

NM_053829.2

NM_001276711.1

NM_012517.2

NM_001270631.1

Forward primer
Rewverse primer

Forward primer
Rewerse primer

Forward primer
Reverse primer

Forward primer
Reverse primer

Forward primer
Reverse primer

Forward primer
Rewverse primer

Forward primer
Rewerse primer

Forward primer
Rewverse primer

Forward primer
Rewerse primer

Forward primer
Revwerse primer

5-ATGAACACCAACCCGTCTCG-3'
5-CCACCATCCGC CTTGTC-3'

5-GGAGCTTGGAACGCGAAGAA-3
5-ACACAAGCCCATTTCAGGGT-3

5-CGAACGATCAAGCACAGAGAG3
5-CCCCGAGGTTTGCTCTTCAT-3

5-CTACTCCACCTTCCCAGGTTT-3'
5-CTCAGAAACAGCATTGGCGAC-3'

5-GGGCCACGGATACCATGAAC-3
5-GCTGACATTGTGCCACTGAGA-3'

5-GAATCAGAACGCCTCAACGC-3
5-ATGAAGCCCAGATTGGCGAG-3

5-TCAATGGCTCTCAGCATCCG3
5-TGTCTGTATCCGAGGCCAGA-3

5-GGACAACTATGAGGTCTCTGGG-3'
5-GCCTCTGTGTAGCCCATCTG3

5-TCGGTGTTTTGAGCGGAGAG-3'
5-GGCATGCTCATGTTTCGGG-3

5-CCAGGTGAGAAGAGTGATGACC-3
5-CAGCCTTCATGCAACCGAAG-3

Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas com o programa GraphPad Prism versdo 6.00

(GraphPad Software, La Jolla California USA). Analises de dados do modelo animal

(peso corporal e consumo de ragdo) e para alguns dados do estudo comportamental

(memoria operacional, aprendizado e memoria de referéncia) utilizamos ANOVA two

way, com medidas repetidas (MR), fatorial 2 x r, sendo r as medidas repetidas que



variou conforme o tipo de experimento. Todas as ANOVAs foram seguidas de testes
post hoc usando-se compara¢des multiplas por meio dos testes de Tukey e/ou Sidak.
Utilizamos o teste estatistico ANOVA - two way, fatorial 2 x 2 (tratamento x tempo)
para analise de proteina total, niveis de célcio, viabilidade celular (MTT e marcacédo

com IP e Calceina-AM), caspases e expressao génica (Experimento V).

Os dados de expressao génica (Experimento VI) foram analisados por ANOVA
one way, teste post hoc de Fisher usado para comparacgéo entre grupos controles pareado
(CP) e grupos testes (DT ou ET). Portanto, para cada uma das variaveis CASP3, CASPS8,
CASP9, AKT1, MAPKS8, AMPA1, NFkf, BDNF, CACNA1C, os resultados de cada grupo
controle (CP- T2’, CP- T3, CP- T4’) foram avaliados em relacdo a suas diferencas
estatisticas, comparando os valores entre os diferentes tempos de coleta das amostras.
Caso ndo fosse detectada diferenca significa entre esses valores, os mesmos foram

agrupados em um Unico grupo denominado controle pareado final (ultimate control).

Analises foram realizadas entres os dados do grupo pareado final e os dados
obtidos nos grupos testes (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h), para cada um dos
tempos separadamente (T2’, T3 e T4’), para cada uma das varidveis dependentes.
Foram também comparados os dados obtidos para cada variavel dependente nos trés
tempos diferentes (T2’, T3’ e T4’), para cada um dos grupos testes separadamente (ET,

ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h).

Os dados de expressdo génica foram submetidos ao teste de Grubbs (BURNS et
al., 2005; GRUBBS, 1969; HUI; FENG, 2013) para deteccao e remocdao de outliers. O
valor de Cq também foi analisado em relacdo a media, para valores extremos. O Cq ou

valor de quantificacdo do ciclo é o nimero do ciclo de gPCR, no qual a curva de reacéo
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da amostra cruza a linha do limite. Este valor informa quantos ciclos foram necessarios

para detectar um sinal real das amostras.

Os valores de gPCR e viabilidade celular foram expressos em porcentagem da
média £ SEM; niveis de célcio em pg de célcio / mg tecido + erro padrdo, adotando
a=0,05. Ou seja, efeitos ou diferencas com valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Os valores de atividade das caspases foram expressos em logaritmo

natural de Luminescéncia (Relative Light Uni - RLU, Branco subtraido).

Os dados estdo expressos em média +/- SEM (Standard Error of Mean).
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6. RESULTADOS

Modelo Experimental

O desenvolvimento do modelo experimental de DT utilizado no presente
trabalho, nos Exps. I, II, Il (ratos Wistar) e Exp. IV (ratos Sprague Dawley) foi
monitorado em relacdo a variacdo do peso corporal (varidvel medida) e manifestacdo
dos sinais clinicos. Os pesos dos animais foram registrados diariamente durante o
episodio de DT e em intervalos de 2-3 dias nos demais periodos de tratamento.

Os dados de variacdo de peso, coletados dos ratos Wistar, referentes aos
experimentos Il e 111 estdo apresentados na Figura 19. Os animais do Exp. | ndo foram
incluidos, porque os mesmos foram mortos no 10° dia do episddio de DT. Podemos
observar um ganho de peso, nos dias iniciais do tratamento, nos animais de todos 0s
grupos, seguido de uma reducédo do peso dos animais do grupo DT a partir do 7° dia.
Utilizando teste estatistico ANOVA, com medidas repetidas (MR), dois fatores
(tratamentos X dias/tempo) observamos efeitos significativos do tempo (F(27,1350=786,70
P<0,000) e da DT (F(,50=10,03 P=0,000) e interagéo significativa entre tratamento/DT
e dia/tempo (F(s4,1350=11,13 P<0,000). Testes post hoc (Tukey) mostraram que a partir
do 7° dia do epis6dio de DT observamos uma diferenca significativa entre o grupo DT
(268,1 +/- 6,3) e 0s grupos controle pareado (289,3 +/- 5,0; p=0,0420) e controle (291,6
+/- 8,8; p=0,0355); 0 que representa uma reducdo média de aproximadamente 22 g, em
relagdo aos controles. Entre os 7° e 9° dias de tratamento os animais do grupo DT
mantiveram o peso (270,6 +/- 5,7), ou seja, ndo ganharam peso, enguanto os controles
ganharam (C=300,6+/-8,0, p=0,004; CP=293,0+/-4,3, p=0,030). Apds o 12° dia de

tratamento os animais do grupo controle e controle pareado (CP) comegam a apresentar
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diferenca em relacdo a variacdo de peso (p=0,0135). No entanto, mesmo ndo ganhando
peso como os animais do grupo C, a diferenca estatistica na média da variacdo de peso
entre os animais dos grupos CP e DT aumenta.

Consumo de racéo: o fato dos animais do grupo CP ndo terem ganho peso, como
os animais do grupo C, pode ser explicado pelo fato dos animais deste grupo (CP)
receberem ragdo em quantidade pareada ao consumido pelos animais do grupo DT,
conforme pode ser observado na Figura 17. ANOVA MR para os grupos CP e DT em
relagdo ao consumo de ragdo mostra que ndao houve efeito significativo da DT no
consumo de ragao (F,50=2,808 P=0,100), confirmando que os animais dos grupos CP e
DT ingeriram a mesma quantidade de racdo ao longo do episédio de DT. Observa-se
um efeito do tempo/dias (F s 750=61,58 P<0,0001), indicando que 0 consumo variou ao
longo do tempo para os dois grupos. Observa-se interacdo significativa entre DT e

tempo (F(15,75o):4,61 P<0,0001)

S 15+
% 4o- $2x
é AAA
54 ¢
0 lllll??o_

1 I 1 I 1 1 I 1
NYD XD 0A DN
Dias
Figura 17: Consumo de racdo (Média+/- SEM), expresso em gramas, durante o
episédio de DT.

Consumo de racdo para 0s animais dos grupos CP e DT. N&o existe efeito significativo
do episodio de DT no consumo de ragéo (F 50=2,808 P=0,100.
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Por volta do 14° dia do episddio de DT, observamos intensificacdo do efeito da
DT sobre a variagdo de peso, com diferencas significativas entre as médias dos pesos
dos animais de todos os grupos: DT (237,5+/- 6,2) vs. C (321,9+/-8,0), p<0,0001; DT
(237,5+/- 6,2) vs. CP (279,4+/- 4,9), p<0,0001; e C (321,9+/-8,0) vs. CP (279,4+/- 4,9),
p<0,0001.

Os sinais neurolégicos de DT foram observados apenas nos animais do grupo
DT e ndo nos animais do grupo CP. Os animais CP mantiveram seu peso corporal sem
variacdo significativa entre os dias 12-14. Este fato, somado & observacdo de ndo haver
diferenca significativa entre o consumo de ragao entre os grupos CP e DT, indica que os
sinais neuroldgicos observados nos animais do grupo DT sdo devido a falta de tiamina e
ndo ao menor consumo de nutrientes (dieta). Os dados obtidos nos dois experimentos (l1
e Ill), mostraram que os animais do grupo DT apresentaram 0s sinais neuroldgicos,
como convulsédo e perda do reflexo de endireitamento por volta do dia 13 (mediana dos
dados), conforme pode ser observado na Curva de Sobrevivéncia (manifestacéo de sinal

neuroldgico), apresentada na Figura 18.
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Figura 18: Curva de Sobrevivéncia

Expressa em manifestacdo de sinais neuroldgicos durante o episodio de DT, momento em que
ocorreu a interrupcao da deficiéncia. 100% representa o0 nimero de animais (n=34) do grupo
DT dos Exps. 1l e l1l. Por volta do dia 13 mais de 60% dos animais ja tinham apresentado 0s
sinais de perda de reflexo de endireitamento e convulsdo. Os dados estéo expressos em Média
+/- SEM.

Continuando a analise dos dados referentes a variacdo de peso, Figura 19, o
grupo CP a partir do 20° dia ndo apresenta diferenca em relacdo ao controle. Apesar dos
animais do grupo DT continuarem apresentando diferenca significativa na variacdo de
peso, em relacdo aos animais dos grupos Controle e CP, p <0,000. O peso dos animais
do grupo DT se mostrou estavel apds o 41° dia de tratamento (22° dia do periodo de
recuperacdo). Estes animais (DT), ap6s o 45° dia de tratamento, ndo apresentam

diferenca de peso em relacdo ao grupo CP (p=0,123).
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Figura 19: Variacao do peso corporal (Média +/- SEM), em gramas (g), dos animais
dos trés grupos experimentais: DT

Tratamento com ragdo deficiente em tiamina ad libitum, associada a injegcdes de
piritiamina 0,25 mg/Kg) por aproximadamente 14 dias (episodio de DT), C, ragdo
comercial padrdo ad libitum e CP, quantidade de racdo pareada ao grupo DT, sendo esta
deficiente em tiamina + injecGes de tiamina. A deficiéncia foi revertida a partir do 14°
dia (manifestagdo dos sinais neuroldgicos), com a administracdo de inje¢des de tiamina
(100mg/Kg) e racdo comercial padrdo durante 30 dias (=periodo de recuperag&o).
Abcissa= dias de tratamento.

Os dados de variagdo de peso, coletados dos ratos Sprague Dawley, referentes ao
Exp. IV, estdo apresentados na Figura 21. Conforme descrito na secdo Material e
Métodos, o modelo de DT utilizado no Exp. IV foi o mesmo dos experimentos
realizados com a linhagem Wistar. Os grupos experimentais sdo: CP e CP-LAM (iguais
em termos de tratamento, e a diferenca é apenas a Experiéncia Cognitiva no LAM) e DT

e DT-LAM (iguais em termos de tratamento e a diferenca é apenas a Experiéncia
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Cognitiva no LAM). Os animais dos grupos rotulados como LAM foram submetidos ao
teste comportamental no final do experimento, mas nesta fase de desenvolvimento do

modelo, ndo existe diferenca de tratamento entre eles.

Os resultados obtidos em relagéo ao perfil da curva de variagdo de peso foram
bastante similares aqueles obtidos para os ratos Wistar, e apresentados acima. Podemos
observar um ganho de peso nos dias iniciais do episoédio de DT, seguido de uma
reducdo do peso dos animais do grupo DT. Através do teste estatistico ANOVA MR,
dois fatores (tratamento x dias/tempo) observamos efeitos significativos da DT
(F(3,36=4,462 P=0,0092) e do tempo (F(2s5900=409,7 P<0,0001) e interagdo significativa
dos tratamentos e tempo (F(75900=15,17 P<0,0001). A reducdo do peso dos animais
deficientes comegou a ocorrer por volta do 13° dia, onde observamos uma diferenca
significativa entre o grupo DT (293,83 +/- 7,5) e os animais do grupo CP (337,75 +/-
12,38), com uma reducdo média de peso de aproximadamente 41g (13%), p= 0,008.
Como o desenho experimental do Exp. IV incluiu a realizacdo de teste compartamental,
com parte dos animais CP e parte dos animais deficientes (DT), o total de grupos
experimentais foi de 4 grupos: CP, CP-LAM, DT e DT-LAM. Como esperado, as
comparagbes entre os grupos CP-LAM x DT-LAM também indicaram diferenca
significativa no 13° de deficiéncia: CP-LAM (324,50 +/- 6,7) vs. DT-LAM (282,82 +/-
4,0), p=0,013. A diferenca entre animais CP e DT se intensifica no 15° dia, com 20% de
reducdo: CP (338,50 +/- 11,7) vs. DT (276,00 +/- 6,7), p=0<0,0001 e CP-LAM (332,37

+/-5,0) vs. DT-LAM (267,33 +/- 3,9), p=<0,0001.

Os sinais neuroldgicos da DT foram observados apenas nos animais dos grupos
DTs e ndo nos animais dos grupos CPs. Observamos que os animais DT apresentaram
sinais neuroldgicos, como convulsédo e perda do reflexo de endireitamento, por volta do

14° dia (mediana dos dados), conforme pode ser observado na Curva de Sobrevivéncia
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apresentada na Figura 20. Ou seja, um dia ap6s o observado no modelo desenvolvido

com a linhagem Wistar.

Curva Interrupcao DT

100

X e DT
o 8 80+ n= 24
€ .% Mediana = 14
2.3 604
g9
.g 8

-
~— 40 -
82
< w

'w 20-

S

»

0 1 I 1 ] LI

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias

Figura 20: Curva de Sobrevivéncia

Expressa em manifestagdo de sinais neuroldgicos durante o episodio de DT, momento em
que ocorreu a interrupgdo da deficiéncia. 100% representa 0 nimero de animais (n=24)
do grupo DT do Exp. IV. Por volta do dia 14 mais de 60% dos animais ja tinham
apresentado os sinais neuroldgicos de perda do reflexo de endireitamento e convulsdo. Os
dados estdo expressos em Média +/- SEM.

A partir do 24° dia, observamos que a media dos pesos dos animais dos grupos
DTs se aproximou da media dos animais dos grupos CPs, ndo havendo mais diferenca
significativa entre eles (CP [366,12 +/- 13,5), vs. DT (343,33 +/- 7,2), p=0,08 e CP-

LAM (359,25 +/- 5,8) vs. DT-LAM (336,16 +/- 3,7), p=0,08].
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A partir do 31° dia de tratamento, os animais dos dois grupos (CP e DT), que

iriam ser ou ndo submetidos ao teste comportamental (LAM), apresentaram estabilidade

na variacdo do peso, uma média de peso = 380 g. Testes post hoc de Tukey mostram:

p=0,50, CP (396,75 +/- 9,5) vs. DT (383,33 +/- 5,5) e p=0,13, [CP-LAM (379,25 +/-

6,8) vs. DT-LAM (358,33 +/- 4,2)] (Figura 21).
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Figura 21: Variacdo do peso corporal (Média +/- SEM), em gramas (g), dos animais
dos quatro grupos experimentais. CP e CP-LAM (diferenca em relacéo a
experiéncia cognitiva) e DT e DT-LAM (diferenca em relacdo a experiéncia
cognitiva). DT

Tratamento com ragdo deficiente em tiamina ad libitum, associada a injecOes de
piritiamina 0,25 mg/Kg) por aproximadamente 14 dias (episddio de DT), CP, quantidade
de racdo pareada ao grupo DT, sendo esta deficiente em tiamina + injecfes de tiamina. A
deficiéncia foi revertida a partir do 15° dia (manifestacéo dos sinais neurolégicos), com a
administracdo de injecdes de tiamina (100mg/Kg) e racdo comercial padrdo durante 30
dias (=periodo de recuperacdo). Abcissa= dias de tratamento.
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Estudos Comportamentais: aspectos cognitivos espaciais

Nesta etapa do estudo avaliamos, através de testes comportamentais no LAM, o
desempenho dos ratos Wistar (Exp. 1l e 1ll) e Sprague Dawley (Exp. IV). Os testes
cognitivos foram realizados ap0s 0s animais serem submetidos a um episddio de DT,

seguido de um periodo de recuperacao de 30 dias.

Dados Comportamentais dos Experimentos Il e 111: ratos Wistar

Memdria Espacial Operacional:

A Figura 22, Painel A, mostra os dados do desempenho dos animais no teste
para Memoria Operacional. Na avaliacdo do desempenho dos animais Wistar, ANOVA
MR, (tratamento/DT x tentativas/tempo) mostrou efeito significativo da DT
[F33=12,71 P=0,001] para o desempenho no 1° dia: treino com trés tentativas.
Observamos que o desempenho dos animais deficientes (grupo DT), expresso como
laténcia (s) para encontrar a plataforma. Houve também efeito significativo das
tentativas  (F266=12,04 P<0,0001) e interacdo significativa da DT e tempo
(F(2,665=4,889 P=0,0105). Enquanto os animais do grupo DT ndo apresentaram melhora
no desempenho ao longo das tentativas (57s +/- 2,0 nas 12 e 22 ¢ 51s +/- 3,1, na 3%, 0s
animais do grupo CP melhoraram o desempenho ao longo das tentativas: de 56s +/- 2,2
na 1% 44,8 +/- 5,2 na 2° tentativa (p=0,06) e 28,82 +/- 5,7 na 3% tentativa (p=0,0001),
realizadas no 1° dia. Esses dados indicaram uma dificuldade dos animais deficientes na

localizagdo da plataforma (aquisicéo e teste).
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As analises estatisticas, do 2° e 3° dias de testes, mostraram melhora nos tempos
ao longo das tentativas: da 1? para a 3* em cada dia. Com efeitos significativos do
tratamento/DT no 2° dia (F1,33=14,97 P=0,0005) e no 3° dia (F(133=23,11 P<0,0001).
Ocorreu um ganho médio de 81% no desempenho dos animais do grupo controle (CP)
ao longo das tentativas. 1° tentativa= 47s +/- 4,9, chegando a 9s +/- 1,4 na 3a, enquanto
o0s animais do grupo DT conseguiram apenas 35% de melhora entre a 1* (55s +/- 2,5), 2°
(44s +/- 4,3) e 3 tentativa (35s +/- 4,8), no segundo dia. Teste Post hoc Sidak, mostrou
diferenca entre os grupos no segundo dia, de quase 2x na 22 tentativa (p=0,0072) e 4x na
3% tentativa (p<0,0001). No terceiro dia do teste, os dados mostraram maior diferenca
entre os grupos CP e DT, com diferengas acima de 3x para a 2° tentativa (CP: 12s +/-
2,18, DT: 39,1 +/- 4,7, p=<0,0001) e acima de 4x para a 32 tentativa (CP: 9,5s +/- 1,7,
DT: 41,9 +/- 4,9, p=<0,0001). Os dados do desempenho dos animais nos trés dias do

teste da memdria operacional estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Curvas de Aprendizagem e Memodria Espacial Operacional e de
Referencia, expressos como laténcia para encontrar a plataforma.

Aprendizado e Memdria operacional: 3 primeiros dias, com 3 tentativas (T1, T2 e T3)
por sessdo. A 12 tentativa refere ao aprendizado da nova posic¢do da plataforma em cada
sessdo, seguida de 2 tentativas, testes de memoria operacional. ANOVA MR, mostrou
efeito significativo da DT, das tentativas e interacéo.

Testes post hoc (Sidak), comparando CP vs DT, com os dados do 1° Dia= *** p=0,0001
(T3); 2° Dia= * p=0,0040 (T2) e *** p<0,0001 (T3); 3° Dia= *** p<0,0001 (T2 e T3).
Aprendizado e Memoria de Referéncia: 4° dia até o 8° dia. O desempenho é expresso
como a media de 4 tentativas por sessdo. ANOVA MR, ANOVA MR, mostrou efeito
significativo da DT, das sessOes e interagéo.

Testes post hoc (Sidak) mostraram: Intergrupo 4° dia ** p=0,0003 ** Intragrupo: (grupo
DT) 4° Dia vs. 5° Dia p=0,0003; 4° Dia vs. 6° Dia p=0,0002; 4° Dia vs. 7° Dia p<0,0001 e
*** 4% Dia vs. 8° Dia p<0,0001. Intragrupo (grupo CP): ndo existe diferenca entre as
sessdes (p>0,05). As linhas horizontais indicam SEM.

136



Eficiéncia na aquisicéo da tarefa: Memdria Operacional

Ainda em relacdo a memoria operacional, analisamos os efeitos da DT sobre o
desempenho dos animais expresso em distancia percorrida em cada tentativa e a sua
relacdo com o melhor caminho a percorrer (distancia ideal). Esta medida representa um
indice da eficiéncia em relagdo ao caminho percorrido pelo animal para ir da primeira
posicao (Inicio) até a ultima posicdo (alvo=refor¢co=plataforma). Quanto mais proximo
de 1 (um) melhor o desempenho ou eficiéncia do animal (eficiéncia ideal), indicando
que o animal se moveu em linha reta. O desempenho dos animais dos dois grupos (CP

e DT, expressos como “Eficiéncia” estdao apresentados na Figura 23.

Como relatado acima, para os dados expressos em laténcia (s), observamos uma
melhora (menor laténcia) significativa no desempenho dos animais ao longo das
tentativas de um dia/sessdo, que também pode ser expresso como a inclinacdo da reta,

guanto maior a inclinacdo melhor o desempenho.

Para o desempenho expresso em “Eficiéncia”, as analises estatisticas mostraram,
para o 1° dia, efeito significativo do tratamento/DT (F(1,15=8,830 P=0,0082), tendéncia
para o efeito do tempo/tentativas (F(,36=2,727 P=0,079) e efeito de interagdo entre
Tratamento/DT X tentativas/Tempo (F(36=4,168 P=0,0235). Compara¢des multiplas
(teste Sidak) mostram diferenca entre os grupos na 3% tentativa (p=0,0013) com
inclinacdo da reta para o grupo CP de a=0,1661, e proximo de 0 (a=-0,020) para 0s
animais do grupo DT. No segundo dia, observamos efeitos semelhantes aos encontrados
no 1° dia, com efeitos significativos dos tratamento/DT (F(;33=11,46 P=0,0018), e das
tentativas/tempo  (F266=15,96 P<0,0001) e interagdo entre Tratamento X
Tentativas/Tempo (F2,66=3,538 P=0,0347). Neste caso, comparando com o 1° dia, uma

alteracdo na inclinagéo da curva (a=-0,019 + 0,006) para os animais do grupo DT e para
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o grupo CP (a= 0,166 % 0,026). Houve uma maior diferenca entre os grupos na 32
tentativa, p=0,0002, com valor 2x maior para os animais do grupo CP em comparagéo
ao grupo DT. Semelhante aos resultados das sessdes anteriores (1° e 2° dias), no 3° dia
também foi observado efeitos significativos do Tratamento/DT (F,33=29,18 P<0,0001)
e das Tentativas/Tempo (F(,66=6,438 P=0,0028). Ocorreu interacdo significativa entre
Tratamento/DT e Tentativas/Tempo (F,66=6,069 P=0,0038). O teste Sidak mostra
diferencas significativas a partir da 22 tentativa, com valores 3x maiores para 0 grupo
CP comparado com o DT, p=0,0004 e, acima de 3,5x na 3? tentativa, quando CP ¢
comparado com DT, p<0,0001. No 3° dia, a inclinagéo para o grupo CP foi a= 0,192 +

0,05 e para o grupo DT a=0,0033 + 0,0007. (Figura 23).
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Figura 23: Curvas do Desempenho dos animais no Teste de Memdria Operacional,
expressos como “Eficiéncia”, Média +/- SEM, para cada grupo CP e DT, nas trés

tentativas de cada dia/sessao.

Eficiéncia= razdo entre a distancia em linha reta da primeira posi¢ao (inicio) e a dltima
posicdo (alvo=plataforma) pela distancia total percorrida pelo animal, para cada tentativa.
E= distancia ideal/ distancia total percorrida, quanto mais proximo de 1, melhor o
desempenho. Linha pontilhada vermelha = Grupo DT e linha verde = animais do grupo

CP.

Aprendizado e Memdria de Referéncia e Extingéo

Treino em tarefa de memdria de referéncia: um dia apds o teste da memoria

operacional (curso prazo), resultados acima, 0s animais foram submetidos a tarefa de

Aprendizado e Memoria de Referéncia (longo prazo),
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consecutivas, uma por dia. Como descrito em Material e Métodos, cada sessdo foi
constituida de 4 tentativas, mantendo a plataforma sempre no mesmo local (quadrante
alvo) durante as 5 sessoes.

A figura 22 apresenta também as Curvas de Aprendizado e memoria espacial de
referencia dos animais dos dois grupos experimentais, DT e Controle Pareado na tarefa
do LAM. O desempenho dos animais esta expresso em laténcia (s). ANOVA 2 fatores
MR (Tratamento e Dias/tempo) mostra efeitos significativos da deficiéncia de tiamina
(F(1,34)=7,569 P=0,010) e também para o fator tempo (Dias) (F(4,136)=12,09
P<0,000) no processo de aprendizagem espacial. Houve interacédo significativa entre 0s
fatores Tratamento/DT e Dias/Tempo (F(4,136)=3,498 P=0,009). O teste post hoc Sidak
mostrou diferenca intergrupos no 4° e no 6° dia, de quase 2,5 vezes a mais para 0 grupo
DT (4° Dia: 36,46 +/- 4,7 e 6° Dia: 22,23 +/- 3,7) em comparagdo com grupo CP (4°
Dia: 17s +/- 2,8 e 6° Dia: 10s +/- 1,4, p=0,0003 e p=0,031), respectivamente. A analise
intragrupo (grupo DT) entre 4° Dia vs. 5° Dia p=0,0003; 4° Dia vs. 6° Dia p=0,0002; 4°
Dia vs. 7° Dia p<0,0001 e 4° Dia vs. 8° Dia p<0,0001. Intragrupo (grupo CP): ndo houve
diferenca estatistica entre as sessdes (p>0,05). (Figura 22).

Como mencionado acima, no primeiro dia do treino da tarefa de “Memoria de
Referéncia”, observa-se uma diferenca significativa p=0,0003 entre o desempenho dos
animais do grupo CP e os animais do grupo DT, indicando que os animais do grupo CP
apresentam um desempenho significativamente melhor comparado aos animais do
grupo DT desde o primeiro dia do treino. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato
dos animais terem sido previamente expostos ao LAM, durante os trés dias do teste da
Memoria Operacional. Ou seja, tiveram uma oportunidade prévia de aprender a regra da
tarefa. A diferenca observada na 1% sessdo, indica que os animais do grupo CP

“lembraram” da regra e, portanto, iniciaram a tarefa com bom desempenho. No entanto,
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0s animais deficientes, ndo “lembraram” as regras da experiéncia anterior e iniciaram o
treino como se estivessem sido colocados pela primeira vez no LAM. Isto pode
explicar o fato da curva de aprendizado dos animais controles (CP), diferentemente dos
animais deficientes (DT), ndo indicar mudancas significativas no desempenho, ao longo
do tempo. Ou seja, quando se compara os dados obtidos entre as sessdes. Esses

resultados serdo melhor discutidos na se¢éo Discusséo.

Teste comprobatorio e Extingdo: Um dia ap6s o ultimo dia do treino, ou seja,
no sexto dia, os animais foram submetidos ao teste comprobat6rio para avaliar a
Memoria de Referéncia e a Extingcdo do comportamento aprendido. Conforme descrito
na secdo Material e Métodos, os animais foram deixados durante 2 minutos no LAM
sem a presenca da plataforma. No primeiro minuto do tempo (60s dos 120 s totais), 0
desempenho dos animais foi registrado para avaliar a memdria, atraves das medidas de
guanto tempo o animal permanecia nadando no quadrante alvo (NW) e quantas vezes

cruzava o local onde se encontrava a plataforma durante o treino.

No segundo minuto do teste as medidas do desempenho foram utilizadas para
avaliar a extincdo do comportamento, considerando que o animal na auséncia do reforco
(plataforma), deveria extinguir o comportamento aprendido e procurar a plataforma em
outro local. Os dados do teste comprobatdrio sdo expressos em (i) laténcia (s) ou (ii)

numero de vezes que o animal cruza o local onde estava a plataforma durante o treino.
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Dados do Teste Comprobatdrio expressos em Laténcia (S)

A figura 24 painéis A e B apresenta os dados da memoria de referéncia e a
extincdo do comportamento, respectivamente. Para os dados da Memoria de
Referéncia, ANOVA com 2 fatores (tratamento e quadrante) ndo mostrou efeito
significativo do tratamento/DT (F(1,128)24,376'5 P=0,9947), mas ocorreu efeito
significativo do quadrante (preferéncia pelo quadrante, Fz12¢)=34,42 P<0,0001) durante
0 primeiro minuto do teste (Memoria de Referéncia). O teste de comparag¢Ges maltiplas
(Teste de Turkey) indicou que os animais do grupo DT apresentaram diferencas
significativas na preferencia pelos quadrantes, nas seguintes comparagdes: NW vs SE,
p<0,0001; NW vs NE, p<0,0001; SE vs SW p=0,0005; NE vs SW p<0,0001. Nao houve
diferenca significativa entre: NW vs SW, p=0,43. Para o grupo CP: NW vs SE
p<0,0001; NW vs NE p<0,0001e NW vs SW p=0,0026. N&o houve diferenca
significativa para as seguintes comparagdes: SE vs SW, p=0,16 e NE vs SW p=0,051.
(Figura 24 — Painel A). As comparac¢6es enre grupos (CP e DT) foram NW p=0,86; SE

p>0,99; NE p=0,96; SW p=0,43 (Teste de Sidak).

Dados referentes a Extingcéo, segundo minuto do teste comprobatorio, ANOVA
(tratamento X quadrante) ndo mostrou efeito significativo do tratamento/DT
(F(1,128)28,565'5 P=0,9926), mas mostrou efeito significativo na preferéncia por
quadrante (F(128=25,85 P<0,0001). Nos testes de comparacdes multiplas (Teste
Tukey), verificamos que os animais do grupo DT apresentaram diferencas significativas
na preferéncia pelos quadrantes, nas seguintes comparacdes: NW vs SE p<0,0001; NW
vs NE p<0,0001; SE vs SW p=0,0006 e NE vs SW p=0,0009. Os animais do grupo CP
apresentaram diferencas significativas entre 0s quadrantes, nas seguintes comparacoes:
NW vs SE p=0,0028; NW vs NE p<0,0001, e NE vs SW p=0,0005. N&o houve diferenca

significativa para SE vs SW, p=0,052 (Figura 24 — Painel B). As comparag0es entre
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grupos (CP e DT) foram NW p=0,97; SE p=0,74; NE p=0,95; SW p>0,99 (Teste de

Sidak).

Primeiro Minuto Segundo Minuto

Figura 24: Dados do Teste Comprobatorio, expressos em laténcia (Média +/- SEM):
Memoria de Referéncia (Painel A, 1° min) e Extingéo (Painel B, 2° min).

Preferéncia pelo quadrante alvo (NW) para ambos os grupos (DT n=19; CP n=15). =
tempo de permanéncia nos quadrantes. NW tracejado corresponde ao quadrante alvo, no
qual a plataforma se encontrava durante o treino. SE: Quadrante oposto, SW: quadrante
adjacente esquerdo NE: quadrante adjacente direito.

Memodria de Referéncia (Painel A):

CP: NW vs SE p<0,0001; NW vs NE p<0,0001 e NW vs SW p=0,0026. N&o houve diferenca
significativa entre: SE vs SW, p=0,169; NE vs SW p=0,050.

DT: NW vs SE, p<0,0001; NW vs NE, p<0,0001; SE vs SW p=0,0005; NE vs SW p<0,0001. Nao
houve diferenca significativa entre NW vs SW, p=0,430.

Extingdo (Painel B):

CP: NW vs SE p=0,0028; NW vs NE p<0,0001, e NE vs SW p=0,0005. N&o houve diferenca
significativa para SE vs SW, p=0,052 e nem para NW vs SW p=0,7609.

DT: NW vs SE p<0,0001; NW vs NE p<0,0001; SE vs SW p=0,0006 e NE vs SW p=0,0009. Nao
houve diferenca significativa entre NW vs SW p=0,329
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Dados do Teste Comprobatdrio expressos em numero de vezes que o animal cruza o

local onde se encontrava a plataforma durante o treino

ANOVA 2 fatores (Tratamento x tempo), dos dados expressos como nimero de
vezes que os animais cruzam o local onde se encontrava a plataforma durante o treino
(plataforma alvo=NW), mostrou que ndo houve efeito significativo do tratamento/DT
(F1,32=0,2449 P=0,6241), mas houve efeito significativo do tempo (F(,32=6,469
P=0,0160). Esses dados estdo apresentados na Figura 25. Post hoc (Teste de Fisher)
mostrou reducdo significativa do nimero de cruzamentos no 2° minuto, para 0s animais
do grupo CP, 38% menor em relagdo ao 1° minuto, p=0,05. A comparacéo entre 0 1° e
2° minuto para os animais do grupo deficiente ndo mostrou diferenca significativa, CP ,
p= 0,05 e DT, p=0,12, indicando um possivel déficit na capacidade de extincdo dos

animais do grupo DT.

144



= CH
e DT

encontrava a Plataforma
a3
[

N°® de vezes que o animal
cruza o local onde se

Figura 25: Dados do Teste Comprobatorio, expressos como a quantidade de vezes
que o animal cruza o local onde se encontrava a plataforma (posi¢do da plataforma
durante o treino), Média +/- SEM.

Nao houve efeito significativo do tratamento/DT (F132=0,25, p=0,624), mas houve efeito
significativo do tempo (F3,=6,47, p=0,016),. Resultados do teste post hoc (Fisher) para
comparacdes entre 0 1°min x 2° min: CP, p= 0,05 e DT, p=0,12. As linhas horizontais
sobre as barras indicam SEM.

Dados Comportamentais do Experimento 1V: ratos Sprague Dawley

Memadria Espacial Operacional

O perfil geral da curva do desempenho dos animais Sprague Dawley (Figura
26) é semelhante ao encontrado para os ratos Wistar (Figura 22). Os ratos Sprague
Dawley aprenderam a tarefa espacial e 0s animais deficientes apresentaram um certo
atraso no aprendizado e nos testes de memoria operacional. Contudo, na avaliagdo do
desempenho dos animais Sprague Dawley, ANOVA MR (tratamento/DT X

tentativas/tempo) ndao mostrou efeito significativo da DT [F17=0,01787 P=0,8952],
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tentativas F(234=0,9515 P=0,3962; e nem efeito de interagédo F34=0,7407 P=0,4843,
para o desempenho no 1° dia.

No 2° dia ndo observamos efeito de tratamento/DT F(1,17=0,3511 P=0,5613, mas
observamos efeito de tentativas F(2,34)=4,010 P=0,0273 e interacdo dos fatores
(tratamento X tentativas) F34=3,418 P=0,0444. Teste post hoc mostrou que, enquanto
0s animais do grupo CP apresentaram melhora no desempenho ao longo das tentativas
53,33s +/- 4,45 na 12 e 53,50s +/- 6,5 na 22 (T1 vs T2, p=0,99) e 31,17s +/- 3,1, na 3°
(T1 vs T3, p=0,022 e T2 vs T3, p=0,021), os animais do grupo DP n&o melhoraram o
desempenho: de 56,0s +/- 3,9 na 1% 44,11 +/- 6,8 na 2° tentativa (T1 vs T2, p=0,194) e
48,9 +/- 5,3 na 3% tentativa (T1 vs T3, p=0,547 e T2 vs T3, p=0,756).

No 3° dia/sessdo, novamente ndo observamos efeito de tratamento F(; 17=0,1418
P=0,7112, tentativa F(34=0,3378 P=0,7157 e nem interagdo das variaveis F34=2,135
P=0,1338.

Na analise dos dados do 4° dia, ndo observamos efeito de tratamento
F@17=2,035 P=0,1718; mas observamos efeito em relagdo as tentativas F34=9,809
P=0,0004 e auséncia de intera¢éo (tratamento DT x tentativas) F 34=0,3750 P=0,6901.
Teste post hoc Tukey's mostrou diferenca entre a 12 vs 22, com reducdo 56% (p=0,011) e
diferenca entre a 12 vs 3% com reducdo 50% (p=0,024) (12 tentativa = 43s), para 0sS
animais do grupo CP. Os animais do grupo DT apresentaram diferenca apenas entre a 12
vs 3%, com reducdo 37% (p=0,0310) e tendéncia a uma diferenga entre 12 vs 22 com

reducdo 32% (p=0,070) (12 tentativa = 47s) (Figura 26).
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Aprendizado e Memoria Espacial de Referéncia e Extincéo

Treino em tarefa de memdria de referéncia: Em relacdo a memdria de
referéncia, como ja destacado anteriormente, foram realizadas 5 sessfes consecutivas
(uma por dia) com plataforma fixa, denominado como periodo de aprendizado.
Observamos uma tendéncia para o efeito de tratamento, F 17y=3,947 P=0,0633, efeito
significativo para a variavel dia/tempo, F5=6,288 P=0,0002 e auséncia de efeito de
interacéo, Fe8=0,72 P=0,581. Teste post hoc (Sidak) mostrou que para os animais do
grupo CP, ndo existem diferencas entre os dias (5, 6, 7, 8 e 9, p>0,05). Como para 0s
animais Wistar, esse achado pode ser explicado devido a experiéncia previa dos animais
em relacdo a tarefa (encontrar uma plataforam submersa). No entanto, o grupo DT
mostrou diferenca entre os dias 5 vs cada um dos trés Gltimos dias de aprendizado (7°,
8° e 9° dias), com reducédo de 55% na laténcia. Desempenho entre o dia 5 vs dia 7,
p=0,0077; dia 5 vs dia 8, p=0,0035; dia 5 vs dia 9, p=0,0067. Detalhes na Discussé&o.

(Figura 26).
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Figura 26: Curvas de Aprendizagem e Memoria Espacial Operacional e de
Referencia, expressos como laténcia para encontrar a plataforma.

Aprendizado e Memoria operacional: foram realizados nos 4 primeiros dias, com 3
tentativas (T1, T2 e T3) por sessdo. A 12 tentativa refere ao aprendizado da nova posicao
da plataforma por sessdo, seguida de 2 tentativas como testes de memaria operacional.
ANOVA MR, ndo mostrou efeito significativo da DT, nem das tentativas e nem interagéo
para os 1° e 3° dias. Testes post hoc (Sidak) com os dados do 2° Dia: * p=0,022 (T3); 4°
Dia: *p=0,031 (T3).

Aprendizado e Memoria de Referéncia: Do 5° dia até o 9° dia. O desempenho é
expresso como a média de 4 tentativas por sessdo. ANOVA MR, ndo mostrou efeito
significativo da DT, apenas uma tendéncia (p=0,06). Houve efeito das sessdes e auséncia
de interagdo. Testes post hoc (Sidak) mostraram: Intragrupo: (grupo DT) 5° Dia vs. 7° Dia
p=0,008; 5° Dia vs. 8° Dia p=0,04; 5° Dia vs. 9° Dia p=0,007. As linhas horizontais
indicam SEM.
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Dados do Teste Comprobatdrio expressos em numero de vezes que o animal cruza o

local onde se encontrava a plataforma durante o treino

ANOVA 2 fatores (Tratamento x tempo), dos dados expressos como ndmero de
vezes que os animais cruzam o local onde se encontrava a plataforma durante o treino
(plataforma alvo=NW), observamos efeito apenas em relagdo do tempo, F34=9,366,
P=0,0006 e; auséncia de efeito de tratamento, F(17=0,5945, P=0,4513 e; interacdo,
F(2,34=0,08, P=0,925. O teste Post hoc (Fisher) mostrou redugdo no desempenho tanto
no 2° como 3° minutos, para ambos 0s grupos em relagdo ao 1° minuto de cada grupo
respectivamente. Em média 4 e 3,5 vezes menores, respectivamente. Animais do grupo
CP apresentaram maior reducdo (50%) no 3° minuto (p=0,0084) e 44% no segundo
minuto (p=0,0196). O grupo DT, tanto no 2° min quanto no 3° min, apresentou uma

reducdo de 47%, comparado com o primeiro minuto (p=0,0111). (Figura 27).
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Figura 27: Dados do Teste Comprobatorio, expressos como a quantidade de vezes
que o animal cruza o local onde se encontrava a plataforma (posi¢do da plataforma
durante o treino), Média +/- SEM.

Nao houve efeito significativo do tratamento/DT (F117=0,59, p=0,451), mas houve efeito
significativo do tempo (F(134=9,37, p=0,001). Resultados do teste post hoc (Fisher) para
comparacdes entre 0 1°min x 2° min: CP, p= 0,019 e DT, p=0,01. As linhas horizontais
sobre as barras indicam SEM.

Estudos Histologicos e Neuroquimicos

Concentracdes de tiamina e isoformas fosforiladas:

Uma das questdes levantadas em nosso estudo foi se o nivel de tiamina e suas
formas fosforiladas nas trés regides cerebrais, CPF, tdlamo e hipocampo, teriam algum

papel na diferenga de suscetibilidade observada por outros autores e pelo nosso grupo,

150



aos efeitos da deficiéncia de tiamina. A selecdo das trés regides foi baseada em alguns
critérios, como papel central no tipo de tarefas comportamentais as quais 0s animais
foram submetidos (cognicdo espacial em termos gerais=hipocampo (H); memoria
operacional =CPF e hipocampo e; extin¢cdo do comportamento= CPF e hipocampo) e
na diferenca de susceptibilidade, aos efeitos da deficiéncia, entre essas regides: Talamo
(T), sendo mais susceptivel-lesdes morfoldgicas e CPF e H, sendo comparativamente
ao T, menos susceptivel. Tendo como base este questionamento, buscamos averiguar
possiveis diferencas nos niveis dessas moléculas nas condi¢des controle (grupo controle

pareado) e na deficiéncia de tiamina em diferentes estagios.

1. Amostras do CPF, H e T coletadas no tempo T1=10° dia do episddio de DT
Todos os dados estéo apresentados na Tabela IV.

ANOVA (2x4: tratamento/DT x componentes: T, TMP, TDP, TTP)

CPF: ANOVA (2x4) mostrou efeito significativo da deficiéncia de tiamina
(F124=57,12 P<0,0001) nos niveis de T, TMP, TDP e TTP no CPF, no estagio
intermediario do episddio de DT (10° dias de deficiéncia=T1). Testes post hoc (Sidak)
mostraram, com exce¢do do TTP (p>0,05), alteracdes significativas nos niveis de TMP
p<0,0001 e TDP (p=0,0002), indicando diminui¢do de 76% de cada uma delas, no
grupo PTD-I. As concentracdes de tiamina ndo foram possiveis de serem detectadas,

devido a alta concentracdo, com saturacdo do detector do HPLC.

Hipocampo: ANOVA (2x4) também mostrou efeito significativo da deficiéncia
de tiamina (F(1,24=9,975 P=0,0042), dos componentes (F24=11,66 P<0,0001) e

interacéo entre tratamento/DT x componentes (F24=4,101 P=0,0175) no estagio
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intermediario do episédio de DT (10° dias de deficiéncia=T1). Observa-se uma reducéo
de 75% entre as formas fosforiladas (TMP+TDP) no grupo PTD-I comparado ao grupo
CP. Testes post hoc (Sidak), comparando o nivel de cada componente entre 0s dois
grupos, PTD-1 e CP, mostra uma diferenca significativa (p=0,0005) apenas nas
concentragcdes da tiamina, 25% comparado ao controle. Para os demais componentes
ndo houve diferencga significativa entre os dois grupos, em vista da alta variabilidade dos

valores.

Talamo: ANOVA (2x4) ndo mostrou efeito do tratamento/DT (F(124=0,008303
P=0,9282), nem dos componentes [F324=2,674 P=0,0700)] e nem interacéo
Fs24=1,289 P=0,3010, no estagio intermediario do episédio de DT (10° dias de

deficiéncia=T1).

2. Amostras do CPF, H e T coletadas no tempo T2=14° dia do episodio de DT
= Todos os dados estdo apresentados na Tabela IV.

ANOVA (2x4: tratamento/DT x componentes: T, TMP, TDP, TTP

CPF: ANOVA (2x4) ndo mostrou efeito do tratamento/DT F124=0,05679 P=0,8137
houve efeito significativo dos componentes F324=6,012 P=0,0033 e ndo houve efeito

de interagéo F(s24=0,5982 P=0,622.

Hipocampo: ANOVA (2x4) mostrou efeitos significativos do tratamento/DT

(F1,24=42,52 P=<0,0001), do componente F.4=14,33 P<0,0001 e interagdo do

tratamento/DT e componentes F324=6,149 P=0,0030.
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Comparando as formas fosforiladas (TMP+TDP) entre os grupos CP e DT, observa-se
uma reducdo de 84% nos animais deficientes comparado aos animais controles. Testes
post hoc (Sidak) mostraram diferencas significativas nos niveis de TMP (p=0,0001) e
TDP (p<0,0001) quando se compara os grupos CP e DT. Por outro lado, néo se verifica

diferenca significativa paraa T (p=0,058) e TTP (p>0,999).

Talamo: ANOVA (2x4) mostrou efeitos significativos do tratamento/DT F;24=13,71
P=0,0011, do componente F24=6,521 P=0,0022 e interacdo do tratamento/DT e
componentes Fs24=3,227 P=0,0403.

Comparando as formas fosforiladas (TMP+TDP) entre os grupos CP e DT, observa-se
uma reducdo similar ao hipocampo, ou seja, de 84% nos animais deficientes comparado
aos animais controles. Testes post hoc (Sidak) mostraram diferenca significativa nos
niveis de T (p=0,001), quando se compara os grupos CP e PTDII-4h. Por outro lado,
ndo se verifica diferenca significativa para a TMP (p=0,67) e TDP (p=0,26) e TTP

(p>0,999).

3. Amostras do CPF, H e T coletadas no tempo T6=52° dia apds tratamentos
(episodio de DT, recuperacdo e LAM): grupo DT, ap6s 4h do aparecimento
dos sinais neuroldgicos e ap6s 30 dias de recuperacdo e LAM. Todos o0s
dados estéo apresentados na Tabela IV.

ANOVA (2x4: tratamento/DT x componentes: T, TMP, TDP, TTP

CPF: ANOVA (2x4) ndo mostrou efeito do tratamento/DT F(1,24=0,08762 P=0,7698,
houve efeito significativo dos componentes F324=97,79 P<0,0001 e ndo houve efeito

de interacéo F324)=0,5843 P=0,6311, no estagio grave, recuperacéo e apos LAM .
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Hipocampo: ANOVA (2x4) ndo mostrou efeito do tratamento/DT F(1,24=0,002539

P=0,9602, houve efeito significativo dos componentes F24=73,22 P<0,0001 e nédo

houve efeito de interagdo F(324=0,04255 P=0,9880. no estagio grave, recuperagéo e

apos LAM

Talamo: ANOVA (2x4) ndo mostrou efeito do tratamento/DT F(; 24=0,3602 P=0,5540,

houve efeito significativo dos componentes F24=393,1 P<0, e ndo houve efeito de

interacdo F(324=0,1402 P=0,9349. no estagio grave, recuperagdo e ap6s LAM

Tabela IV: Tiamina e derivados (CPF, He T)

112 Dia

Durante episédio TD

Cortéx Pré Frontal
14 - 15 Dia

Ultimo dia episédio TD

542 Dia

4 semnas de recuperagao

cp
TTP

TDP

TMP

B1

DT

TTP

TDP

T™MP

B1

57,88 + 16,23

23.735,37 £ 3071,31

23.229,86 + 3338,41

9.525,78 £ 3702,45

370,78 + 178,94

8.821,12 +1250,43

2.041,00 + 264,55

Detector sautrado

(0,10)

(41,97)

(41,08)

(16,85)

(3,30)

(78,53)
a

(18,17)
b

62,84 + 7,24
40.444,25 + 4394,63
21.746,97 + 3976,09

81.714,93 + 23317,10

2,81+281
10.553,85 + 1062,04
1.371,27 + 312,08

114.858%3 + 67971,81

(0.04) 77,00 +10,11
(28,09) 23.252,63 + 978,97
(15.10) 17.849,98 + 455,83
.
(36.76) 5.242,85 + 1058,73
(0,00)
82,81 +4,94
(8,32)
25.400,91 + 3728,75
(1,08)
19.041,50 + 2258,50
(90,59)

3.271,69 + 519,00

(0,16)

(50,09)

(38,45)

(11,29)

(0,17)

(53,14)

(39,84)

(6,84)




CcP

DT

TIP

TDP

T™MP

B1

TIP

TDP

T™MP

B1

112 Dia

Durante episédio TD

Hipocampo
14 - 15 Dia

542 Dia

Ultimo dia episédio TD

4 semnas de recuperagdo

(0,05)
28,16 + 6,99
(15,92)
9.478,04 + 937,30
(11,84)
7.053,07 +692,19
(72,19)
42.990,56 + 13267,21
(0,00)
0+0
(20,98)
3.153,79 + 416,16
g
(6,49)
975,50 + 77,27 h
(72,53)

10.901,47 + 4597,86 |
C,

40,31 +£5,22

12.251,27 + 763,63

9.110,52 + 1219,39

7.880,03 + 2906,97

0+o0

3.084,98 + 203,48

482,76 + 80,27

3.394,87 + 1071,74

(0,14)

(41,84)

(31,11)

(26,91)

(0,00)

(44,31)
d,i
(6,93)
ej
(48,76)

m

51,88 +19,38

8.558,83 + 1039,47

7.252,67 + 722,44

1.198,36 + 181,89

29,55 + 3,49

8.606,52 + 1110,09

7.543,96 + 1105,89

983,81 + 124,83

(0,30)

(50,16)

(42,51)

(7,02)

(0,17)

(50,14)

(43,95)

(5,73)
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112 Dia

Talamo
14 - 15 Dia

Durante episédio TD

Ultimo dia episédio TD

542 Dia

4 semnas de recuperagao

cp
TTP
(0,00) (0,54) (0,13)
00 598,47 + 517,87 64,65 + 5,36
TDP
(39,31) (27,42) (51,44)
25.450,55 + 3238,72 30.293,89 + 1339,91 25.309,62 + 637,53
TMP
(26,15) (14,19) (38,40)
16.929,68 + 2652,43 15.683,48 + 750,57 18.895,69 + 852,64
B1 !
: (34,54) (57,85) (10,03)
: 22.358,77 +18391,48 63.916,03 + 24708,24 4,936,45 + 938,37
DT
(0,00) (0,03) (0,15)
TTP 00 4,63 + 4,63 73,74 +9,93
(14,12) (37,99) (53,01)
TDP 9.668,79 + 825,49 6.915,51 + 293,38 25.327,44 + 1585,25
(3,15) (5,03) (38,35)
T™MP 2.156,51 + 251,82 915,57 +62,78 18.319,41 + 1061,04
82,74) (56,95) (8,48)
B1 56.668,4 + 36623,70 10.364,98 + 2814,29 4.053,89 + 200,00
nmols/g de tecido (média + SEM)
Entre parénteses foram expressos as porcentagens de tiamina e seus derivados.
CPvs.DT
a p=0,0002 p=0,0005 e p=0,0600
b p<0,0001 p=0,0001 f p=0,0010
DT (119 diavs. 542 dia /
149 -15¢2 dia vs. 542 dia)
g p=0,0338 i p=0,0082 | p=0,0023
H  p=0,0311 j  p=0,0042 m  p<0,0001
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Niveis de célcio livre

Como mencionado na Introducdo do presente trabalho, o conhecimento dos
efeitos da DT sobre os niveis desse ion nos diferentes tecidos (CPF, H e T) pode
contribuir para o entendimento dos mecanismos relacionados aos efeitos distintos da
deficiéncia nesses tecidos. Essa ideia foi sustentada por conhecimentos prévios sobre o
envolvimento do calcio em uma das vias de morte celular.

Os dados das concentragdes de célcio livre em amostras do CPF, H e T, obtidas
dos animais dos grupos CP, e DT nos tempos T1 e T2 e T6. Portanto, a avaliacdo foi
realizada em trés momentos diferentes da DT: no tempo T1 (10° dia do episédio de
DT), T2 (ultimo dia do episddio de DT) e T6 (ap6s periodo de recuperacdo/LAM).
Os dados foram analisados pelo método ANOVA-two way, fatorial 2 x 3, onde 0s

fatores foram: Dieta (CP e DT) e “Periodo” (T1, T2 e T6). °Vide Nota I.
CPF:

Foi observado efeitos significativos da DT (F(,32=5,68, P=0,023); do Periodo
(Fa,34=7,51, P=0,002) e auséncia de interagdo (F(,34=1,75 P=0,189). (Figura 28 —

Painel A)

Testes Post hoc (Fisher) mostraram um aumento de ~208% (p=0,018) nos niveis de
célcio, dos animais do grupo DT (0,645 +/- 0,14, ug Ca**/mg de tecido) comparados

com os animais do grupo CP (0,310 +/- 0,02, pug Ca*?/mg de tecido), no tempo T2.

Nos tempos T1 (p=0251) e T6 (p=0,80) ndo houve diferencas significativas.

> Nota I: Como ndo foi observada diferenca significativa entre os dados dos niveis de
célcio nas amostras CP coletadas nos trés diferentes tempos (T1, T2 e T6) e, além disto,
o tamanho das trés amostras era pequeno, decidimos reuni-las ficando, portanto, com
apenas um grupo controle (Controle Pareado Final). Em vista disto, decidimos
proceder a uma analise ANOVA- one way. Os resultados estdo apresentados no ANEXO e
considerados na Discussao do presente trabalho.
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Teste Post hoc comparando os niveis entre periodos, no grupo DT, mostrou:
Efeitos significativos entre:

*p=0,016, T1 (0,500 +/- 0,12) vs T6 (0,191 +/- 0,03) pg Ca*?/ mg de tecido
*p<0,0001, T2 (0,645 +/- 0,14) vs T6 (0,191 +/- 0,03) pg Ca*?/ mg de tecido
N&o houve efeito significativo entre:

p=0,283, T1 (0,500 +/- 0,12) vs T2 (0,645 +/- 0,14) pg Ca*?/ mg de tecido
Teste Post hoc comparando os niveis entre periodos, no grupo CP, mostrou:
N&o houve efeito significativo entre:

p=0,940, T1 (0,321 +/- 0,11) vs T2 (0,310 +/- 0,02) pg Ca*?/mg de tecido
p=0,254, T1 (0,321 +/- 0,11) vs T6 (0,166 +/- 0,08) ug Ca*?/mg de tecido

p=0,290, T2 (0,310 +/- 0,02) vs T6 (0,166 +/- 0,08) pg Ca*?/ mg de tecido

Hipocampo:

Néo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F(1,29=0,06, P=0,804), e
nem do Periodo (F(29=1,86, P=0,173). Também n&o houve interacdo significativa

(F,29=0,16, P=0,857). (Figura 28 — Painel B)
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Talamo:

Né&o foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F(129=0,01, P=0,904),
nem do Periodo (F(129=3,18, P=0,057) e nem interacéo (F(1,29=0,18, P=0,838). (Figura

28 — Painel C)

Como ANOVA mostrou, no talamo, uma tendéncia (F1,29=3,18, P=0,057) de efeito do
fator “Periodo”, avaliamos se havia uma diferenga entre os periodos (T1, T2 e T6) para

0s grupos CP e DT.
O teste Post hoc Fisher mostrou, para o grupo DT:

p=0,074, T1 (0,132 +/- 0,09) vs T6 (1,75 +/- 0,73) ug Ca/ mg de tecido
p=0,061, T2 (0,31 +/- 0,06) vs T6 (1,75 +/- 0,73) pgCa*¥/mg de tecido

p=0,840, T1 (0,132 +/- 0,09) vs T2 (0,31 +/- 0,06) ug Ca/ mg de tecido

O teste Post hoc Fisher mostrou, para o grupo CP:

p=0,241, T1 (0,254 +/- 0,10) vs T6 (1,30 +/- 0,71) ug Ca/ mg de tecido
p=0,342, T2 (0,46 +/- 0,16) vs T6 (1,30 +/- 0,71) pgCa*¥/mg de tecido
p=0,842, T1 (0,254 +/- 0,10) vs T2 (0,46 +/- 0,16) ug Ca/ mg de tecido
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Figura 28: Niveis de calcio livre (Média +/- SEM, em pg/mg de tecido) no meio
extracelular + citosol, em amostras do CPF (painel A), Hipocampo (painel B) e
Talamo (painel C).

As amostras foram obtidas dos animais do grupo CP e DT em trés tempos distintos: T1
(10 dias do episddio DT), T2 (14 dias do episodio DT- ap6s o aparecimento dos sinais
neurologicos) e T6 (52 dias de tratamento — ap0Os periodo de recuperacdo e LAM).
*p=0,018 no T2. Nao indicado na figura: diferencas significativas entre os tempos T1 vs
T6 (p=0,017) e T2x T6 (p<0,0001) no CPF. No talamo, os valores de “p” indicam apenas
tendéncias de diferencas: T1 vs T6 (p=0,074) e T2x T6 (p=0,061).

Tamanho das amostras:

Grupo CP:
CPF:T1=4,T2=4,T6=7
Hipocampo: T1=4,T2=4,T6=38
Talamo: T1=4,T2=4,T6=8
Grupo DT:

CPF: T1=4,T2=7,T6=14
Hipocampo: T1=4,T2=7,T6=8
Talamo: T1=4,T2=7,T6=8

Atividades das caspases

As determinacOes das atividades cataliticas das caspases 8, 9 e 3/7 foram
realizadas nas trés regides cerebrais (CPF, H e T), em duas situacGes diferentes da

condicéo clinica grave, sem e com periodo de recuperacdo/LAM. Os dados foram
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analisados por ANOVA-two way, fatorial (2 x 2), onde os fatores foram tratamento/DT
e o fator “Periodo”: 14° dia (T2) e 52° (T6).

CPF:

Caspase 8, efeito significativo do tratamento/DT (F 25=6,20, P=0,020) e
Periodo (F1,25=7,61, P=0,011) e auséncia de intera¢éo (F1,5=0,44, P=0,511)

Caspase 9, auséncia de efeitos significativos do tratamento/DT (F125=0,49,
P=0,480); do periodo (F,25=4,20, P=0,051) e interacéo (F(,25=0,001, P=0,97).

Caspase 3/7, efeito significativo do tratamento/DT (F24=11,80, P=0,002) e
auséncia de efeitos significativos de periodo (F(124=0,74, P=0,397) e interacdo
(F(1,24=0,37, P=0,546).

Teste post hoc (Sidak) mostrou efeito significativo da DT sobre a atividade das
caspases 8 e 3/7, apés periodo de 4 semanas de recuperagdo (T6), com reducdo de 14%
(p=0,041) em comparacdo ao grupo CP (atividade de 6,93 em Ln Luminescéncia) e
20% (p=0,007), (CP= 5,00, em Ln Luminescéncia), respectivamente. (Figura 29 —

Painel A).

Hipocampo:

Caspase 8, efeitos significativos do tratamento/DT (F(20=13,11 P=0,002), de
periodo (F1,20=5,65 P=0,028) e auséncia de intera¢éo (F,20=0,36 P=0,553).

Caspase 9, efeitos significativos do tratamento/DT Fq20=9,04 P=0,007,
auséncia de efeitos significativos de periodo (F(120=3,20, P=0,089) e interagdo
(F(1,20=1,25 P=0,278).

Caspase 3/7, efeito significativo do tratamento/DT (F(119=4,40, P=0,049) e
auséncia de efeitos significativos de periodo (F(119=0,66, P=0,436) e interagéo

(F,19=1,80, P=0,196).
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Teste post hoc (Sidak) mostrou efeito significativo da DT sobre a atividade das
caspases 8 e 9, no grupo DT, com redugdo de 12% (p=0,012), em comparacdo ao CP
(=6,24 em Ln Luminescencia) e 21% (p=0,015) em comparag¢do com CP (=6,97 em Ln
Luminescencia), respectivamente. Além disto, para caspase 3/7, observou-se tendéncia
de reducdo de 16% (p=0,051), ap6s periodo de recuperacdo (T6), em comparagdo com

CP tempo T6 (=5,07 em Ln Luminescencia) (Figura 29 — Painel B).

Télamo:

Caspase-8, ndo houve efeitos significativos do tratamento/DT (F23=1,16, P=0,292),
nem do periodo (F123=3,89, P=0,061) e nem interacéo (F,23=0,29, P=0,594).
Caspase-9, ndo houve efeitos significativos do tratamento/DT (F123=2,40 P=0,135),
nem do periodo (F23=0,40, P=0,532) e nem interacéo (F,23=0,56, P=0,463).
Caspase-3/7, ndo houve efeitos significativos do tratamento/DT (F22=1,20, P=0,285),
mas houve efeito significativo do periodo (F,22=6,01, P=0,022) e auséncia de efeito
significativo na interagéo (F(1,22=1,12, P=0,301) .

Teste post hoc (Sidak) mostrou efeito significativo do fator “Periodo” na atividade da
caspase 3/7, dos animais do grupo CP tempo T6 (=4,03 em Ln Luminescéncia) em
relagdo ao grupo CP (=5,65 Ln Luminescéncia), com reducdo de 29% (p=0,051)

(Figura 29 — Painel C).
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Figura 29: Atividades das caspases 8, 9 e 3/7, no CPF, hipocampo e talamo, dos
animais dos grupos CP e DT nos tempos T2 e T6.
Os dados estdo expressos em Ln de luminescéncia (Relative Light Units — RLU, branco
subtraido) que é proporcional a quantidade de enzima ativa (01 unidade de caspase). As
barras de erro indicam SEM.
Tamanho das amostras:
e CPF: Caspase 8, Caspase 9 e Caspase 3/7: CP tempo T5 (n=5), CP tempo T6
(n=9) e DT tempo T5 (n=7) e DT tempo T6, n=8).
e Hipocampo: Caspase 8, Caspase 9 e Caspase 3/7: CP tempo T5 (n=5), CP tempo
T6 (n=4) e DT tempo T5 (n=6) e DT tempo T6, n=8).
e Talamo: Caspase 8, Caspase 9 e Caspase 3/7: CP tempo T5 (n=5), CP tempo T6
(n=7) e DT tempo T5 (n=6) e DT tempo T6, n=8)
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Viabilidade Celular — MTT = Atividades desidrogenases mitocondriais

A viabilidade celular foi avaliada em amostras do CPF, H e T, obtidas dos
animais dos grupos CP, e DT nos tempos T2 e T6. Portanto, a avaliagdo foi realizada
em duas situacdes diferentes DT: no tempo T2 (ultimo dia do episédio de DT) e T6
(periodo de recuperacdo/LAM). Os dados foram analisados pelo método ANOVA-

two way, fatorial 2 x 2, onde os fatores foram: tratamento/DT e “Periodo”.

CPF: Néo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F17)=1,74
P=0,21), nem do Periodo (F(17=2,04, P=0,17) e nem interacéo (F(,17=0,36 P=0,56).

(Figura 30)

Hipocampo: N&o foram observados efeitos significativos do tratamento/DT
(F1.10=0,025, P=0,88), mas houve efeito significativo do Periodo F10=21,42,

P=0,0009. Né&o houve interacéo significativa F(1,10=0,30, P=0,60. (Figura 30)

Talamo: Ndo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F1,18=2,75,
P=0,12), nem do Periodo (F(118=3,80, P=0,07) e nem interagdo (F(,1s=1,14, P=0,30).

(Figura 30)

Testes post hoc (Sidak) mostraram um decréscimo da atividade enzimatica de 27% no
hipocampo dos animais do grupo DT tempo T6 comparado com o grupo DT no tempo
T2 (p=0,0322) e 32% para 0 grupo CP tempo T6 comparado com o CP no tempo

T2(p=0,0088).

Como ANOVA mostrou, no talamo, uma tendéncia (F,18=3,80, P=0,07) de

efeito do fator “Periodo”, avaliamos se havia uma diferenca entre os grupos DT T2 x
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T6. O resultado indica um aumento da atividade das desidrogenages mitocondriais de ~

237% (p=0,09).
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Figura 30: Atividades das desidrogenases mitocondriais

Absorbancia (Abs) /mg de proteina, no CPF, Hipocampo e Talamo. Painel A: dados
apresentados usando a mesma escala para as trés regides. Painel B: dados apresentados
usando escalas diferentes para cada uma das trés regides, propiciando melhor
visualiza¢do dos dados na regido do hipocampo (efeito do fator “Periodo”).

Para cada ensaio foi realizado um branco, utilizando TCA para inativagdo das enzimas.
Nas amostras obtidas dos animais do grupo DT, aumentaram 50% da atividade apds
periodo de recuperacdo e teste comportamental (T4 e ap6s os testes comportamentais) *
p=0,0354. As linhas horizontais sobre as barras indicam SEM.
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Ensaio de Viabilidade celular — Calceina e lodeto de Propidio

O teste de viabilidade celular, avaliada através do método de marcacdo com
fluoréforo (Calceina-AM e lodeto de Propidio - IP) foi realizado em amostras do CPF,
H e T, obtidas dos animais dos grupos CP e DT, coletadas nos tempos T2 e T6.
Portanto, a avaliacdo foi realizada em dois tempos diferentes da evolucéo clinica do
processo de tratamento com DT, incluindo o periodo de recuperacdo: no tempo T2
(ultimo dia do episddio de DT) e T6 (periodo de recuperacdo/LAM). Os dados
foram analisados através do método ANOVA-two way, fatorial 2 x 2, onde os fatores

foram: tratamento/DT e “Periodo”. ®Vide Nota Il.

CPF:

Ndo foi observado efeitos significativos do tratamento/DT (F120=3,47
P=0,078), nem do Periodo (F(20=0,03, P=0,875) e nem interacdo (F20=0,03,

P=0,875) .

No entanto, apos aplicacdo do teste Grubbs, foi detectado um dado outlier no
grupo CP. Com a remocdo deste dado e re-andlise dos dados, utilizando ANOVA,
verificou-se: efeitos significativos do tratamento/DT (F(1,19=4,56 P=0,046), sem
ocorréncia de efeitos significativos do Periodo (F,19=0,02, P=0,877) e nem interacéo

(F,19=0,22, P=0,644).

® Nota I1: Como ndo foi observada diferenca significativa entre os dados de viabilidade
celular (IP-Calceina) nas amostras controles coletadas nos dois diferentes tempos (T2 e
T6) e, além disto, o tamanho das duas amostras era pequeno (n entre 3 e 5), decidimos
reuni-las ficando, portanto, com apenas um grupo controle. Em vista disto, decidimos
proceder a uma analise ANOVA- one way. Os resultados estdo apresentados no ANEXO e
considerados na Discussao do presente trabalho.
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Teste post hoc (Fisher) mostrou tendéncia:

p=0,084 CP (82,42% +/- 11,42) vs DT (158,69% +/- 20,9), tempo T2 (14° dia do

episddio de DT) (Figura 31).
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Figura 31: Imagens representativas (Painel A) e dados quantitativos (Painel B) dos
resultados obtidos com a marcagé@o com IP e Calceina, em amostras do CPF dos
animais dos grupos DT e CP (Controle Pareado).

Painel A: Amostras foram coletadas nos tempos T2 (imagens no topo) e T6 (imagens
inferiores). As fatias foram marcadas com Calceina-AM (fluorescéncia verde) e lodeto de

propidio (fluorescéncia vermelha). As imagens sobrepostas (Merged) mostram dupla
marcacao com estes fluordforos.

Painel B: Percentual (Média +/- SEM) da intensidade de pixels da marcagdo com IP em
relacdo ao grupo controle CP=100%. Estagios T2 (14° dia do episédio de DT) e T6 (52°
dia de tratamento, com recuperacdo-LAM). Tamanhos das amostras: CP (T2), n=5; CP
(T6), n=4, DT (T2), n=7 e DT (T6), n=8

Hipocampo:

CAZ3: Néo foi observado efeitos significativos do tratamento/DT (F(1,18=2,15 P=0,160),

nem do Periodo (F(1,18=1,68, P=0,211) e nem interagao (F(,15=1,68, P=0,212) .

CAL: Néo foi observado efeitos significativos do tratamento/DT (F(1,17=0,05 P=0,820),

nem do Periodo (F1,17)=0,60 P=0,450) e nem interagéo (F,17=0,60 P=0,450).
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A

GD: Néo foi observado efeitos significativos do tratamento/DT (F1,1=1,88 P=0,188),

nem do Periodo (F(1,18=1,67 P=0,212) e nem interagdo (F(18=1,67 P=0,212) (Figura

32).
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Figura 32: Imagens representativas (Painel A) e dados quantitativos (Painel B) dos
resultados obtidos com a marcacdo com IP e Calceina, em amostras de subregides
do HIPOCAMPO, dos animais dos grupos DT e CP (Controle Pareado).

Painel A: Amostras foram coletadas nos tempos T2 (imagens a direita) e T6 (imagens a
esquerda). As fatias foram marcadas com Calceina-AM (fluorescéncia verde) e lodeto de
propidio (fluorescéncia vermelha). As imagens sobrepostas (Merged) mostram dupla
marcagdo com estes fluordforos.

Painel B: Percentual (Média +/- SEM) da intensidade de pixels da marcacdo com IP em
relacdo ao grupo controle CP=100% para trés sub-regides do hipocampo: CA3, CAl e
GD (giro denteado). Estagios T2 (14° dia do episédio de DT) e T6 (52° dia de
tratamento, com recupera¢do-LAM). Tamanhos das amostras: CA3: CP (T2), n=3; CP
(T6), n=4, DT (T2), n=7 e DT (T6), n=8; CAL: CP (T2), n=3; CP (T6), n=4, DT (T2),
n=6 e DT (T6), n=8; GD: CP (T2), n=4; CP (T6), n=4, DT (T2), n=6 e DT (T6), n=8.
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Talamo: N&o foi observado efeitos significativos do tratamento/DT (F(120=1,14,
P=0,298), nem do Periodo (F20=0,03, P=0,872) e nem interacdo (F20=0,00,

P=0,978)

Como ANOVA mostrou, no CPF, uma tendéncia (F,20=3,47 P=0,078) de efeito
do fator “Tratamento/DT”, avaliamos se havia uma diferenga entre os grupos CP vs DT,

N&o houve diferenca estatistica no T2 (p=0,293) e nem no T6 (p=0,442) (Figura 33).

A T2 P Calceina-AM Merged

, cP
Talamo

DT

T6 Calceina-AM Merged
i - -
DT

171



yoN

o

o
1

= CP
= DT

(7% ]

o

o
1

200+

.

% em relagao ao controle (CP)

Y

o

o
1

o

Figura 33: Imagens representativas (Painel A) e dados quantitativos (Painel B) dos
resultados obtidos com a marcacdo com IP e Calceina, em amostras do TALAMO
dos animais dos grupos DT e CP (Controle Pareado).

Painel A: Amostras foram coletadas nos tempos T2 (imagens no topo) e T6 (imagens
inferiores). As fatias foram marcadas com Calceina-AM (fluorescéncia verde) e lodeto de
propidio (fluorescéncia vermelha). As imagens sobrepostas (Merged) mostram dupla
marcagdo com estes fluordforos.

Painel B: Percentual (Média +/- SEM) da intensidade de pixels da marcagdo com IP em
relacdo ao grupo controle CP=100%. Estagios T2 (14° dia do episédio de DT) e T6 (52°
dia de tratamento, com recuperacdo-LAM). Tamanhos das amostras: CP (T2), n=5; CP
(T6), n=4, DT (T2), n=7 e DT (T6), n=8.
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Expressdo Génica

Efeito do tratamento com DT, com ou sem “experiéncia cognitiva”, sobre a expressao

de genes envolvidos na morte neuronal - Exp. IV

Considerando os resultados obtidos nos experimentos anteriores, com medidas
dos niveis de célcio e atividades das caspases, nos quais verificamos que a “experiéncia
cognitiva” no LAM pode alterar esses parametros, decidimos incluir no Exp.IV a
“experiéncia cognitiva” como uma das variaveis independentes, além da deficiéncia de
tiamina. Portanto, o experimento IV se caracteriza como um estudo fatorial 2 x 2, com
os fatores dieta (com e sem DT) e experiéncia cognitiva (com e sem tarefa no LAM). Os
grupos e os tempos, entre paréntesis, nos quais as amostras foram coletadas estdo
descritos a seguir: CP e DT (tempo de coleta: T5), CP-LAM e DT-LAM (tempo de
coleta: T6, ou seja, depois dos animais terem realizado a tarefa). Portanto, 0s grupos
controles pareados CP e CP-LAM, a diferenca entre eles é a execuc¢do ou ndo da tarefa
cognitiva; e grupos deficiente em tiamina, em estagio grave, a diferenca entre eles € a

execucdo ou ndo da tarefa cognitiva.

As amostras foram coletadas nas trés regides do SNC (CPF, H e T), e 0s genes
estudados foram CASP8, CASP9, CASP3/7, AKT1, MAPK8, AMPAl, CACNALC,

NFK[1 e BDNF.

CPF:

N&o foram observados efeitos significativos do tratamento/DT e nem da
“experiéncia cognitiva”/LAM e nem interagao entre esses dois fatores. (Figura 34 -

Painel A)
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CASPS, DT (F(1,35):1,46, P:0,235; LAM (F(1,35):0,01, P:0,942; intera(;éo (F(1’35):1,O4,

P=0,314.

CASP9, DT (F(1’35):1,35, P=0,252; LAM (F(1,35):0,07, P=0,796; interagéo (F(1,35):1,29,

P=0,263.

CASP3, DT (F.s4=0,25, P=0,622; LAM (F134=0,16, P=0,693; interacio (Fu s4=1,01,

P=0,321.

AKT1, DT (Fu35=1,18, P=0,285; LAM (F(135=0,68, P=0,416; interagdo (F35=0,78,

P=0,383.

MAPKS, DT (F,35=1,07, P=0,308; LAM (F(,35=0,04, P=0,850; interacdo (F,35=0,22,

P=0,645.

AMPAL, DT (F(,35=0,33, P=0,573; LAM (F(1,35=1,14, P=0,292; interacéo (F,35=0,92,

P=0,344.

CACNALIC, DT (Fus4=1,66, P=0,207; LAM (Fu134=2,97, P=0,094; interacio

(Fa32=1,15, P=0,291.

NFKRL, DT (F34=1,04, P=0,315; LAM (F(134=0,95, P=0,337; interagio (F(134=0,77,

P=0,386.

BDNF, DT (F(136=0,00, P=0,958; LAM (F(1,35=0,66, P=0,422; interacdo (F,36=0,85,

P=0,364.
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Hipocampo:

De forma similar ao CPF, ndo foram observados efeitos significativos do
tratamento/DT e nem da “experiéncia cognitiva”/LAM e nem interagdo entre esses dois

fatores (Figura 34 - Painel B).

CASP8, DT (F.35=2,53, P=0,121; LAM (F.35=2,98, P=0,093; interacio (F.35=0,00,

P=0,971.

CASP9, DT (F(.35=0,03, P=0,872; LAM (F135=0,05, P=0,831; interacao (F 35=0,06,

P=0,814.

CASP3, DT DT (Fus)=1,58, P=0,217; LAM (F35=0,69, P=0,410; interacdo

(F,35=3,83, P=0,058).

AKT1, DT (Fq,35=0,04, P=0,849; LAM (F(135=0,04, P=0,843; intera¢do (F(35=0,17,

P=0,679.

MAPKS, DT (F1,35=0,03, P=0,868; LAM (F(1,35=2,49, P=0,124; interacdo (F,35=2,20,

P=0,147.

AMPAL, DT (F(,35=0,64, P=0,429; LAM (F(1,35=0,11, P=0,742; interacéo (F35=0,14,

P=0,717.

CACNALC, DT (Fau35=0,00, P=0,966; LAM (Fu35=0,47, P=0,496; interacéo

(Fa.35=0,10, P=0,759.

NFKB, DT (F(1’35):1,08, P=0,306; LAM (F(1,35):0,30, P=0,588:; interagéo (F(1,35)=1,15,

P=0,290.

BDNF, DT (F135=1,06, P=0,310; LAM (F(135=1,03, P=0,318; interacio (F(a5=0,89,
P=0,353.
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Talamo:

Diferente dos tecidos anteriores, o tdlamo apresentou algumas alteracdes na

expressao dos genes, conforme descritos abaixo (Figura 34 - Painel C).

CASP8, ndo houve efeito significativo do tratamento/DT (F(1,35=0,60, P=0,443 e nem
do LAM (F1,35=0,11, P=0,742; e houve efeito significativo da interacdo entre esses dois

fatores (F1,35=9,03, P=0,005.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa entre:

*p=0,014, DT (84,3 %+/-9,2%) vs DT-LAM (124,8 % +/- 10,8).
*p=0,012, CP-LAM (78,9% +/- 8,5) vs DT-LAM (124,8 % +/- 10,8).

Teste post hoc mostrou tendéncia:

p=0,090 CP (111,4% +/- 19,2) vs CP-LAM (78,9% +/- 8,5)

CASP9, ndo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F,35=0,28,
P=0,597; nem do LAM (F,35=0,09, P=0,763; e nem interacdo entre esses dois fatores

(Fa.35=2,58, P=0,118.

CASP3, ndo houve efeito significativo do tratamento/DT (F(1,36=0,45, P=0,508 e nem
do LAM (F1,36=1,48, P=0,231; e houve efeito significativo da interacdo entre esses dois

fatores (F(1,36):6,47, P=0,015.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa

*p=0,02, entre CP (110,1 % +/- 18,4%) vs CP-LAM (71,6 % +/- 9,2%);
*p=0,029 entre CP (110,1 % +/- 18,4%) vs DT (77,2 % +/- 5,1%)
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N&o houve diferenca significativa entre:

p=0,19 entre CP (110,1 % +/- 18,4%) vs DT-LAM (97,2 % +/- 5,7%)

AKT1, ndo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F(1,35=0,16,
P=0,691; nem do LAM (F35=0,10, P=0,749; e nem interacdo entre esses dois fatores

(F(,35=3,11, P=0,087.

MAPKS, ndo houve efeito significativo do tratamento/DT (F 35=1,25, P=0,272 e nem
do LAM (F1,35=0,04, P=0,839; e houve efeito significativo da interacdo entre esses dois
fatores (F(1,35=6,95, P=0,012.  Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas ndo
significativas, que podem ser consideradas tendéncias: p=0,07 entre CP (108,8% +/-
16,7%) vs CP-LAM (82,7% +/- 8,9%) e, um p=0,06 entre DT (74,4 %+/- 6,4%) vs DT-

LAM (96,7 % +/- 4,7%).

AMPAL, nédo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F35=1,20,
P=0,279; nem do LAM (F,35=0,59, P=0,446; e nem interacdo entre esses dois fatores

(F(1,35=2,89, P=0,098.

CACNA1C, nédo houve efeito significativo do tratamento/DT (F35=1,59, P=0,215 e
nem do LAM (Fq35=0,08, P=0,774; e houve efeito significativo da interagcdo entre

esses dois fatores (F,35=5,96, P=0,020.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa:
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*p=0,04, entre DT (72,2 % +/- 7,8%) vs DT-LAM (99,2 % +/- 5,4%).
*p=0,012 entre CP (108,8 % +/- 15,9) vs DT (72,2 % +/- 7,8)

N&o houve diferenca significativa:

*p=0,50 entre CP (108,8 % +/- 15,9) vs DT-LAM (99,2 % +/- 5,4)

NFKR1, ndo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F134=0,83,
P=0,370; nem do LAM (F,34=0,07, P=0,790; e nem interacdo entre esses dois fatores
(F1,324=3,62, P=0,066. Como ocorreu uma tendéncia de interagdo (P=0,066), decidimos
verificar possiveis diferencas, detectadas via teste post hoc (Fisher) entre as variaveis:
diferenca ndo significativa, apenas tendéncia (p=0,09) entre DT (97,3 % +/- 6,5 %) vs

DT-LAM (114,0 % +/- 3,9%).

BDNF, ndo foram observados efeitos significativos do tratamento/DT (F,35=0,40,
P=0,529; nem do LAM (F35=1,00, P=0,324; e nem interagdo entre esses dois fatores

(Fa.35=0,31, P=0,581.
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B Hipocampo
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Figura 34: Dados (Média, em negrito +/- SEM, em italico) da expressdo dos genes
CASP8, CASP9, CASP3, AKT1, AMPA1, MAPKS8, NFKA1, CACNALC e BDNF

Nas trés regides do SNC (Painel A: CPF, Painel B: Hipocampo, Painel C: Talamo e
Painel D: Graficos/Barras genes com diferencas significativas) nos quatro grupos
experimentais: CP e CP-LAM, DT e DT-LAM. As amostras foram coletadas nos

tempos T5 e T6, respectivamente.

Os dados séo expressos em %, normalizados em relacdo ao gene house keeper. (Detalhes
em Material e Métodos). Testes Grubbs (a = 0,05) e post hoc Fisher foram usados para
detectar outliers e comparagdes maltiplas, respectivamente. Representacdes com a cor
vermelha indicam niveis mais altos, e com a cor azul, indicam niveis mais baixos (p

<0,05).
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Efeito do tratamento com DT associado ou ndo ao consumo de etanol sobre a

expressao de genes envolvidos na morte neuronal — Exps. V e VI.

Experimento V:

O experimento V se caracteriza como um estudo fatorial 2 x 2, com os fatores
dieta (com e sem tiamina) e consumo de liquido (com e sem consumo cronico de
etanol). As amostras foram coletadas no 10° dia (T1) ap6s inicio do episddio de DT. Os
grupos experimentais foram: CP, ET, ET-DT e DT. A Unica diferenca entre CP e ET € 0

consumo de etanol, entre CP e DT é a deficiéncia de tiamina.

As amostras foram coletadas nas trés regides do SNC (CPF, H e T), e 0s genes
estudados foram CASP8, CASP9, CASP3, AKT1, MAPKS8, AMPA1l, CACNALC, NFKR1

e BDNF.

CPF:

N&do foram observados efeitos significativos dos tratamentos, DT e ET, e nem
interacdo entre esses dois fatores, para nenhum dos genes analisados nesta regido, com
excecdo dos genes AMPAL e CACNALC, que foram afetados de forma significativa pela

DT. (Figura 35 - Painel A):

CASP8, DT, F(1,3=0,34, P=0,565; ET, F(136=1,15, P=0,290 e interacdo F 35=0,12,

P=0,733.

CASPY, DT, Fu36=1,34, P=0,254; ET, F35=2,03, P=0,163 e interagio F16=0,39,

P=0,536.
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CASP3, DT, F(1,35):0,06, P=0,806; ET (F(1,36)20,44, P=0,510 e interagéo F(1,36)20,43,

P=0,514.

AKT1, DT, (F(1’36):0,00, P=0,972; ET, F(1,35)22,66, P=0,112 e intera(;éo (F(1,36)20,41,

P=0,525.

MAPKS, DT, F13=0,17, P=0,685; ET, F(1,35=0,00, P=0,949 e interagio (F(35=0.63,

P=0,431.

AMPAL, houve efeito significativo da DT (F1,35=25,83, P<0,0001); auséncia de efeito
para o tratamento ET (F(1,35=0,44, P=0,513); e auséncia de interacdo (F(,35=0,91,

P=0,347). Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa (aumento):

*p=0,006, ET (101,5 % +/- 2,2%) vs ET-DT (117,2 % +/- 5,1%);
**1=0,0002, ET (101,5 % +/- 2,2%) vs DT (123,4% +/- 3,9%);
**=0,004, ET-DT (117,2% +/- 5,4%) vs CP (100,4% +/- 3,1%);
**=0,0002, CP (100,4% +/- 3,1%) vs DT (123,4% +/- 3,9%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre

p= 0,840 entre CP (100,4% +/- 3,1%) vs ET (101,5 % +/- 2,2%)

p= 0,255 entre ET-DT (117,2% +/- 5,4%) vs DT (123,4% +/- 3,9%)

CACNALC, efeito significativo da DT (F(1,35=10,12, P=0,003); auséncia de efeito do
tratamento ET (F(135=0,019, P=0,890) e auséncia de interacéo (F,35=3,18, P=0,083).

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa

* p=0,027, ET (115,5 % +/- 3,7%) vs DT (140,2 % +/- 11,1%);

*p=0,036, ET-DT (125,9% +/- 6,6%) vs CP (103,3% +/- 7,3%);
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**n=0,0014, CP (103,3% +/- 7,3%) vs DT (140,2% +/- 11,5%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,323, ET (115,5 % +/- 3,7%) vs ET-DT (125,9% +/- 6,6%);
p= 0,247, CP (103,3% +/- 7,3%) vs ET (115,5 % +/- 3,7%);

p= 0,189, ET-DT (125,9% +/- 6,6%) vs DT (140,2% +/- 11,5%).

NFKR1, Ndo houve efeitos significativos da DT (F,36=0,31, P=0,583; nem do ET

(F(1,3=0,66, P=0,421; e nem interacéo (F,36=0,43, P=0,515.

BDNF, DT Néo houve efeitos significativos da (F(1,31)=0,63, P=0,430; nem do ET

(Fa,31=1,21, P=0,280; e nem interacéao (F,31)=2,30, P=0,139.

Hipocampo:

Ao contrario do observado no CPF, no hipocampo quase todos 0s genes
analisados foram afetados pela DT e/ou ET, havendo ou nédo interacdo significativa dos
fatores. Apenas 0 gene CACNAL1C néo foi afetado pelos tratamentos (DT e ET), ndo

havendo interacdo significativa entre esses fatores. (Figura 35 - Painel B)

CASP8, observamos efeito significativo dos tratamentos DT, F(;35=7,71, P=0,009 e ET

(F(1,35=4,16, P=0,049; e uma tendéncia para interagdo, F,35=3,82, P=0,059.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa:

**=0,002, ET (98,2 % +/- 7,0%) vs ET-DT (70,5% +/- 5,0%);
**n=0,002, ET-DT (70,5% +/- 5,0%) vs CP (101.3% +/- 5,7%);
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**=0,007, ET-DT (70,5% +/- 5,0%) vs DT (96,0% +/- 6,2%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,952, ET (98,2 % +/- 7,0%) vs CP (101.3% +/- 5,7%):
p= 0,602, ET (98,2 % +/- 7,0%) vs DT (96,0% +/- 6,2%);

p= 0,570 CP (101.3% +/- 5,7%) vs DT (96,0% +/- 6,2%).

CASP9, auséncia de efeito dos tratamentos DT, F35=0,46, P=0,500 e ET, F(35=0,00,
P=0,996 e de interagdo entre esses fatores, F 35=3,60, P=0,066. Como houve uma
tendéncia para efeito de interacdo, resolvemos verificar através de teste post hoc

(Fischer) se existe uma possivel diferenca entre os grupos.

Teste post hoc mostrou apenas uma tendéncia de diferenca, p=0,07, entre ET (112,9%

+/- 4,7%) e ET-DT (96,6% +/- 7,2%).

CASP3, efeito significativo da DT, F(135=9,08, P=0,005; auséncia de efeito do ET,

F,35=1,12, P=0,298 e auséncia de interagéo, F 35=0,368, P=0,548.

Teste post hoc (Fischer) mostrou as seguintes diferencas significativas:

*p=0,014, ET (97,8 % +/- 5,4%) vs ET-DT (78,6% +/- 5,8%):
**n=0,008, ET-DT (78,6% +/- 5,8%) vs CP (100,3% +/- 2,7%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,756, ET (97,8 % +/- 5,4%) vs CP (100,3% +/- 2,7%);
p= 0,170, ET (97,8 % +/- 5,4%) vs DT (87,5% +/- 6,2%);

p= 0,241, ET-DT (78,6% +/- 5,8%) vs DT (87,5% +/- 6,2%):;
p=0,102 DT (87,5% +/- 6,2%) vs CP (100,3% +/- 2,7%).
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AKT1, efeito significativo da DT, F(35=7,53, P=0,010; auséncia de efeito do ET,
F(1,35=0,90, P=0,349; mas ocorreu interacdo significativa entre os fatores (F,35=7,83,

P=0,008.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

**p=0,0003, ET (111,8% +/- 5,1%) vs ET-DT (78,3% +/- 6,9%);
*p=0,014), ET-DT (78,3% +/- 6,9%) vs CP (100,6% +/- 3,9%);
*p=0,011, ET-DT (78,3% +/- 6,9%) vs DT (100,9% +/- 7,1%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,970, ET (111,8% +/- 5,1%) vs ET-DT (78,3% +/- 6,9%);
p= 0,205, ET (111,8% +/- 5,1%) vs CP (100,6% +/- 3,9%);

p= 0,207, ET (111,8% +/- 5,1%) vs DT (100,9% +/- 7,1%).

MAPKS, ndo houve efeito da DT, F(35=1,15, P=0,291; mas houve efeito significativo
de ET, Faus35=5,75 P=0,022; e auséncia de interacdo significativa, apenas uma

tendéncia, F1,35=3,03, P=0,091.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

*p=0,021, ET-DT (83,3% +/- 4,9%) vs CP (100,6% +/- 3,8%);
*p=0,005, ET-DT (83,3% +/- 4,9%) vs DT (103,9% +/- 6,6%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,052, ET (97,3 % +/- 3,6%) vs ET-DT (83,3% +/- 4,9%):
p= 0,650, ET (97,3 % +/- 3,6%) vs CP (100,6% +/- 3,8%);
p= 0,348, ET (97,3 % +/- 3,6%) vs DT (103,9% +/- 6,6%);

p=0,644 DT (103,9% +/- 6,6%) vs CP (100,6% +/- 3,8%).
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AMPAL, néo houve efeitos significativo da DT, F(35=2,97, P=0,094; e ET, F(135=3,82,

P=0,059; mas mostrou interacdo significativa entre os fatores, F( 35=5,61, P=0,024.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

*p=0,006, ET (102,8% +/- 4,2%) vs ET-DT (81,5% +/- 6,4%);
*p=0,015, ET-DT (81,5% +/- 6,4%) vs CP (100,6% +/- 4,0%):
**=0,004, ET-DT (81,5% +/- 6,4%) vs DT (104,0% +/- 5,5%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,656, CP (100,6% +/- 4,0%) vs DT (104,0% +/- 5,5%);
p= 0,775, ET (102,8% +/- 4,2%) vs CP (100,6% +/- 4,0%);

p= 0,870 ET (102,8% +/- 4,2%) vs DT (104,0% +/- 5,5%).

CACNALC, ndo houve efeitos significativos da DT, Fq35=1,39, P=0,246; e do ET,

Fu,35=1,23, P=0,275; e nem interagdo significativa dos fatores, F; 35=1,66, P=0,206.

NFKR1, ndo houve efeito significativo da DT, F(35=3,21, P=0,082; mas houve efeito
significativo do ET, F(35=8,05, P=0,008; sem efeito de interacdo entre os fatores,

F(,35=1,13, P=0,295.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

*p=0,048, ET (93,1% +/- 3,3%) vs ET-DT (80,8% +/- 5,1%);
**=0,003, ET-DT (80,8% +/- 5,1%) vs CP (100,8% +/- 4,3%);
*p=0,008, ET-DT (80,8% +/- 5,1%) vs DT (97,6% +/- 4,3%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,615, CP (100,8% +/- 4,3%) vs DT (97,6% +/- 4,3%);
p= 0,224, ET (93,1% +/- 3,3%) vs CP (100,8% +/- 4,3%):
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p= 0,458 ET (93,1% +/- 3,3%) vs DT (97,6% +/- 4,3%).

BDNF, houve efeito significativo da DT, F(;33=133,0, P<0,0001; mas auséncia de
efeito do ET, F1,33=0,91, P=0,348; com interacdo significativa entre os fatores,

F(1,33):7,42, P:0,010.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

***0<0,0001, ET (106,2% +/- 3,8%) vs ET-DT (57,2% +/- 2,0%);
*#x*0<0,0001, ET (106,2% +/- 3,8%) vs DT (69,8% +/- 4,4%);
***0<0,0001, ET-DT (57,2% +/- 2,0%) vs CP (100,1% +/- 2,0%):
*p=0,013, ET-DT (57,2% +/- 2,0%) vs DT (69,8% +/- 4,4%);
**41<0,0001, CP (100,1% +/- 2,0%) vs DT (69,8% +/- 4,4%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p= 0,226, ET (106,2% +/- 3,8%) vs CP (100,1% +/- 2,0%);

Talamo:

No talamo observamos efeito dos tratamentos DT e ET em quase todos 0s genes
analisados. Apenas os genes CASP8, CASP3 e AKT1 ndo foram afetados por nenhum
dos dois tratamentos (DT e ET). Também ndo foi observada interacdo entre esses

fatores para esses dois genes. (Figura 35 - Painel C):

CASPS8, néo ocorreram efeitos significativos da DT, F1,34=0,00, P=0,986 e nem do ET,

F1,34=2,30, P=0,139; e nem interagéo, F,34=0,032, P=0,860.
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CASP9, ndo foram observados efeitos significativos da DT, F(134=2,20, P=0,147, mas
houve efeitos significativos do ET F(; 34=6,68, P=0,014 e interacao entre os dois fatores

F(1,34=5,43, P=0,026.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

*p=0,007, ET (99,4% +/- 6,9%) vs DT (127,4% +/- 8,1%);
**n=0,001, ET-DT (93,6% +/- 6,5%) vs DT (127,4% +/- 8,1%);
*p=0,011, CP (101,3% +/- 5,1%) vs DT (127,4% +/- 8,1%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,435, CP (101,3% +/- 5,1%) vs ET-DT (93,6% +/- 6,5%);
p= 0,553, ET (99,4% +/- 6,9%) vs ET-DT (93,6% +/- 6,5%);

p= 0,854 ET (99,4% +/- 6,9%) vs CP (101,3% +/- 5,1%).

CASP3, nédo ocorreram efeitos significativos dos tratamentos DT, F( 34=2,07, P=0,159 e
ET, Fu34=2,08, P=0,158; e ndo houve efeito significativo da interacdo entre os dois

fatores, F(1,34=3,95, P=0,055, apenas uma tendéncia.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

*p=0,020, ET (66,9 % +/- 6,2%) vs ET-DT (51,5 % +/- 4,6%);
*p=0,049, ET-DT (51,5 % +/- 4,6%) vs CP (64,5% +/- 1,1%);
*p=0,018, ET-DT (51,5 % +/- 4,6%) vs DT (66,9 % +/- 4,5%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,702, CP (64,5% +/- 1,1%) vs DT (66,9 % +/- 4,5%);
p= 0,710, CP (64,5% +/- 1,1%)vs ET (66,9 % +/- 6,2%);

p= 0,999 ET (66,9 % +/- 6,2%) vs DT (66,9 % +/- 4,5%).
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AKT1, ndo foram observados efeitos significativos dos tratamentos DT, F133=0,19,
P=0,662 e ET, F@133=199, P=0,167; e nem interacdo entre esses dois fatores

F1,33=2,99, P=0,093.

MAPKS, ndo houve efeitos significativos dos tratamentos DT, F(34=4,12, P=0,050 e
ET, Fu34=4,04, P=0,052; e nem efeito significativo da interacdo entre esses dois

€C_.%

fatores, F(134=3,27, P=0,079. No entanto, considerando o valor de “p” houve tendéncias
de efeitos dos tratamentos e interacdo entre os dois fatores. Portanto, apesar de ndo
observamos efeitos significativos, decidimos verificar se havia alguma diferenca

detectada pelo teste post hoc (Fischer).
Teste post hoc mostrou diferencas significativas:

*p=0,010, ET (99,82 % +/- 4,6%) vs ET-DT (79,9% +/- 6,7%);
*p=0,007, ET-DT (79,9% +/- 6,7%) vs CP (100,9% +/- 4,4%);
*p=0,009, ET-DT (79,9% +/- 6,7%) vs DT (99,7% +/- 4,2%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,876, CP (100,9% +/- 4,4%) vs DT (99,7% +/- 4,2%);
p= 0,890, CP (100,9% +/- 4,4%) vs ET (99,82 % +/- 4,6%);

p= 0,989 ET (99,82 % +/- 4,6%) vs DT (99,7% +/- 4,2%).

AMPAL, néo foram observados efeitos significativos dos tratamentos DT, F(134=1,47,
P=0,23 e ET, F(134=0,002, P=0,966; por outro lado ocorreu interacédo significativa entre

esses dois fatores, F1,35=6,53, P=0,0152.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferenca significativa,
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*p=0,012, CP (100,5% +/- 4,4%) vs DT (123,4% +/- 8,7%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,350, ET (100,8% +/- 4,3%) vs ET-DT (97,6% +/- 4,3%);
p= 0,092, ET (93,1% +/- 3,3%) vs CP (100,8% +/- 4,3%);

p= 0,380 ET (93,1% +/- 3,3%) vs DT (97,6% +/- 4,3%).
p=0,414, ET-DT (100,8% +/- 4,3%) vs CT (97,6% +/- 4,3%);

p= 0,068, ET-DT (93,1% +/- 3,3%) vs DT (100,8% +/- 4,3%):

CACNALC, houve efeito significativo da DT, F(1,34=7,77, P=0,009 ; auséncia de efeitos
significativos do ET, F(134=3,51, P=0,070; e da interacdo entre esses dois fatores,

Fu3=2,79, P=0,104.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas

**n=0,003, ET (100,6% +/- 8,5%) vs ET-DT (67,8% +/- 8,6%);
**=0,002, ET-DT (67,8% +/- 8,6%) vs CP (102, 1% +/- 6,5%);

*p=0,015, ET-DT (67,8% +/- 8,6%) vs DT (93,8% +/- 5,4%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,435, DT (93,8% +/- 5,4%) vs CP (102, 1% +/- 6,5%);
p= 0,889, ET (100,6% +/- 8,5%) vs CP (102, 1% +/- 6,5%);

p= 0,523 ET (100,6% +/- 8,5%) vs DT (93,8% +/- 5,4%).
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NFKR1, ndo foram observados efeitos significativos da DT, F1,34=0,44, P=0,511 e do
ET, Fu34=2,77, P=0,105; mas houve efeito significativo da interacdo entre esses dois

fatores, F(1,34=5,21, P=0,029.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:
*p=0,007, ET-DT (95,0% +/- 7,4%) vs DT (119,7% +/- 5,0%);

*p=0,045 CP (101,2% +/- 5,4%) vs DT (119,7% +/- 5,0%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,261, ET (105,1% +/- 6,9%) vs ET-DT (95,0% +/- 7,4%);
p= 0,673, ET (105,1% +/- 6,9%) vs CP (101,2% +/- 5,4%);
p=0,109 ET (105,1% +/- 6,9%) vs DT (93,8% +/- 5,4%);

p=0,484, CP (101,2% +/- 5,4%) vs ET-DT (95,0% +/- 7,4%).

BDNF, foram observados efeitos significativos da DT, F 36=11,02, P=0,002; auséncia
de efeitos para o tratamento com ET (Fq,36=1,26, P=0,270 e da interagdo entre esses

dois fatores, F1,35=0,36, P=0,302.

Teste post hoc (Fischer) mostrou diferencas significativas:

**n=0,004, ET (106,3% +/- 7,1%) vs ET-DT (66,7% +/- 6,0%);

**p=0,003, ET-DT (66,7% +/- 6,0%) vs CP (107,0% +/- 12,6%).

Teste post hoc ndo mostrou efeito significativo entre:

p=0,959, ET (106,3% +/- 7,1%) vs CP (107,0% +/- 12,6%);
p= 0,129, ET (106,3% +/- 7,1%) vs DT (86,4% +/- 9,3%);
p= 0,134 ET-DT (66,7% +/- 6,0%) vs DT (86,4% +/- 9,3%);
p=0,117, CP (107,0% +/- 12,6%) vs DT (86,4% +/- 9,3%).
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Figura 35: Dados (Média, em negrito +/- SEM, em italico) da expressdo dos genes
CASP8, CASP9, CASP3, AKT1, AMPA1, MAPK8, NFK$1, CACNALC e BDNF

Nas trés regides do SNC (Painel A: CPF, Painel B: Hipocampo, painel C: Talamo e
Painel D: Graficos/Barras genes com diferencas significativas) dos quatro grupos
experimentais: CP (Controle Pareado), DT (Deficiéncia de Tiamina) , ET (consumo
cronico de ETanol) e ET-DT (consumo cronico de Etanol associado a Deficiéncia de
Tiamina). As amostras foram coletadas no tempo T1 (10° dia do episédio de DT). Os
dados estdo expressos em %, normalizados em relagdo ao gene house keeper. (Detalhes
em Material e Métodos). Testes Grubbs (a = 0,05) e post hoc Fisher foram usados para
detectar outliers e comparagdes multiplas, respectivamente. As cores (vermelho ou azul)
indicam diferencas detectadas nos testes post hoc.
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Experimento VI:

Conforme descrito em Material e Métodos, 0s grupos experimentais que

constituiram o experimento VI foram:

CP: Controle Pareado - Dieta deficiente em tiamina em quantidade pareada ao

consumido pelo grupo DT no dia anterior, associada com injecdes de tiamina.

e ET: Dieta comercial padrdo controle associada ao consumo cronico de etanol

e ET-T: Mesma dieta dos animais do grupo ET, com suplementacéo de Tiamina,;

e DT - Dieta deficiente em tiamina associada com injecdes de piritiamina (i.p.)
diérias (0,25 mg/kg), reversdo do episddio de DT correspondentes a 1h (DT-1h)
apos o aparecimento dos sinais neurolégicos.

e DT - Dieta deficiente em tiamina associada com injecdes de piritiamina (i.p.)
diarias (0,25 mg/kg), reversdao do episddio de DT correspondentes a 4h (DT-4h)
apos o aparecimento dos sinais neurolégicos.

e ET-DT: Mesma dieta dos animais DT associada com injecdes diarias de piritiamina,

associada ao consumo croénico de etanol.

Amostras das trés regides do SNC (CPF, H e T), tanto para os controles (CP)
como para 0s que receberam tratamento de DT e/ou ET, foram coletadas em trés tempos
diferentes (estagios clinicos distintos) dos processos de tratamento. Os trés tempos (T)

de coleta foram:

T2’: 14 dias apo6s inicio do episodio de DT, o qual corresponde ao ultimo dia do

episddio — delineamento experimental B;
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T3’: um dia de recuperacdo, ou seja, 24 horas apos reversdo (com injegdes de

tiamina, 100 mg/Kg), do episodio de DT — delineamento experimental B;

T4’: trés semanas de recuperacdo, ou seja, 21 dias apo6s reversdo (com injecdes

de tiamina, 100 mg/Kg), do episédio de DT — delineamento experimental B.

Os resultados abaixo se referem as seguintes analises, para cada variavel

dependente:

(i)

(i)

(iii)

existéncia de diferengas significativas entre os dados obtidos nos trés
estagios em relacdo aos grupos controles (CP-T2’, CP-T3’, CP-T4’) para
cada uma das variaveis dependentes medidas (genes CASP8, CASP9,
CASP3, AKT1, MAPK8, AMPAL, CACNA1C e NFkp1). No caso de
auséncia de diferenca significativa entre os trés grupos CPs, esses foram
agrupados constituindo apenas um grupo denominado Controle Pareado
Final. Por outro lado, se houver efeito significativo do tempo (entre CP
T2’, CPT3” CPT4’), as comparagdes foram realizadas entre cada grupo
CP e os dados obtidos nos grupos testes (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h, DT-
4h), para cada um dos tempos separadamente (T2’, T3 e T4’).

entre os dados do grupo Controle Pareado Final e os dados obtidos nos
grupos testes (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h, DT-4h), para cada um dos
tempos separadamente (T2°, T3” e T4’), para cada uma das variaveis
dependentes.

entre os dados obtidos para cada variavel dependente nos trés tempos
diferentes (T2’. T3’ e T4’), para cada um dos grupos testes
separadamente (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h). P.ex. Dados

obtidos para CASP3, nos tempos T2’, T3’ ¢ T4’ para o grupo ET.
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CPF:
(Figura 36)

CASPS:

(i) N&o houve diferencas entre os dados obtidos em cada um dos tempos dos grupos
controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(221)=1,53 P=0,241, os CPs foram agrupados
=> grupo CP final.

(i) N&o houve efeitos significativos dos tratamentos no tempo T2’, F(554=1,84,
P=0,120, em relacdo ao grupo CP final, nem no tempo T3’, F(53=1,93,
P=0,105, em relacdo ao grupo CP final e nem no tempo T4’, Fs59=0,48,
P=0,793, em relacdo ao grupo CP final.

(ili))  N&o houve efeito significativo dos tempos para nenhum dos tratamentos (ET,
ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

CASP9:

(i) Os dados obtidos dos grupos controle pareados, dos trés tempos, ndo foram
agrupados, porque houve efeito significativo do tempo, F(21)=5,69 P=

0,001.

Teste post hoc (Fisher) mostrou diferenca entre os tempos T2’e T4’ (p=0,008). Assim,

para a CASP9, os grupos CPs (T2’, T3’ e T4”) ndo foram agrupados.

(i) Houve efeitos significativos dos tratamentos Fs3g=2,57, P=0,042 para o
tempo T3’, e auséncia de efeitos significativos para T2’ F(538=2,18, P=0,077

e T4’ F(543=2,10, P=0,084, para esses dois tempos, apenas uma tendéncia.

Analises “post hoc (Fisher), T3”, mostraram:
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*p=0,041, ET (86,2% +/- 3,3) diminuicdo de 15% em relacdo ao CP-T3’ (103,4 +/-
5,1)%.

Para os tempos T2’ e T4’, que foram apenas tendéncias na ANOVA:

*p=0,006, DT-1h (108,4 +/-7,8), um aumento em relacdo & CP-T2’ (87,6% +/- 5,2).
*p=0,012, DT-1h (78,5 +/-1,4), uma diminuicdo em relagcdo a CP-T4’ (113,9% +/- 6,3).
*p=0,005, ET-T (86,2 +/3,9), uma diminuicdo em relacdo a CP-T4’ (113,9% +/- 6,3).

(ili)  Efeitos entre os Tempos (T2’, T3’ ¢ T4’)

N&o houve efeito significativo dos tempos para nenhum dos tratamentos (ET, ET-DT,

ET-T, DT-1h e DT-4h)

CASPS:

(i) N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(221)=1,55 P=0,235, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i)  Houve efeito significativo dos tratamentos Fss4=2,53, P=0,040 no tempo
T2’ em relacdo ao CP Final. N&o houve efeitos significativos dos
tratamentos nos tempos T3’ Fiss=1,11, P=0,369 e T4  F59=0,89,
P=0,494.

Analises post hoc (Fisher) mostraram para o T2’:

*p=0,018, ET-T (85,9% +/- 5,3) menor em relagdo ao CP-Final (101,4+/-
3,5)%.

*p=0,008, DT-4h (83,7% +/- 4,0), menor em relacdo ao CP-Final (101,4%
+/- 3,5).

(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F20=6,28, P=0,008, apenas para o

grupo DT-4h.
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Testes post hoc (Fisher), para DT-4h, mostraram diferencas significativas:

**p=0,003, T2’ (83,7% +/- 4,0) menor em relagdo a T3’ (102,7% +/- 2,7;

*p=0,013, T2’ (83,7% +/- 4,0) menor em relacdo a T4’ (94,9% +/- 2,7)

AKT1:

(i)

(ii)

(iii)

MAPKS:

(i)

(i)

(iii)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(221)=2,44, P=0,112, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F54=0,79,
P=0,556), T3’ (Fss4=1,35, P=0,259) e T4’ (F550=1,27, P=0,288)

N&o foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP —T2’, T3’ e T4’): F(21)=0,64, P=0,540, os
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F54=1,76,
P=0,137), T3’ (Fi554=0,47, P=0,800) e T4’ (F(559=0,70, P=0,624)

N&o foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)
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AMPAL:

(i)

(i)

(iii)

CACNALC:

(i)

(i)

(iii)

NFKpL:

(i)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP —T2’, T3’ e T4’): F.1=1,27, P=0,303, os
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F54=1,20,
P=0,326), T3’ (Fssa=1,61, P=0,172) e T4" (F(559=0,27, P=0,927)

N&o foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=0,53, P=0,595, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F54=1,42,
P=0,230), T3’ (Fi554=0,78, P=0,570) e T4’ (F(559=0,50, P=0,774)

N&do foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP —T2’, T3” e T4’): F21y=3,37, P=0,054, os
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Houve efeitos significativos dos tratamentos Fsss=4,14, P=0,003 para o
tempo T2, e auséncia de efeitos significativos para T3’ F(s54=1,75, P=0,390

e T4’ F(559=1,04, P=0,405, para esses dois tempos.
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Analises post hoc (Fisher) mostraram no T2’:

*p=0,046, ET (89,0% +/- 3,2) menor em relacdo ao CP-final (102,20 +/- 4,3)%.

**p=0,004, ET-DT (82,5% +/-4,8) menor em relacdo ao CP-final (102,20 +/- 4,3)%.

**p=0,0005, ET-T (76,8% +/- 4,2) menor em relacdo ao CP-final (102,20 +/- 4,3)%.

*p=0,019, DT-4h (85,7% +/- 3,2) menor em relagdo ao CP-final (102,20 +/- 4,3)%.

(iii)

Houve efeito significativo dos Tempos F.0)=5,20, P=0,015, apenas para o

grupo ET-T.

Testes post hoc (Fisher), para ET-T, mostraram diferencas significativas:

**p=0,004, T2’ (76,8% +/- 4,2) menor em relacdo a T3’ (103,3% +/- 7,5).
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Figura 36: Dados (Média, em negrito +/- SEM, em itélico) da expressdo dos genes
CASP8, CASP9, CASP3, AKT1, AMPAL, MAPK8, CACNALC e NFkp1, em amostras do
CPF

Seis grupos experimentais: CP, ET, ET-T, ET-DT, DT-1h e DT-4h (Painel A);
Gréficos/Barras genes com diferencas significativas (Painel B).

As amostras foram coletadas nos tempos T2’, T3’e T4’. & Na coluna CP, os valores séo
de CP Final, resultado dos agrupamentos de CPT2’, CPT3’ ¢ CPT4’, exceto para CASP9.

Os dados séo expressos em %, normalizados em relacdo ao gene house keeper. (Detalhes
em Material e Métodos). Testes Grubbs (a = 0,05) ¢ post hoc Fisher foram usados para
detectar outliers e compara¢Ges multiplas, respectivamente. As cores (vermelho ou azul
cheio ou em linhas horizontais) indicam diferencas detectadas nos testes post hoc para
comparagdes entre “grupos testes” vs “CP Final ou CPs correspondentes para CASP9” e
entre os Tempos (T2’, T3’ e T4”), respectivamente.



Hipocampo:
(Figura 37)

CASPS:

(1) N&o houve diferengas entre os dados obtidos em cada um dos tempos dos
grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F21)=2,60 P=0,098, os CPs foram
agrupados => grupo CP final.

(i) Houve efeitos significativos dos tratamentos no tempo T2, Fs5s8=2,41,
P=0,047, em relacdo ao grupo CP final. N&o houve efeito no tempo T3’,
Fi57=1,10, P=0,370, em relagdo ao grupo CP final e nem no tempo T4’,

Fs.59=1,33, P=0,264, em relacéo ao grupo CP final.
Testes Post hoc mostraram para o T2’:

*p=0,027, ET (78,5 +/-6,2), menor em relacdo a CP final (102,3% +/- 4,7).

*p=0,06, DT-1h (75,3 +/-8,7), menor em relacdo a CP final (102,3% +/- 4,7).

(ili)  N&o houve efeito significativo dos tempos para nenhum dos tratamentos

(ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

CASP9:

(1) Os dados obtidos dos grupos controle pareados, dos trés tempos, foram
agrupados, porque ndo houve efeito significativo do tempo, F21=0,92 P=

0,414.
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(i)

(iii)

CASP3:

(i)

(i)

(iii)

Nao foram observados efeitos significativos dos tratamentos Fssg=1,30,
P=0,277 para o tempo T2, para T3’ F57=0,99, P=0,432 ¢ T4’ F(559=0,83,
P=0,532

N&o houve efeito significativo dos tempos para nenhum dos tratamentos

(ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

N&o foram observadas diferengas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=1,29 P=0,296, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Houve efeito significativo dos tratamentos Fs s¢=2,39, P=0,049 no tempo
T2’ em relagdo ao CP Final. N&o houve efeitos significativos dos
tratamentos nos tempos T3’ F557=1,25, P=0,297 e T4’ F(559=2,18,

P=0,070 (tendéncia)

Analise post hoc (Fisher), do tempo T2’, mostrou:

*p=0,030, ET (85,2% +/- 4,3) menor em relacdo ao CP-Final (101,6+/-
3,6)%.

Para o tempo T4’ (tendéncia):

*p=0,026, DT-1h (90,7% +/- 5,1) menor em relacdo ao CP-Final (101,6+/-
3,6)%.

Houve efeito significativo dos Tempos F22)=11,98, P=0,0003, apenas para

o0 grupo DT-1h.

Testes post hoc (Fisher), para DT-1h, mostraram diferencas significativas:

**p=0,0003, T2’ (90,7% +/- 5,1) menor em relacdo a T3’ (121,6% +/- 6,4;
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**p=0,0005, T2’ (90,7% +/- 5,1) menor em relagdo a T4’ (116,5% +/- 1,3)

AKT1:

(i)

(ii)

(iii)

MAPKS:

(i)

(iii)

AMPAL:

(i)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2.21)=1,13, P=0,342, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F(558=1,51,
P=0,201), T3’ (Fs57=0,54, P=0,745) ¢ T4* (F(s,50=1,08, P=0,380)

N&do foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

Os dados obtidos dos grupos controle pareados, dos trés tempos, ndo foram
agrupados, porque houve efeito significativo do tempo, F20=0,537, P=
0,593.

Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F(557=1,78,
P=0,131), T3’ (F556=1,00, P=0,426) ¢ T4* (F(558=1,01, P=0,421).

N&do foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=0,21, P=0,814, 0s

CPs foram agrupados => grupo CP final.
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(i) Foi observado efeito significativo dos tratamentos no tempo T2’
(F,58=3,07, P=0,016). Nao foram observados efeitos significativos nos

tempos T3° (Fs57=1,93, P=0,103) ¢ T4’ (F(556=0,78, P=0,566).

Testes Post hoc (Fisher), para DT-1h, mostrou diferenca significativa:

*p=0,025, T2’ (83,06% +/- 8,8) menor em relacdo a CP Final (101,7% +/- 3,7).
(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F22=11,77, P=0,0003, apenas para

o0 grupo DT-1h.

Testes post hoc (Fisher), para DT-1h, mostraram diferencas significativas:

**p=0,0002, T2’ (83,06% +/- 8,8) menor em relagdo a T3’ (123,4% +/- 3,8;

**p=0,001, T2’ (83,06% +/- 8,8) menor em relagdo a T4’ (117,0% +/- 4,7)

CACNAIC:

(i) N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(21)=0,04, P=0,964, o0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i) Foi observado efeito significativo dos tratamentos no tempo T2’
(F58=2,52, P=0,039). Nao foram observados efeitos significativos nos
tempos T3’ (Fss1)=1,97, P=0,097), apenas tendéncia; e nem T4’

(F(5.59=1,66, P=0,158).

Teste Post hoc para o tempo T2’:
*p=0,012, DT4h T2’ (122,3% +/- 10,1) maior em relagcdo ao CP-Final (101,5+/- 3,6)%.
Para o tempo T3’ (tendéncia):

*p=0,06, DT1h T3’ (124,4% +/- 6,0) maior em relacdo ao CP-Final (101,5+/- 3,6)%.
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(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F(22=5,75, P=0,010, apenas para o

grupo DT-1h.
Testes post hoc (Fisher), para DT-1h, mostraram diferencas significativas:

*p=0,005, T2’ (98,4% +/- 7,1) menor em relagcdo a T3’ (124,4% +/- 6,0;

*p=0,016, T2’ (98,4% +/- 7,1) menor em relacdo a T4’ (120,0% +/- 3,6;

NFkA1:

(i) N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F21=1,19, P=0,323, os
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i)  Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (F(s58=1,83,
P=0,120), T3’ (Fss7=1,59, P=0,178) ¢ T4’ (F(550=0,99, P=0,429)

(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F22=3,97, P=0,034, apenas para o

grupo DT-1h.
Testes post hoc (Fisher), para DT-1h, mostraram diferencas significativas:

*p=0,027, T2’ (91,2% +/- 7,5) menor em relacdo a T3’ (116,8% +/- 7,4;
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Figura 37: Dados (Média, em negrito +/- SEM, em itélico) da expressdo dos genes
CASP8, CASP9, CASP3, AKT1, AMPAL, MAPK8, CACNA1C e NFkp1, em amostras do
HIPOCAMPO

Seis grupos experimentais: CP, ET, ET-T, ET-DT, DT-1h e DT-4h (Painel A);
Graficos/Barras genes com diferencas significativas (Painel B).

As amostras foram coletadas nos tempos T2’, T3’e T4’. Na coluna CP, os valores sdo de
CP Final, resultado do agrupamento dos CPT2’, CPT3’ e CPT4’

Os dados séo expressos em %, normalizados em relacdo ao gene house keeper. (Detalhes
em Material e Métodos). Testes Grubbs (a = 0,05) e post hoc Fisher foram usados para
detectar outliers e comparacGes multiplas, respectivamente. As cores (vermelho ou azul
cheio ou em linhas horizontais) indicam diferencas detectadas nos testes post hoc para
comparagdes entre “grupos testes” vs “CP Final e entre os Tempos (T2°, T3’ e T4”),
respectivamente.
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Talamo:
(Figura 38)

CASPS:

(1) N&o houve diferengas entre os dados obtidos em cada um dos tempos dos
grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(221)=1,90, P=0,175, os CPs foram
agrupados => grupo CP final.

(i)  Foram observados efeitos significativos dos tratamentos no Tempo T2’,
Fi50=3,24, P=0,012, T3’, F;57)=6,04, P=0,0001 e T4’, F(558=8,33,

P<0,000, 1em relacédo ao grupo CP final.
Testes Post hoc mostraram:

*p=0,007, DT-4h, T2’ (146,5 +/-29,1), maior em relacdo a CP final (103,2% +/- 5,3).
**p=0,0009, DT1h, T3’ (154,7 +/-13,3), maior em relacdo a CP final (103,2% +/- 5,3).
**p=0,0005, DT4h, T3’ (157,3 +/-24,3), maior em relacdo a CP final (103,2% +/- 5,3).
*p=0,016, ET-DT, T4’ (135,3 +/-14,5), maior em relacdo a CP final (103,2% +/- 5,3).
***n<0,0001, DT-1h, T4’ (158,5 +/-7,9), maior em relacdo a CP final (103,2% +/- 5,3).
**p=0,003, DT-4h, T4’ (142,8 +/-12,0), maior em relacdo a CP final (103,2% +/- 5,3).
(i)  N&o houve efeito significativos dos tempos para nenhum dos tratamentos

(ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

CASP9:

(1) Os dados obtidos dos grupos controle pareados, dos trés tempos, foram
agrupados, porque ndo houve efeito significativo do Tempo, F(21)=1,81 P=

0,188.
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(i) Foi observado efeito significativo dos tratamentos no tempo T2’
(F,50=2,48, P=0,042). Nao foram observados efeitos significativos nos
tempos T3’ (Frs7=1,86, P=0,115), apenas tendéncia; e nem T4’

(F(5.58=0,99, P=0,431).

Teste Post hoc para o tempo T2’:

*p=0,024, ET T2’ (81,1% +/- 6,8) menor em relacdo ao CP-Final (102,6+/- 4,6)%.

*p=0,036, DT-4h T2’ (82,7% +/- 7,0) menor em relagéo ao CP-Final (102,6+/- 4,6)%.
(i)  N&o houve efeito significativo dos tempos para nenhum dos tratamentos

(ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

CASP3:

(i) Nao foram observadas diferengas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=3,38, P=0,053, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i) Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (Fs59)=1,74,
P=0,140), T3’ (F57=0,60, P=0,703) ¢ T4’ (F(558=1,30, P=0,276)

(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F21)=6,21, P=0,008, apenas para o

grupo ET.

Teste Post hoc (Fisher), para ET, mostrou diferenca significativa:

**p=0,002, T2’ (86,8% +/- 7,5) menor em relagdo a T4’ (119,8% +/- 7,2).

Teste Post hoc, para ET, mostrou as seguintes tendéncias:
p=0,094, T2’ (86,8% +/- 7,5) menor em relagdo a T3’ (103,2% +/- 4,9).
p=0,092, T3’ (103,2% +/- 4,9) menor em relagdo a T4’ (119,8% +/- 7,2).
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AKT1:

(i)

(i)

N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=1,48, P=0,250, os
CPs foram agrupados => grupo CP final.

Foi observado efeito significativo dos tratamentos no tempo T4,
(Fs,58=2,45, P=0,045) . Nédo foram observados efeitos dos tratamentos nos

tempos T2’ (Fss9=1,47, P=0,213), T3’ (F5,57=2,07, P=0,083).

Teste Post hoc para o tempo T4’:

*p=0,026, ET-T, T4’ (80,6% +/- 9,9) menor em relacdo ao CP-Final (103,0+/- 5,0)%.

Para o tempo T4’ (Tendéncias):

p=0,060, DT-1h T4’ (84,1% +/- 7,3) menor em relacdo ao CP-Final (103,0+/- 5,0)%.

p=0,053, DT-4h T4’ (83,5% +/- 6,5) menor em relagdo ao CP-Final (103,0+/- 5,0)%.

Para o tempo T3’

*p=0,041, ET-T T3’ (82,0% +/- 8,3) menor em relagdo ao CP-Final (103,0+/- 5,0)%.

*p=0,011, DT-1h T3’ (77,8% +/- 8,5) menor em relacdo ao CP-Final (103,0+/- 5,0)%.

(iii)

MAPKS:

N&o foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

Os dados obtidos dos grupos controle pareados, dos trés tempos, ndo foram
agrupados, porque houve efeito significativo do tempo, F(.1)=4,65, P=

0,021.

Teste post hoc (Fisher) mostrou diferengas entre os tempos T2’¢ T3’ (p=0,007). Assim,

para a MAPKS, os grupos CPs (T2, T3’ e T4”) ndo foram agrupados.
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(i) Houve efeitos significativos dos tratamentos para o tempo T2’ Fs 43=4,54,
P=0,002 e T4 F542=2,79, P=0,029. N&o houve efeito significativo para o
tempo T3’ F(541)=0,78, P=0,571.

Analises post hoc (Fisher) mostraram, para o T2’:

**p=0,0005, ET (75,3% +/- 7,3) menor em relacdo ao CP-T2’ (120,1 +/- 6,7)%.
*p=0,013, ET-DT (87,5% +/- 5,7) menor em relagdo ao CP-T2’ (120,1 +/- 6,7)%.
*p=0,009, ET-T (85,9% +/- 4,0) menor em relagédo ao CP-T2’ (120,1 +/- 6,7)%.
**p=0,003, DT-4h (82,3% +/- 7,3) menor em relacdo ao CP-T2’ (120,1 +/- 6,7)%.

Analises post hoc (Fisher) mostrou, para o0 T4’ (Tendéncia):

p=0,064, DT-4h (77,8% +/- 6,4) menor em relagdo ao CP-T4’ (100,1 +/- 5,5)%.
(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F21)=6,60, P=0,006, apenas para o

grupo ET.
Testes post hoc (Fisher), para ET, mostraram diferencas significativas:

**p=0,002, T2’ (75,4% +/- 7,3) menor em relagdo a T4’ (116,8% +/- 7,9);

*p=0,024, T3’ (88,5% +/- 9,4) menor em relagdo a T4’ (116,8% +/- 7,9);

AMPAL:

(1) N&o foram observadas diferengas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=0,59, P=0,563, 0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i) Foi observado efeito significativo dos tratamentos no tempo T4’
(Fs58=2,47, P=0,043). Nao foram observados efeitos significativos nos

tempos T2’ (Fs59=2,35, P=0,052) e T3’ (F(557)=1,64, P=0,164).
Teste Post hoc para o T4> mostrou uma Tendéncia:
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p=0,057, ET-T, T4’ (81,5% +/- 7,3) menor em relacdo a CP-Final (102,2% +/- 4,3).
Teste Post hoc para o T2’ mostrou:
*p=0,030, DT-1h, T2’ (137,8% +/- 31,2) maior em relacdo a CP-Final (102,2% +/-
4,3).

(ili)  N&o foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

CACNAILC:

(i) N&o foram observadas diferencas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2.21)=2,00, P=0,161, o0s
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i) Foram observados efeitos significativos dos tratamentos nos tempos T2’
(F5,59=2,58, P=0,035) e T3 (Fs7)=2,78, P=0,026). Néo foi observado

efeito significativo no tempo T4’ (F558=2,15, P=0,073), apenas tendéncia.
Teste Post hoc para o tempo T2’:

*p=0,020, ET T2’ (75,4% +/- 8,2) menor em relacdo ao CP-Final (107,5+/- 7,3)%.

*p=0,005, DT-4h T2’ (68,1% +/- 8,6) menor em relacdo ao CP-Final (107,5+/- 7,3)%.
Post hoc para o tempo T3”:

**p=0,004, DT-1h T3’ (66,4% +/- 8,8) menor em relacdo ao CP-Final (107,5+/- 7,3)%.

*p=0,008, DT-4h T3’ (70,3% +/- 7,5) menor em relagdo ao CP-Final (107,5+/- 7,3)%.
Para o tempo T2’ (tendéncias):

p=0,076, ET-DT T2’ (83,3% +/- 12,1) menor em relacdo ao CP-Final (107,5+/- 7,3)%.

p=0,055, ET-T T2’ (81,3% +/- 6,8) menor em relacdo ao CP-Final (107,5+/- 7,3)%.
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(ilf)  Houve efeito significativo dos Tempos F1)=6,61, P=0,006, apenas para o

grupo ET.
Teste post hoc (Fisher), para ET, mostrou diferenca significativa:
**p=0,002, ET, T2’ (75,4% +/- 8,2) menor em relagdo a T4’ (132,7% +/- 11,7);
Teste post hoc (Fisher), para ET, mostrou uma tendéncia:

p=0,058, T3’ (101,1% +/- 13,0) menor em relacdo a T4’ (132,7% +/- 11,7);

NFkA1:

(1) N&o foram observadas diferengas entre os dados obtidos em cada um dos
tempos dos grupos controles (CP — T2’, T3’ e T4’): F(2,21)=1,94, P=0,169, os
CPs foram agrupados => grupo CP final.

(i) Nao foram observados efeitos dos tratamentos nos tempos T2’ (Fs59)=1,52,
P=0,197), T3’ (Fis57=1,44, P=0,224) ¢ T4’ (F(558=1,79, P=0,130)

(ili)  Né&o foram observados efeitos significativos dos tempos para nenhum dos

tratamentos (ET, ET-DT, ET-T, DT-1h e DT-4h)

217



cpP ET ET-DT ET-T DT-1h DT-4h
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Figura 38: Dados (Média, em negrito +/- SEM, em itélico) da expressdo dos genes
CASP8, CASP9, CASP3, AKT1, AMPAL, MAPK8, CACNA1C e NFkp1, em amostras do
TALAMO

Seis grupos experimentais: CP, ET, ET-T, ET-DT, DT-1h e DT-4h (Painel A);
Gréficos/Barras genes com diferencas significativas (Painel B).

As amostras foram coletadas nos tempos T2’, T3’e T4’. & Na coluna CP, os valores
apresentados sdo de CP Final, resultado do agrupamento de CPT2’, CPT3’ e CPT4’,
exceto para MAPKS.

Os dados séo expressos em %, normalizados em relacdo ao gene house keeper. (Detalhes
em Material e Métodos). Testes Grubbs (a = 0,05) e post hoc Fisher foram usados para
detectar outliers e comparacGes multiplas, respectivamente. As cores (vermelho ou azul
cheio ou em linhas horizontais) indicam diferencas detectadas nos testes post hoc para
comparagoes entre “grupos testes” vs “CP Final ou CPs correspondentes para MAPK8” e
entre os Tempos (T2, T3’ e T4”), respectivamente.
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7. DISCUSSAO

Modelo Experimental

O modelo de deficiéncia de tiamina utilizado no presente estudo com ratos
Wistar ou Sprague Dawley esta bem estabelecido na literatura e vem sendo utilizado
pelo nosso grupo (BUENO, KENIA DE OLIVEIRA, 2015; DE FATIMA OLIVEIRA-
SILVA et al., 2014; NUNES; GOMEZ-MENDOZA; et al., 2018), e por outros autores
(B4, 2017; BOBAL,; SAVAGE, 2015; LIU; KE; LUO, 2017; SAVAGE, LISA M. et al.,
1997; SAVAGE, LISA M, 2012). Sabe-se que, animais submetidos a um episédio de
deficiéncia de tiamina apresentam uma sequéncia de sinais clinicos que se iniciam com
anorexia e perda de peso e culminam com sinais neurolégicos (SAVAGE, LISA M.;
HALL; RESENDE, 2012). O modelo de deficiéncia de tiamina tem se mostrado um
instrumento bastante Util para se estudar o processo de neurodegeneracéo, pois, além de
permitir diferentes tipos de manipulacdo, também reproduz varias caracteristicas
comuns com doencas neurodegenerativas, incluindo a Sindrome de Wernicke-
Korsakoff, D. de Alzheimer e D. de Parkinson (BALLARD et al., 2011; KUMAR et al.,
2015; LIU; KE; LUO, 2017; PIRES et al., 2007; SECHI; SERRA, 2007; SOUZA et al.,
2011; SVEINBJORNSDOTTIR, 2016; UPADHYAYA; SETH; AHMAD, 2010;

YAHIA et al., 2015).

A variacdo de peso e o consumo de racdo pelos animais utilizados nos
experimentos do presente trabalho reproduziram os perfis observados em estudos
prévios realizados pelo nosso grupo (NUNES; GOMEZ-MENDOZA, et al., 2018) e por
outros autores. Os sinais neurologicos de DT foram observados apenas nos animais do

grupo DT e ndo nos animais do grupo CP. Os animais CP mantiveram seu peso corporal
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sem variagdo significativa entre os dias 12-14. Este fato, somado & observacdo de ndo
haver diferenca significativa entre o consumo de ragdo entre os grupos CP e DT, indica
que os sinais neuroldgicos observados nos animais do grupo DT séo devido a falta de
tiamina e ndo ao menor consumo de nutrientes (dieta). O peso dos animais do grupo
DT se mostrou estavel apds o 41° dia de tratamento (22° dia do periodo de recuperacéo).
Os animais deficientes em tiamina, ap6s o 45° dia de tratamento, ndo apresentam
diferenca de peso em relacdo ao grupo CP, e pela observagdo clinica, ndo mais se

observava diferencas entre os animais CP e DT.

A evolucéo dos sinais clinicos observada aqui esta de acordo com o descrito por
ZHANG, S. X. et al., (1995), que mostram que os sinais da deficiéncia de tiamina
iniciam tipicamente no 10° dia, evoluindo com perda de peso por volta do 12-13 dias;
perda do reflexo de endireitamento com ataxia grave entre os dias 13 a 16, seguido de
convulsdes. Os dados obtidos mostraram que os animais do grupo DT apresentaram 0s
sinais neuroldgicos, como convulsao e perda do reflexo de endireitamento entre os dias
13 e 14 (mediana dos dados), conforme pode ser observadas nas Curvas de
Sobrevivéncia, apresentadas na se¢do de Resultados. Os estagios clinicos referentes aos
tempos 10° e 14° dias foram selecionados para coletas de amostras e estudos
neurogquimicos. Além desses tempos, 0s ensaios bioguimicos foram também realizados
utilizando amostras coletadas apés dois periodos diferentes de recuperacéo (43° e 52°
dias ap0s interrupcdo do episodio de deficiéncia, sendo o ultimo incluindo o periodo de

teste comportamental) apds interrupcdo do episddio de deficiéncia.

O modelo de animais tratados com etanol, consumo crdnico, pela administragdo
de solugdes aquosas contendo etanol, como Unica fonte de liquido, também se encontra
bem estabelecido e tem sido usado pelo grupo de pesquisa coordenado pela professora

Savage (NUNES; VEDDER,; et al., 2018b; SAVAGE, LISA M.; HALL; RESENDE,
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2012), como também pela equipe do LANEC-UFMG (DE FATIMA OLIVEIRA-
SILVA et al., 2014; PIRES et al., 2001, 2005). No experimento executado no presente
estudo, no qual o consumo crénico de etanol foi utilizado como uma das variaveis
dependentes, os animais foram tratados de acordo com protocolo previamente

estabelecido por esses autores.

Estudos Comportamentais: aspectos cognitivos espaciais

Os dados provenientes dos estudos comportamentais, realizados no presente
trabalho, também corroboram o fato dos animais deficientes atenderem caracteristicas
do modelo relacionadas a déficits cognitivos induzidos pela deficiéncia de tiamina. Os
déficits observados nos processos de aprendizagem e memdria espacial de referéncia,
reproduzem achados prévios do nosso grupo (BUENO, K.O. et al., 2015; BUENO,
KENIA DE OLIVEIRA, 2015) e outros autores (BOBAL; SAVAGE, 2015; SAVAGE,
L. M., 2003; SAVAGE, LISA M. et al.,, 1997; SAVAGE, LISA M.; BUZZETTI,
RAMIREZ, 2004), nos quais mostramos que 0s animais deficientes apresentam um
desempenho pior, em relacdo aos animais controles, demorando mais tempo para
aprender a tarefa, mas conseguindo atingir um desempenho similar aos controles ao
longo da repeticdo das sessdes. Esse fato foi observado tanto para os ratos Wistar como
Sprague-Dawley, conforme pode ser observado nas figuras 22 e 26 na secdo de
Resultados.  No entanto, os dados do desempenho dos animais Sprague-Dawley,
principalmente nos primeiros quatro dias de testes (curva de aprendizagem e memoria
operacional) mostram uma maior variabilidade tanto para os animais controles como
deficientes, comparada aos Wistar. Uma possivel explicacdo para o fato de néo ter sido

detectado efeito da DT utilizando-se Sprague Dawley como modelo experimental, seria
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o fato do desempenho dos controles estar relativamente pior quando comparado com 0s
controles Wistar e, portanto, um deslocamento da linha de base controle interferir na
deteccdo de um possivel efeito induzido pela DT. Embora ndo tenhamos realizado um
estudo sisteméatico comparativo (ndo fazia parte dos objetivos do presente trabalho),
decidimos plotar em um mesmo grafico (apresentado no ANEXO, item 13.5) os
desempenhos cognitivos dos ratos controles Wistar e Sprague Dawley. Como pode ser
observada, a comparacdo entre as duas curvas, reforca a hipdtese de que a auséncia da
deteccdo de efeito da DT sobre o desempenho cognitivo dos animais Sprague Dawley,
pode ser devido a um pior desempenho dos animais do grupo controle. Varios fatores
poderiam explicar esse pior desempenho dos Sprague Dawley na condi¢do controle,
entre eles uma diferenca fisioldgica entre as linhagens. Sabe-se que, mesmo se tratando
da mesma espécie, os organismos de linhagens diferentes podem apresentar respostas
fisioldgicas e comportamentais diferentes frente a0 mesmo fator estressor (POVOA,
2007), no caso, o estimulo aversivo usado no LAM, a dgua. Uma observacgdo que vale
mencionar é que durante todos os procedimentos experimentais, incluindo os testes
comportamentais, observamos que a linhagem Sprague Dawley, embora originaria da
linhagem Wistar, parece mais ansiosa que os animais da linhagem Wistar, o que pode
ter interferido no desempenho cognitivo. A diferenga cognitiva entre os Sprague
Dawley e Wistar parece diminuir ao longo das sessdes de treino, pois, a partir do 5° dia
até 0 9° dia a diferenca diminui. VILAR (2015) mostrou evidencias que a medida que os
animais s@o expostos ao labirinto, ao longo das sessdes/dias, eles diminuem a ansiedade
e 0 prejuizo cognitivo causado pela idade € gradativamente revertido pela repeticdo da

tarefa.

Como o treino e teste de memoria de referéncia foram realizados ap6s 0s

animais terem passado pelo teste de memoria operacional, a experiéncia prévia na tarefa

224



refletiu no desempenho dos animais na tarefa seguinte, que foi o treino/teste da funcéo
cognitiva de referéncia. Observa-se que os animais (Wistar e Sprague Dawley) do
grupo CP, no 4° e 5° dia, respectivamente, da tarefa, se lembraram da regra aprendida
durante os primeiros dias no LAM (3-4 primeiros dias de tarefa operacional), enquanto
0s animais do grupo DT, ndo tiveram o mesmo desempenho e iniciaram o treino da
tarefa de memdria de referéncia com uma performance significativamente pior

comparada aos controles.

Em relacdo a memdria operacional, até onde pesquisamos os dados obtidos aqui
sdo inéditos e, mostram pela primeira vez que a deficiéncia de tiamina afeta de forma
significativa o desempenho dos animais Wistar e Sprague Dawley na execucao da tarefa
operacional. Observando o perfil das curvas, seria pertinente levantar a hipétese de que
os animais deficientes foram capazes de aprender a tarefa em uma determinada sessé@o
(apesar de que, com menos eficiéncia comparado aos controles), mas ndo tiveram a
mesma flexibilidade dos controles para buscar o reforco (plataforma=alvo) em outro
local no dia seguinte. A diferenca na capacidade de aquisicdo da tarefa ao longo dos trés
dias do teste é bastante evidente. Os animais do grupo CP, ao ndo encontrarem a
plataforma no local que esta se encontrava no dia anterior, passam a procura-la em outro
local, enquanto os animais deficientes ndo apresentam essa flexibilidade, demonstrando
uma dificuldade em encontrar o refor¢o. Esses achados estdo de acordo com VILLAS-
BOAS, (2014) que mostrou que animais deficientes em tiamina perseveram na busca da
plataforma em locais onde a mesma se encontrava em sessdes anteriores do treino em

tarefas de navegacao espacial.

A hipotese de um possivel déficit na flexibilidade comportamental induzido pela
DT é corroborada quando se analisa 0 comportamento dos animais CP e DT no 1° e 2°

minutos do teste comprobat6rio. Embora ndo detectamos um efeito significativo da DT
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(talvez pelo pequeno tamanho da amostra) o perfil do comportamento dos animais
controles é diferente dos animais deficientes. Enquanto os controles alteram o local da
busca, os deficientes parecem manter a mesma estratégia de busca no 1° e 2° mins. Essa
diferenca de comportamento pode ser verificada quando se compara os grupos CP e DT,
em relagdo a permanéncia dos animais nos quadrantes SW (quadrante adjacente) vs NW
(quadrante alvo), conforme dados apresentados na Figura 24, painéis A e B. Os dados
de avaliagdo de memoria de referéncia espacial e extingdo do comportamento, expressos
em numero de vezes que 0s animais de cada grupo cruzaram o local onde se encontrava
a plataforma durante o treino, também indicam um pior desempenho cognitivo,
memoria e extin¢do, dos animais deficientes comparados com os controles (Figura 25).
Existem evidéncias de que pacientes com Sindrome de Wernicke-Korsakoff apresentam
uma perda da flexibilidade comportamental (JOYCE; ROBBINS, 1991) e, portanto, o
modelo de roedores deficientes em tiamina representam um instrumento util para o

estudo dos mecanismos moleculares subjacentes a essas disfuncdes.
Estudos Histologicos e Neuroquimicos

Concentracdes de tiamina e isoformas fosforiladas:

Durante o episddio de DT (10° dia) observamos reducdo das formas fosforiladas
(TMP e TDP) em torno de 75% tanto do CPF como hipocampo. A reducédo das formas
fosforiladas pode ser explicada pela acdo do inibidor piritiamina, que impede a
conversao ou fosforilacdo da tiamina em TDP (MCCANDLESS, 1985). A utilizagdo do
inibidor piritiamina na inibigdo da enzima tiamina pirofosfocinase provavelmente
aumentaria os niveis da forma ndo fosforilada (tiamina) em todos os tecidos, nos
animais do grupo DT, causado pelo impedimento do uso desse substrato. No entanto

verificamos uma diminuigé@o dos niveis de tiamina nos animais do grupo DT (10.901,47
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+/- 4597,86 nmols/g tecido) em comparagdo ao CP (42.990,56 +/- 1326,21 nmols/g
tecido) no hipocampo. Em contrapartida no CPF os valores nos animais do grupo DT
aumentam, mas para valores muito acima do compardvel ao grupo CP, ndo sendo
possivel deteccdo (detector saturado). Esses dados obtidos nos fazem levantar uma
hipotese, principalmente quando comparamos os dados obtidos no hipocampo e no
CPF. A diferenga encontrada entre os tecidos, CPF e hipocampo em rela¢do aos niveis
de tiamina remetem a importancia funcional do coértex pré-frontal e sua falta de
capacidade regenerativa diminuida em comparagdo ao hipocampo. Neste caso a
importancia da tiamina como cofator enzimatico no metabolismo energético faz com
que este tecido (CPF) possua uma quantidade maior de reserva. Neste caso a agéo
inibitéria pelo quimico piritiamina favoreceria o aumento ndo mensurdvel desta
vitamina em detrimento dos demais tecidos. Outro ponto desta analise se refere a nao
modificagdo destes parametros (TMP e TDP) com o agravamento dos efeitos da
deficiéncia de tiamina nos animais do grupo DT, ndo observando uma reducdo ainda

maior dos niveis das formas fosforiladas TMP e TDP entre 0 10° (T1) e 14° (T2) dias.

Quando comparamos o0s valores médios em porcentagem da tiamina e seus
derivados TMP, TDP e TTP do grupo CP com valores médios também em porcentagem
encontrados por NUNES et al., 2017 e outros autores (BETTENDORFF, L. et al., 1991;
BETTENDORFF, L, 1991; BETTENDORFF, LUCIEN; WINS; LESOURD, 1994)
estdo muito similares. Vale ressaltar ainda que dados da literatura apontam uma nova
isoforma fosforilada, a Adenosina tiamina trifosfato — ATTP (BETTENDORFF,
LUCIEN et al., 2007; BETTENDORFF, LUCIEN; WINS, 2009), que poderia, nas
condigdes do ensaio responder as variagOes de concentracdes das formas fosforiladas

(TMP, TDP e TTP).
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Em relacdo aos niveis da forma fosforilada TTP, observamos alteracfes nas
concentragdes principalmente no CPF e hipocampo, visto que no tdlamo tanto no grupo
DT e como no grupo CP ndo foram detectaveis no tempo T1. O aumento da
concentracdo de TTP no CPF e auséncia de deteccdo no hipocampo, mesmo que néo
significativos, nos dias iniciais do episddio de DT (T1) pode ser explicado pela agédo da
atividade das enzimas responsaveis pelo seu metabolismo, enzimas de degradacdo ou
sintese de TTP. A atividade da TTPase, enzima que desfosforila a tiamina trifosfato (EC
3.6.1.28), solavel, esta localizada no citosol e possui atividade 6tima em pH alcalino
(~9,0) e é modulada por cofatores bivalentes (BETTENDORFF, LUCIEN; WINS,
2009; BUTTERWORTH, 2003; DELVAUX et al., 2013; HASHITANI; COOPER,
1972; MAKARCHIKOV; CHERNIKEVICH, 1992). Vale ressaltar que a TTPase, como
outras fosfoidrolases possuem ativacdo por cations bivalentes, em especial os ions
magnésio e inibicdo por ions calcio (DELVAUX et al., 2013; MAKARCHIKOV;
CHERNIKEVICH, 1992). Dados obtidos e apresentados na sec¢do Resultados
mostraram, no CPF, um aumento tanto na expressdo de genes da proteina
transportadoras de calcio (canais dependentes de voltagem - Cav1.2) como receptores
AMPA que poderiam facilitar o fluxo do ion célcio para o citosol da célula, aumentando
0s niveis citosolico desse ion. Como consequéncias desses eventos, teriamos resultado a
provavel inibicdo da enzima TTPase e consequentemente maior concentracao dos niveis
de TTP no CPF no tempo T1. Além do que ndo foi observado aumento dos niveis de
calcio, no hipocampo nos tempos T1 e T2, possivel inibidor da enzima TTPase que
possui papel na degradacdo da forma fosforilada TTP (GANGOLF et al., 2010;
GIGLIOBIANCO et al., 2013). Corroborando com os valores de TTP neste tecido.

No tempo de coleta seguinte, T2 (14 dias do episédio de DT), observamos uma

diminuigcdo dos niveis de TTP no CPF e manutencdo dos valores baixos tanto no
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hipocampo como no tdlamo. Dado esse obtido poderia ser explicado pela atividade de
enzimas que degradam a forma TTP, gerando a forma TDP. E com isso explicando em
parte o fato de apesar do tempo transcorrido os valores das formas TDP e TMP
permanecem constantes sem alteracdo. A acdo das enzimas TTPase e/ou TDP
fosforiltransferase, que possui atividade neuronal nesse processo de clivagem
(BUTTERWORTH, 2003), estaria corroborando com nosso resultado, principalmente
no hipocampo. Os dados divergentes em relagdo ao CPF que mesmo com niveis de
calcio citosolico aumentados ainda sim apresentaram diminuic¢do dos niveis de TTP no
tempo T2 podem ser corroborados pela alteracdo metabdlica induzida pela propria DT.
O papel da tiamina na sua forma fosforilada (TDP) como coenzima nas vias de
degradacdo e producédo de energia celular. Ja citado aqui e de conhecimento abrangente
no meio cientifico, possui papel nas acdes catalisadas pelos complexos enzimaticos,
piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase, auxiliando no processo de
descaboxilacao dos substratos catalizados (KOIKE; KOIKE, 1976; YEAMAN, 1989).
A baixa atividade das enzimas piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase
durante o tratamento com DT, impacta no aumento dos niveis de lactato e alanina e
consequentemente reducdo dos valores de pH (NAVARRO et al., 2005; SECHI;

SERRA, 2007). Corroborando como os efeitos sobre a enzima TTPase solGvel.

Além disso, a ndo detectacdo da forma TTP durante o episodio de DT, no
hipocampo e ainda sua reducdo, mesmo que nao significativa no CPF e no talamo seria
corroborada ainda pelo proprio déficit energético. Podemos destacar que a sintese de
tiamina trifosfofato estaria prejudicada durante o episodio de DT, tanto pela falta do
precursor (substrato) TDP que possui sua sintese inibida pela utilizacdo da piritiamina
como também pela falta de precursores (energéticos) como o ATP. Dados da literatura

mostram que a sintese dessa forma fosforilada (TTP) pode acontecer por meio das
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enzimas como adenilato cinase que convertem a reacdo TDP + ATP em TTP + fosfato
inorganico ou até mesmo enzimas ja conhecidas como a FoF;-ATP sintetase, que através
do fluxo de elétrons ocasionado pelo bombeamento de prétons através da membrana
mitocondrial sintetizam a forma TTP. Ambas condi¢cdes que incorporam o fosfato
inorganico na molécula de tiamina difosfofato (DELVAUX et al., 2013; GANGOLF et
al., 2010; GIGLIOBIANCO et al., 2013). Durante o episddio de DT o funcionamento
das vias de producéo de energia (metabolismo energético) estaria comprometidas, com a
sintese de ATP e a formacdo do gradiente na membrana mitocondrial corroborando com
uma baixa atividade das enzimas responsaveis pela sintese de novas moléculas de TTP
(JANKOWSKA-KULAWY et al., 2010; PANNUNZIO et al., 2000).

Outro ponto a analisar sobre esta forma fosforilada (TTP) se refere a fungéo de
modulacdo de canais anidnicos (canais cloreto) aumentando a expressdo destes
(BETTENDORFF, LUCIEN, 1994). Uma diminuicdo dos canais GABAérgicos pode
resultar em uma maior excitabilidade da célula, sendo assim uma provavel diminuicdo
do neurotransmissor (GABA) ou da forma fosforilada (TTP) poderiam agravar oS
efeitos da DT (BETTENDORFF, L et al., 1993; BETTENDORFF, LUCIEN, 1994). A
diminuicdo dos valores de TTP pode estar relacionado a um equilibrio de efeitos entre
os canais cloreto e seu agonista (GABA). Como citado esta forma fosforilada exerce
papel na sintese de canais aniénicos (CI’), neste caso possivelmente diminuido durante o
tratamento enquanto o agonista GABA, possivelmente aumentados pela expressao de
enzimas que catalisam sua formacdo (BETTENDORFF, L. et al., 1993; NUNES;
GOMEZ-MENDOZA; et al., 2018). Segundo HEROUX; BUTTERWORTH, 1988; e
LANGLAIS et al., 1988 apds periodo de recuperacdo valores de GABA séo
restabelecidos, e possivelmente os niveis da tiamina e suas formas fosforiladas voltam

ao normal, como observado em nossos experimentos.
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Niveis de célcio livre

Observamos no CPF, nos animais do grupo DT em comparagdo com 0s animais
do grupo CP, um aumento gradativo da concentragdo de ions calcio ao longo do tempo,
sendo ndo significativo no tempo T1 (10° dia do episddio de DT), mas significativo no
final do episodio (14°d do episédio de DT, T2). O interessante deste dado é que, apds
um periodo de recuperacdo/LAM (dosagens no tempo T6), os valores observados
retornam a niveis comparaveis ao controle.

Tanto no hipocampo como no tdlamo ndo observamos alteracdes significativas

nos niveis de calcio em nenhum dos estagios (T1, T2 e T6).

As alteragBes nos niveis de célcio livre, determinadas no presente estudo, ndo
podem ser consideradas um aumento no “pool” citosolico, devido a limitagdes da

técnica empregada, como discutido abaixo.

Como mencionado em Material e Métodos, utilizamos o método colorimétrico
para avaliar os niveis de célcio extra e intracelular (citosol). Apesar das limitagcdes deste
método, impossibilitando a distingdo entre os niveis de célcio citosolico e extracelular,
foi possivel observar alteracbes dos niveis de calcio dos tecidos analisados nos
diferentes tempos nos quais as amostras foram coletadas. As amostras foram as
mesmas utilizadas para dosagem de tiamina e seus derivados e, no processamento destas
amostras foi utilizado o agente desnaturante TCA 10% (NUNES et al., 2017), o qual
rompe apenas a membrana citoplasmatica. Assim, como as membranas das organelas
intracelulares ndo foram rompidas, os niveis de célcio de organelas, como a mitocondria
e/ou reticulo, ndo foram quantificados. Desta forma, os dados apresentados dos niveis
de célcio se referem a soma das concentracdes dos meios extracelular e citosélico. Sabe-
se que, alteragdes citosdlicas nos niveis do ion célcio, sdo tamponadas por organelas

como a mitocondria, que no caso de aumento, capturaram o0 excedente
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(KONDRATSKY!I et al., 2015). O reticulo endoplasmatico, por vias independentes da
mitocondria, também pode atuar no estabelecimento homeostatico celular (BURTE et
al.,, 2014; KONDRATSKYI et al., 2015; LA ROVERE et al., 2016; MEHAL;
INAYAT; FLAVELL, 2006; MORISHIMA et al., 2002b). Portanto, no caso da
ocorréncia de alteracfes induzidas por algum tipo de insulto, essas poderiam ser
tamponadas, tanto pela mitocéndria como pelo reticulo e, os eventuais efeitos ndo
seriam detectados se a avaliacdo for feita apenas no pool extracelular e no citolosol.
Estudos futuros, utilizando agentes como o Triton X-100 (detergente), o qual atua no
rompimento das membranas presentes em organelas, como a mitocondria (DE PINTO,
V; PREZIOSO; PALMIERI, 1987), poderdo ser realizados para avaliar os efeitos
observados no presente estudo, de uma forma mais detalhada em relagéo aos diferentes

“pools” de calcio presentes no tecido.

Sabe-se que, no SNC podemos distinguir dois tipos de canais de célcio voltagem
dependente, CaV-1.2 e CaV-1.3, localizados na membrana pds-sinaptica, tanto no corpo
celular do neurénio como nos dendritos e terminais do neurdnio (PINTO, MAURO
CUNHA XAVIER et al., 2015; ZAMPONI et al., 2015). Estes canais, como um dos
componentes moduladores do fluxo de calcio, podem desempenhar um papel crucial na
fisiologia celular ou em processos de morte celular, em regides do SNC (BAKER et al.,
1999; KE; GIBSON, 2004; MULHOLLAND, 2006) e, possivelmente, poderiam
explicar as diferencas de susceptibilidade dos tecidos aos efeitos de insultos que alteram

a homeostase do calcio.

Dados da literatura, obtidos em cultura de neur6nios granulares do cerebelo,
mostram alteracdes nos niveis de canais voltagem dependente do tipo Cavl.2, além do

aumento da concentracdo de célcio no citosol, em animais que foram submetidos a
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deficiéncia de tiamina (LEE, SHUCHEN et al., 2010; MOREIRA-LOBO et al., 2016).
MOREIRA-LOBO et al., 2016.

LEE et al., (2010) mostraram, por qPCR, que a deficiéncia de tiamina induz
baixa expresséo de ADAR2 (adenosine deaminases acting on RNA), enzimas
responsaveis por modificacdo na subunidade GIuR2 (uma das subunidade do receptores
AMPA). Esse efeito da deficiéncia de tiamina descrito por Lee et al., pode ser o
resultado de um aumento da permeabilidade, ao ion célcio, dos receptores AMPA
(ISAAC; ASHBY; MCBAIN, 2007; SPAETHLING et al., 2008).

Uma hip6tese que poderia ser levantada € que o fluxo do ion célcio, resultando
em um aumento dos niveis citosolicos observados no presente estudo, poderia ativar
proteinas cinases dependente de célcio, como por exemplo CaMKkll (proteina cinase Il
dependente de célcio / calmodulina) que potencializa processos de apoptose
(HARDINGHAM; BADING, 2010; PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013). Esta
cinase pode atuar nos receptores AMPA, pela fosforilagdo dos residuos Ser831 ou
Ser845 da subunidade GIuR1, promovendo abertura dos canais AMPA (LEE, HEY-
KYOUNG et al., 2000). Em contrapartida, a desfosforilacdo do residuo Ser845, pela
atividade das proteinas fosfatases 1 ou 2A, promove endocitose dos receptores do tipo
AMPA (BARRIA; DERKACH; SODERLING, 1997; FUKUNAGAS; STOPPINIG;

MIYAMOTOS, 1993; SONG; HUGANIR, 2002; XIA, JUN et al., 2000).

Atividades das caspases

Outras variaveis dependentes avaliadas no presente estudo, foram as atividades
das caspase 3/7, 8 e 9 que podem, dependendo dos niveis de atividades, fornecerem
informacdes sobre a viabilidade celular dos tecidos. Como descrito na se¢do Resultados,

o0s dados obtidos no CPF, mostraram reducdo das atividades da caspase-8 e caspase-3/7
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no tempo T6 (ap6s periodo de recuperagdo/LAM). Duas explicagdes podem ser
levantadas em relagdo a este resultado. A primeira, considerando a ligagdo destas duas
enzimas no processo de morte programada, apoptose, sendo a caspase-8 iniciadora e a
caspase-3 executora desse processo. ApoOs ativagdo, via receptores de membrana, a
caspase-8 catalisa a clivagem da pré-caspase-3, liberando a forma ativa da caspase-3
(HU et al., 2000; KRUIDERING; EVAN, 2000; STRASSER; JOST; NAGATA, 2009).
Neste caso um efeito que provoca a diminuicdo de uma poderia acarretar na diminuicéo
da outra. A segunda explicacdo seria baseada no papel da caspase-3, ndo restrito a morte
celular. Esta enzima possui outros substratos como, por exemplo, a subunidade GlulR
do receptor AMPA, que, ao ser clivado perde sua atividade e, como consequéncia, é
interiorizado (LI, ZHENG et al., 2010; LU et al., 2002). Outro substrato da caspase-3, a
proteina cinase Akt, que sendo clivada induz o processo de LTD (GLAZNER et al.,
2000; JIAO; LI, 2011; MALENKA; BEAR, 2004). Neste caso, a segunda explicagédo
seria fundamentada na hipétese de que uma vez que as atividades das caspases 8 e 3/7
diminuem ap6s o periodo de recuperacdo e experiéncia cognitivas no LAM (T6), essa
diminuicdo de atividade poderia estar relacionada com a obtencdo de um balanco entre
LTP: LTD, uma vez que o aumento do LTP em detrimento do LTD pode favorecer o
processo de aprendizagem e consolidacdo da memoria (WHALLEY, 2007). Mais uma
vez, lembrando que existem evidéncias da participacdo da CASP3 tanto nos processos

de plasticidade, como de morte celular (SNIGDHA et al., 2012).

No hipocampo, ao contrario do CPF, a reducdo das atividades das caspases,
principalmente da caspase-8, ocorreu no tempo T2 (14° dia do episédio de DT). Este
dado, somado aos achados sobre viabilidade celular (marcagdo com o fluoréforo IP),
marcador de processo de morte celular por necrose, leva-nos a uma questdo sobre um

processo denominado necroptose. Termo utilizado para uma via de morte celular
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desencadeada por receptores do tipo TNF-R1, dentre outros (DEGTEREYV et al., 2005).
A inicializacdo do processo de morte celular por receptores do tipo TNF-R1, gera a
formacdo de um complexo contendo as seguintes proteinas: TRADD (do inglés:
Downstream adapter proteins), clAPs (do inglés: Cellular Inhibitor of Apoptosis
Proteins), TRAF2 (do inglés: TNF receptor-associated factor 2) e RIPK1 (do inglés:
receptor-interacting kinase 1). Pela ubiquitinizacdo do receptor RIPK1, a caspase-8 €
agregada ao complexo, que neste momento se torna soltvel no citosol. Quando a
atividade de caspase-8 é alta, esta promove apoptose e, como observado no presente
estudo, quando a atividade se encontra baixa, como no tempo T2, ocorre uma serie de
reacOes que culminam com o recrutamento da proteina MLKL (do inglés: Mixed lineage
kinase domain-like) formando o necrossoma. A proteina MLKL uma vez fosforilada,
transloca do citosol para a membrana, disparando um processo de necroptose
(ASHKENAZI; SALVESEN, 2014; FUCHSLOCHER CHICO; SAGGAU; ADAM,
2017; GALLUZZI, LORENZO et al., 2018). Esta via também explica a auséncia de
modificagcdo da atividade da caspase-3, visto que o processo de morte celular pode ter

sido desviado da apoptose para necroptose, ou seja, uma necrose secundaria.

A reducdo da atividade da caspase-9 observada no hipocampo pode ser
relacionada com a baixa atividade da caspase-8. Um substrato da caspase-8 € a proteina
de 22 kDa (BID) que ao ser clivada expdem residuos hidrofébicos favorecendo, por
meio de proteinas da familia Bcl-2 a liberagdo de citrocromo C da mitocéndria e
consequente ativagcdo da caspase-9 (BILLEN; ANDREWS, 2009; ESPOSTI, 2002;
KANTARI; WALCZAK, 2011; LI, HONGLIN et al., 1998; WANG, KUN, 1996;

YUAN; NAJAFOV; PY, 2016).

No talamo, ndo foram detectadas alteracBes significativas das atividades

cataliticas das caspases analisadas (8, 9 e 3/7). A auséncia de alteracGes nessa regido
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poderia ser explicada pelo fato dos processos de morte celular terem ocorrido em uma
velocidade maior, quando comparado com o CPF e hipocampo e, no momento da coleta
das amostras, apos morte celular, as atividades das caspases, no tecido remanescente, ja
teriam se restabelecido, sem possibilidade de deteccdo de alteragfes em relagdo ao
animais controles. Como a atividade enzimatica é expressa por mg de tecido, as perdas
de tecido, visiveis no talamo, sdo corrigidas no momento em que 0S ensaios S&o
realizados em amostras equivalentes (=1mg) do tecido remanescente. No caso do CPF
e hipocampo, as analises das atividades foram realizadas em etapas que correspondem
as fases intermediérias dos processos, resultando na deteccdo das alteragbes nas
atividades das enzimas que participam dos processos que levam a morte celular. Essa
hipotese é corroborada pelos achados de MATSUSHIMA; MACMANUS; HAKIM,
(1997), que observaram aumento da expressdo de c-fos, um marcador de morte
programada (SMEYNE et al., 1993), bem como condensacdo do DNA e marcaces pela
técnica de TUNEL, dois dias antes do aparecimento dos sinais neurolégicos. Como no
presente estudo, as amostras foram coletas depois do aparecimento dos sinais
neuroldgicos e apds periodo de recuperacdo, 0s processos de morte celular,

provavelmente, ja teriam sido finalizados.

As alteracbes das atividades de caspases no tempo T6 (apds periodo de
recuperacdo/LAM) no CPF e no hipocampo, mas ndo no talamo, poderia ser explicado
como um efeito da experiéncia cognitiva no LAM, que ocorreria apenas no CPF e
hipocampo, que séo regides consideradas relevantes na execugédo de tarefas cognitivas
espaciais (CARRUTHERS, 2013; DUDCHENKO, 2004b; 1ZQUIERDO, 1989;
MRSIC-FLOGEL; TREVES, 2015; O’KEEFE, J.; DOSTROVSKY; J. O’KEEFE,

1971; O’KEEFE, JOHN, 1976; SWEATT, 2003; VIGIL et al., 2010).
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A reducéo da atividade da caspase-3/7, nos animais controles (grupo CP-T2 vs
CP-T6), no tempo T6 em comparagdo ao T2 (p= 0,051), poderia ser considerado um
efeito do processo de envelhecimento, visto que a diferenca de dias entre o tempo T2 e

T6 é igual a 38 dias.

Ensaio de Viabilidade celular — Calceina e lodeto de Propidio

Como observado na secdo Resultados, os dados obtidos no presente estudo sobre
os efeitos da DT sobre a viabilidade celular no CPF, ndo mostraram diferencas
significativas entre o grupo DT e CP. Avaliando os dados obtidos com os testes de
viabilidade celular pela marcacdo do fluor6foro IP, observamos apenas uma tendéncia
de efeito da DT [DT F120=3,46, P=0,077)]. Analisando os dados dos individuos que
foram submetidos ao episddio de DT, observamos uma alta variabilidade individual e,
assim, dedicimos aplicar o teste Grubbs para deteccdo de outlier. Ap6s o teste, um dos
dados foi removido da analise ANOVA e a reanalise mostrou efeito da DT (F1,19=4,56,
P=0,046), com tendéncia, detectada no teste post hoc, efeito no tempo T2 (p=0,084). O
aumento da marcacdo com fluoréforo IP no tempo T2 no CPF, mas auséncia de efeito
no hipocampo e no tdlamo, somado as evidéncias de que o tdlamo é uma das regides
mais susceptiveis a lesdo (morte celular), nos leva a inferir que a cinética do processo de
morte celular, desencadeado no CPF, poderia ser diferente do observado no hipocampo
e talamo. Ou seja, no tempo T2 (10° dia do episodio) o tecido talamico ja estaria em
estagios mais avangados do processo de morte celular, enquanto o CPF estaria iniciando
esse processo, com células apresentando alteracdes na permeabilidade da membrana
plasmatica. Esta hipo6tese esta também baseada no fundamento da técnica, na qual o IP é
um marcador de morte celular que se liga ao material genético, DNA (HUDSON et al.,

1968; SUZUKI et al., 1997). Sendo assim, devido ao tamanho consideravel da molécula
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de IP, este entra na célula apenas quanto ha uma alta permeabilidade da membrana, fato
observado em estagios que antecedem e, posteriormente, culminam com a morte celular
por necrose (CROMPTON et al., 1992; LERMAN, 1961; NEVES; BRINDLE, 2014,

SOLA, Setal., 2001; SUZUKI et al., 1997).

Outro fato a ser considerado é a grande variabilidade observada nos animais
tratados com dieta sem tiamina e, vale ressaltar, que o tamanho da amostra (‘n’
amostral) foi pequeno, o que poderia comprometer a evidéncia de possiveis efeitos

significativos da DT.

No hipocampo, os dados obtidos ndo mostraram efeito significativo de nenhum
dos fatores avaliados (DT vs tempo). No entanto, a titulo de informacdo a ser
posteriormente checada em estudos futuros, utilizando amostras experimentais maiores
(tamanho da amostra maior que a utilizada no presente estudo), vale considerar a
porcentagem de marcagdo com o fluor6foro IP. Amostras do CPF de animais deficientes
em tiamina apresentaram valores proximos de 150%, no tempo T2, enquanto no
hipocampo, nas sub-regides CA3 e GD, e no talamo, foram observados valores
equivalentes a 300% e 275%, respectivamente, que representam aproximadamente o
dobro daguele obtido no CPF. Se confirmado, a partir destes dados pode-se levantar a
hipbtese de que o hipocampo e o talamo possuiriam maior susceptibilidade ao insulto da
deficiéncia de tiamina, quando comparado ao CPF. Se valendo dos mesmo argumentos
(variabilidade e tamanho da amostra), e realizando a mesma analise feita para o CPF,
podemos observar que quando agrupamos os valores obtidos dos animais dos grupos
CPs, gerando um unico controle final (CP final), encontramos diferenca significativa
entre os grupos CP e DT, no tempo T2 para as sub-regides hipocampais, CA3 (p=0,003)

e GD (p= 0,008). As alteragdes observadas, induzidas pela DT, desaparecem apos
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periodo de recuperacdo (dados obtidos no tempo T6), como pode ser observado na

Figura 32 Painel B.

Sabe-se que o tdlamo é uma das regiGes mais acometidas pela DT, e por volta do
14 dias do episodio de DT (tempo T2) é possivel observar, a “olho nu”, espagos vazios
no tecido talamico, decorrentes de morte celular (BOBAL; SAVAGE, 2015; SAVAGE,

LISA M.; HALL; RESENDE, 2012; VEDDER et al., 2015).

Como citado anteriormente, o iodeto de propidio se liga ao DNA e, na auséncia de
material genético, devido a morte celular, essa ligacdo ndo ocorre e os indices de
fluorescéncia (do IP) se tornam muito baixos (BOBAL; SAVAGE, 2015;
BUTTERWORTH, 2003; KRIL, JILLIAN J.; HARPER, 2012; MAIR et al., 2014;
SAVAGE, LISA M. et al., 1997). E pertinente supor que, os niveis relativamente baixos
de fluorescéncia no talamo possam ser devido ao fato da alta incidéncia de morte celular
nesta regido, ja no tempo T2, refletindo na auséncia de diferenca significativa quando se

compara CP vc DT.

Expressdo Génica

Efeitos da DT e/ou Experiéncia Cognitiva sobre a expressao génica

Os resultados obtidos (Figura 34) nos experimentos realizados para verificar 0s
efeitos da DT e da “experiéncia cognitiva” no LAM, indicam que as expressdes dos
genes aqui estudados, envolvidos em processos de viabilidade celular, ndo foram
afetadas de forma significativa no CPF e nem no hipocampo, em amostras coletadas
apo6s um periodo de recuperagdo sem (T5) ou com (T6) experiéncia no LAM. Por outro
lado, no talamo, as analises mostraram interagdes significativas entre os efeitos da DT e

“experiéncia cognitiva” para CASP3 (P=0,015) e CASP8 (P=0,005). Testes post hoc
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indicaram uma diminuicdo significativa da expressdo da CASP3 (p=0,02) e CASP8
(apenas tendéncia, p=0,09) nesta regido, quando se compara animais controles com e
sem “experiéncia cognitiva” (CP vs CP-LAM) e, também uma diferenca significativa e
tendéncia de diferenga, entre CP versus DT, para a CASP3 e CASP8, respectivamente.
Como o tdlamo € uma regido mais susceptivel aos prejuizos causados pela DT, a
ocorréncia de interacdo significativa entre esses fatores nesta regido, poderia estar
indicando um tipo de efeito protetor da “experiéncia cognitiva”, intensificando possiveis
mecanismos neurobioldgicos para evitar a progressdo de morte neuronal. Tanto os
animais que foram submetidos a deficiéncia tiamina como os animais submetidos ao
LAM apresentaram uma diminuicdo na expressdo de CASP3 e CASP8 (tendéncia).
Apesar dos efeitos serem similares (ambos fatores induzem diminuigéo),
provavelmente, os mecanismos devem ser diferentes, de tal forma que os dois fatores
associados resultam em interacao e restabelecimento da expressdao da CASP3 e CASP8
para niveis similares ao controle (ndo existem diferencas entre CP vs DT-LAM, para
nenhuma das duas CASPs). A DT, por ser um insulto que induz morte neuronal, pode
provocar uma resposta neurobioldgica protetora, que diminui a expressdao da CASP3
(uma enzima executora de apoptose) e CASP8, cujo produto (enzima), faz parte de uma
das vias que regulam a atividade da CASP3. Como a CASP3 exerce outras fungoes,
como participagdo no metabolismo de BDNF (GUO et al., 2016), Akt (GLAZNER et
al., 2000; JIAO; LI, 2011; MALENKA; BEAR, 2004) e receptores AMPA (LI, ZHENG
et al., 2010; LU et al., 2002), podemos hipotetizar que o efeito do LAM sobre a
expressdao desta enzima, poderia demandar uma ou mais vias, que envolvem

componentes subjacentes a processos cognitivos.

Chama atencdo o fato de ndo termos detectado efeito da experiéncia cognitiva

(LAM) sobre a expressao da CASP3 e CASP8 no hipocampo, pois, 0 hipocampo é uma
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regido chave no processamento de informagOes espaciais (O’KEEFE, 1.
DOSTROVSKY; J. O’KEEFE, 1971; O’KEEFE, JOHN, 1976; OLTON;
SAMUELSON, 1976) e, se a experiéncia no LAM afeta CASP3 no talamo,
esperavamos que também afetasse a expressdao no hipocampo (IZQUIERDO, 1989;
RIBAS, 2007). Verificando os dados obtidos, observamos uma tendéncia (p=0,08) de
diminuicdo da expressdo de CASP3 também no hipocampo, induzida pela experiéncia
cognitiva (LAM). Quando se compara os grupos DT vs DT-LAM, detecta-se um efeito
significativo da experiéncia cognitiva (LAM), com restabelecimento dos valores

comparaveis ao controle (CP).

Ainda no tdlamo, na mesma direcdo dos efeitos da DT e LAM sobre as
expressoes das CASP3 e CASP8, a DT induz uma diminuicéo significativa da expresséo
do gene CACNALC, provavelmente, seguindo a mesma logistica de protecdo contra o
insulto da deficiéncia que pode desencadear morte celular. A interagdo significativa
entre DT e LAM (P=0,020) sobre a expressdo do canal de célcio, poderia estar atuando
no sentido de reverter a homeostase do calcio. Essa hipotese € corroborada pelo fato de

que ndo foi observada diferenca significativa entre CP e DT-LAM.

Efeitos da DT e/ou Consumo cronico de etanol (um més) sobre a expresséo génica no

TEMPO T1’ (10° dia do episédio de DT).

No 10° dia do episddio de DT foi observado um aumento significativo na
expressao dos genes AMPAL e CACNALC no CPF, os quais codificam proteinas que
funcionam como receptores de glutamato e canal de célcio sensiveis a voltagem
(CaV1.2), respectivamente. Como mencionado anteriormente, 0os receptores AMPA

intermediam o componente rapido da traducdo de sinal excitatorio nas sinapses

241



guimicas em todas as regides do cérebro dos mamiferos, incluindo o CPF (GREGER;
WATSON; CULL-CANDY, 2017; ISAAC; ASHBY; MCBAIN, 2007; ROGAWSKI,

2011; SONG; HUGANIR, 2002).

Os achados do presente estudo, que mostram um aumento na expressao do gene
que expressa o canal de célcio CaV1.2, estdo de acordo com MOREIRA-LOBO et al.,
(2016), que mostraram, em neurdnios granulares cerebelares, um aumento dos niveis

proteicos do componente CaV1.2, induzido pela deficiéncia de tiamina.

Por outro lado, de forma aparentemente contraditéria, sabe-se que, animais com
delecdo do gene que codifica para canais de calcio do tipo CaV1.2 apresentaram
maiores dificuldades no aprendizado de tarefa no LAM (TEMME et al., 2016). As
diferencas entre os resultados obtidos no presente estudo e aqueles mostrados por
TEMME et al., 2016, podem ser explicadas pelo fato de que a técnica de delecdo de
genes pode afetar a regulacdo da transcricdo de outros genes e o efeito sobre a cognicao
espacial ser devido a outros fatores. Estudos futuros, desenhados para verificar a
correlacdo entre os niveis de CaV1.2 em diferentes regides do SNC, e o desempenho

cognitivo espacial, precisam ser realizados para esclarecer essa contradicéo.

Além disso, a DT afeta a expressao da subunidade GIuR2, que juntamente com
outras subunidades (GIuR1, GIuR3 e GluR4) fazem parte da estrutura tetrdmica dos
receptores AMPA (DINGLEDINE et al., 1999). Portanto, uma hip6tese que pode ser
levantada para explicar o aumento na expressdo dos genes CACNALC e AMPAL no
CPF, é que o insulto da deficiéncia de tiamina, desencadeia uma resposta
neurobiologica, que resulta em efeitos do tipo compensatorios, com a finalidade de
manter funcdes neuroldgicas corticais que sejam relevantes para o organismo. Se 0

episadio é prolongado, esses efeitos desaparecem e se manifestam como disfuncdes, por
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exemplo, cognitivas. Outra possivel explicacdo para esses aumentos nas expressdes do
CACNA1C e AMPAL, poderia ser que o aumento nos canais de céalcio sensivel a
voltagem (pos-sinapticos) e receptores AMPA, podem representar uma etapa inicial do

processo neurotoxico, induzidos pela DT, que poderia culminar com a morte celular.

Dados que apontam na mesma dire¢do, foram obtidos por autores estudando a
expressdo génica e a concentracdo proteica de outra isoforma (CaV1.3) do canal de
calcio (THIBAULT; LANDFIELD, 1996; VENG; BROWNING, 2002). Esses autores
mostraram que a expressdo dos canais CaV1.3 no hipocampo, na sub-regido CA1,

aumenta com a idade.

No entanto, no presente estudo, diferentemente do observado no CPF, nédo
observamos um aumento da expressdo do gene CACNALC (que expressa Cavl1.2) no
hipocampo e nem no talamo, mas houve um efeito da deficiéncia de tiamina, quando
associada ao consumo crénico de etanol (grupos ET-DT), no sentido de diminuir a
expressao do gene CACNALC (apenas no talamo) e AMPAL (apenas no hipocampo).
Esses dados corroboram outros achados sobre os efeitos distintos da DT, que dependem
da regido do SNC. A diminuicdo da expressdo do gene AMPAL no hipocampo pode ser
um dos fatores relacionados com os déeficits cognitivos observados em animais
deficientes de tiamina. Estudos sobre as possiveis relaces entre esses fatores se

configuram como uma interessante perspectiva desta linha de pesquisa.

Uma alteracdo que ocorreu apenas no hipocampo, e que consideramos também
bastante interessante, pois, também poderia estar relacionada com os déficits cognitivos
espaciais, € o fato da DT associada ao consumo crénico de etanol (ET-DT) induzir uma
diminuigdo significativa no gene AKT1 em estagios antes do aparecimento dos sinais

neuroldgicos. A cinase Akt, produto da expressdo do gene AKT1, é uma serina/treonina
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cinase especifica que fosforila o Apaf-1 (fator que ativa a apoptose), inibindo o processo
apoptético (ZHOU et al., 2000). Um déficit neste processo pode ser um dos fatores que
desencadeiam o processo de apoptose induzido pela DT. Outro achado que também
pode causar uma disfuncdo importante no hipocampo € a diminuicdo significativa da
expressdo do gene BDNF. Esse achado estd de acordo com resultados recentes obtidos
pelo nosso grupo (SENA, 2019, dados ainda ndo publicados), sobre os efeitos da DT
nos niveis de BDNF no hipocampo, que diminuem de forma significativa. Uma das
consequéncias da diminuicdo deste fator neurotréfico pode ser a ativacdo de
“Dependence Receptors” (GOLDSCHNEIDER; MEHLEN, 2010), que também
intermediam processos de morte celular. Contrapondo esses efeitos, pelo menos no
CPF, o sistema parece induzir um aumento da expressdo dos genes CACNAILC e
AMPAL. As conexdes do CPF com o hipocampo (CHURCHWELL et al., 2010)
poderiam de alguma forma também colaborar com a manutencdo de funcgdes
hipocampais, mas ao longo do processo e permanéncia da deficiéncia até um estagio
mais grave, esse “tamponamento” poderia se romper, resultando nos conhecidos

prejuizos cognitivos e sinais neurolégicos graves induzidos pela DT.

Os efeitos dos tratamentos (DT e/ou ET) na expressdao dos genes CASPS8,
CASP3, AKT1, AMPAL, MAPKS8, NFKR1 e BDNF no hipocampo, acontecem, na sua
grande maioria, de forma significativa apenas quando os dois tratamentos foram
associados. As expressdes desses genes foram diminuidas, nos animais do grupo ET-
DT. No caso do BDNF, a diminuicdo da expressdo do gene para essa neurotrofina foi
induzida tanto pela DT isolada ou associada com o ET. Como se trata de efeitos
detectados durante o episddio de deficiéncia, enquanto os animais ainda consumiam
etanol, a interacdo dos fatores “etanol cronico e agudo” e “auséncia de tiamina” devem

ser considerados na interpretacdo de cada um desses efeitos. A diminuicdo da expressdo
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de alguns desses genes (CASP3, CASP8 e MAPKS8) pode estar acontecendo com o
proposito de favorecer a viabilidade celular (PAPA et al., 2004), enquanto a diminuigao
da expressao dos genes para BDNF e NFKR1, desfavorece a viabilidade celular. Fatores
como duracdo do episodio de DT e consumo de etanol e/ou periodo de recuperacao,
podem induzir o deslocamento desse “equilibrio” para um lado ou para outro. No caso
da CASP3, vale mencionar, os resultados de SNIGDHA et al., (2012), que mostram
evidencias sobre o papel dessa enzima no ponto de bifurcacdo de dois sistemas:

plasticidade e morte celular.

No talamo, regido mais susceptivel aos danos causados pela DT, os efeitos
significativos acontecem nos animais dos grupos ET-DT e DT isolada, com aumento da
expressdo do gene CASP9 (que neste caso poderia estar agindo sobre outras caspases
executoras da apoptose, como a caspace 6 e 7) (PARRISH; FREEL; KORNBLUTH,
2013; SEOL; BILLIAR, 1999), ja que a expressdo de CASP3, neste estagio (T1”), ndo
foi afetada no tdlamo. Nos animais que sdo submetidos aos dois tratamentos (ET-DT)
verifica-se uma diminuicdo significativa na expresséo do BDNF, podendo ser
considerado um dos importantes fatores responsaveis pela morte celular nesta regido
(GAO et al., 2010; YOUNG et al., 2005). Como no CPF, a expressao do gene AMPA1
aumenta de forma significativa, 0 que poderia representar um ajuste para manter o

funcionamento de células remanescentes.

Efeitos da DT e/ou Consumo cronico de etanol (seis meses) sobre a expressao génica
nos TEMPOS T2’ (14d do episodio de DT), T3’(1 dia de recuperagdo) e T4’ (21 dias

de recuperacao).
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No CPF, verificamos efeitos significativos dos tratamentos ET-T, DT-4h sobre a
expressdo da CASP3, no tempo correspondente ao final do episddio de deficiéncia de
tiamina (T2”), momento que os animais do grupo DT-4h estavam deficientes por 14 dias
e 0s animais do grupo ET, estavam consumindo etanol por 6 meses. Os dois
tratamentos induziram uma diminuicdo na expressdo do gene CASP3 e esse efeito pode
ser interpretado como uma resposta para diminuir a apoptose, que poderia estar sendo
causada via NFkB. Essa hipotese é vidvel, pois, ainda no CPF, observamos efeitos
significativos dos tratamentos ET (com ou sem suplementacéo de tiamina), DT-4h e da
associacao desses tratamentos (ET-DT) sobre a expressao da NFKR1, também no tempo
T2’, correspondente ao final do episodio de DT. Os tratamentos induziram uma
diminuicdo na expressao do gene NFKR1 e esse efeito (contraposto pela diminui¢do da
CASP3), poderia levar a uma diminuigéo da viabilidade celular. Como mencionado, 0s
autores PAPA et al., (2004), mostram evidéncias de que uma diminuicdo na

concentracdo de NFkR1 representa um mecanismo que leva a apoptose.

Um outro resultado encontrado no CPF, se refere a uma diminuicao significativa
da expressdo da CASP9 um dia ap06s o final do episddio de DT, ou seja, apds 24 horas
de recuperagdo=T3’), causado pelo consumo cronico de etanol. Registramos esse
achado, mas até o presente momento, ndo conseguimos encontrar uma explicacao para

esse efeito, que n&o foi verificado nos outros tempos T2’ e nem T4’.

No hipocampo, de forma similar ao CPF, verificamos efeitos significativos dos
tratamentos ET sobre a expressdo da CASP3, no tempo T2’, momento que os animais
do grupo ET, estavam consumindo etanol por 6 meses. No entanto, diferentemente do
CPF, a DT néo afetou a expressdao de CASP3 no hipocampo no tempo T2’. O que se
observa ¢ que, no tempo T2’ (14d do episddio de DT), esses dois tratamentos, ET e DT

diminuiram, de forma significativa, a expressao da CASP8, efeito que também pode ser
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interpretado como uma resposta para diminuir a apoptose. Outro resultado que foi
diferente do CPF, é que nos animais que foram submetidos a DT, ap6s 24h de
recuperacdo apresentaram um aumento significativo na expressédo do gene NFKR1 e
esse efeito, pode ser interpretado como um mecanismo que favorece a viabilidade

celular, revertendo possiveis disfuncdes induzidas pela DT.

Outros achados interessantes no hipocampo séo os efeitos sobre a expressdo dos genes
AMPAL1 e CACNALC. Observa-se que a DT, revertida apds 4h ou 1h do aparecimento
dos sinais neuroldgicos, pode, respectivamente, afetar ou ndo, a expressdo do gene que
codifica para canais de calcio sensivel a voltagem. O observado é um aumento
significativo na expresséo de CACNALC no T2’, que como citado acima, na
apresentacdo dos dados obtidos em amostras do CPF, pode ser um aumento que
acontece como uma resposta neurobioldgica para evitar déficits cognitivos, favorecendo
funcbes neurais importantes e que dependem da atividade dos tipos de canais
codificados por esse gene. Por outro lado, a expressdo do gene AMPAL no hipocampo,
foi significantemente diminuida pela DT. Esse fato, ndo foi observado nem no CPF
(onde ocorreu aumento da expressdo) e nem no talamo, sinalizando uma

susceptibilidade diferente entre as regides do SNC frente aos insultos, DT e/ou ET.

Na regido do Talamo, foram observados efeitos significativos do ET e DT,
isolados ou também associados (para o caso do efeito sobre o gene MAPKS8) na
diminuicdo das expressdes dos genes CASP9 e MAPKS (proteina JNK), no ultimo dia
do episodio de DT, indicando a participagdo de mecanismos relacionado a manutengédo
da viabilidade celular, “trabalhando” para a sobrevivéncia do tecido. Em contrapartida,
outros fatores que favorecem a morte neuronal, como a ativagdo da expressdo do gene
CASP8, estdo também agindo na fase T2’ e persistem mesmo apds periodos de

recuperagdo (T3’ e T4’). Considerando que o tdlamo ¢ uma das regides intensamente
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afetadas pela DT, com lesdes possiveis de serem visualizadas a olho nu, como
observado nos animais deficientes do presente estudo, pode-se hipotetizar que os efeitos
no aumento da expressao do gene CASP8 deve preponderar frente aos mecanismos que
0 contrapde, como por exemplo, a diminui¢do das expressdes dos genes CASP9 e

MAPKS.

Outros efeitos induzidos pela DT e ET, detectados apds periodo de recuperacao
(T3”) foi a diminui¢do da expressao do gene CACNALC e do AKT1, sendo que a
diminuicao da expressao de AKT1 foi observada apenas no grupo ET, no tempo T4’ (21
dias de recuperacdo). Esses efeitos tardios podem representar respostas celulares
compensatdrias, com o intuito de resgatar funcGes afetadas por esses tratamentos. Os
dois efeitos, diminui¢do dos canais de calcio do tipo CaV1.2 e da proteina cinase Akt,

podem funcionar como parte do restabelecimento da homeostase do célcio.
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8. CONCLUSOES GERAIS

As conclusdes apresentadas abaixo, estdo relacionadas com cada uma das quatro

hipdteses que foram testadas no presente estudo.

Hipotese 1. Os niveis de tiamina e suas formas fosforiladas sdo afetados de forma
diferente (i) ao longo da evolucédo de um processo induzido pela deficiéncia de tiamina,
ou seja, quando se comparam as fases: durante e final de um episoédio de DT e ap6s
periodo de recuperacéo e (ii) dependente da regido do SNC (CPF, He T).

Resultados: Hipotese corroborada para o item (i) pela observacdo das reducbes nas
concentracdes das formas fosforiladas (TMP, TDP) em todos os tecidos analisados
(CPF, H e T), em tempos correspondentes a estagios clinicos diferentes do processo
neurodegenerativo, induzido pela deficiéncia de tiamina. Também ocorreu diferenca
significativa nos niveis de TTP de maneira dependente do tecido. Até o presente
momento, os resultados obtidos, referentes ao item (ii) ainda ndo foram analisados
usando modelo estatistico. No entanto, uma observacdo ndo sistematica dos dados
indica a existéncia de efeitos distintos da deficiéncia de tiamina, quando se consideram

tecidos diferentes, no caso CPF, hipocampo e talamo.

Concluséo 1: as funcgdes da tiamina e/ou suas formas fosforiladas sdo diferentes nos
tecidos cerebrais, € uma deficiéncia desta vitamina resulta em comprometimentos

distintos em cada uma das regites do SNC, CPF (hipocampo e tdlamo).
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Hipdtese 2. A deficiéncia de tiamina induz déficits cognitivos em aprendizado e
memoria espacial operacional e alteracbes em componentes envolvidos em processos

de morte celular (atividade de caspases e niveis de calcio).

Resultados: Hipotese corroborada, visto que observamos déficit de memoria espacial
operacional nos animais do grupo DT, bem como alteragfes significativas das

atividades das caspases 8 e 3 e dos niveis de calcio livre no CPF.

Conclusdo 2: A tiamina é importante na manutencdo da homeostase neuronal e a sua
deficiéncia induz disfungdes neurobiol6gicas em regido cerebral responsavel por

funcBes cognitivas operacionais, que foram afetadas pela falta desta vitamina.

Hipotese 3. Animais deficientes em tiamina e submetidos a uma experiéncia cognitiva
apresentam alteracGes na expressdo de genes envolvidos no processo de morte

neuronal.

Resultados: Hipotese corroborada, pois observamos alteragdes na expressdo dos genes
CASP3, CASP8 e CACNAILC envolvidos com processos de morte neuronal, como

também efeitos da experiéncia cognitiva sobre a expressao génica.

Conclusédo 3. A tiamina e/ou derivados fosforilados da tiamina sdo importantes em
processos relacionados a expressdo de genes que produzem componentes que

participam de sistemas relacionados com a manutengéo da viabilidade celular.

Hipotese 4. A deficiéncia de tiamina associada ou ndo ao consumo crénico de etanol

altera a expressao de genes envolvidos no processo de morte neuronal.
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Resultados: Hipotese corroborada pela observacédo de alteracdes significativas, causadas
pela DT e/ou ET cronico, na expressao de genes envolvidos em processos de morte e
viabilidade celular (reducdo da expressédo dos genes CASP3, CASP8, AKT1, MAPKS,
AMPA1, NFKB1) em todos os tecidos (CPF, H e T). As alteragcbes ocorreram
principalmente no hipocampo, induzidas pela DT e pelo consumo crdnico de etanol,

sendo mais evidentes aquelas causadas pela associacdo entre essas duas condicdes.

Conclusdo 4. O hipocampo é mais susceptivel aos efeitos do consumo cronico de
etanol, quando este ocorre em individuos deficientes em tiamina e vice-versa. O etanol
interfere em processos neurobiolégicos, nos quais a tiamina e/ou derivados fosforilados
da tiamina s&o importantes, como aqueles que regulam a expresséo de genes envolvidos

na manutencdo da viabilidade celular.
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13. ANEXOS

12.1. Certificado do CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto Intitulado *Efeltos da defici&éncia de tiamina sobre os nivels de suas isoformas fosforiladas
e sobre o metabolismo de calcio no cérebro de ratos Wistar e as relagbes desses fatores com a viabifidade celular e
aspecios cognitivos *, protacolo do CEUA: 288/2016 sob a responsabilidade de Angela Maria Ribeiro que envolve a
produgdo, manutencdo elou utiizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pasquisa cientifica (ou ensino) - enconira-se de acordo com os preceitos da Lei n” 11.784, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 08/05/2017.

Vigéncia do Projeto (requerida pelo pesquisador) 14/11/2016 a 28/02/2019
*Espécie/linhagem Rato isogénico581
N° de animais 15
Pesolldade 250g / 2(meses)
Sexo masculino
Origem Blotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais
*Espécie/linhagem Rato 1s0g8nico582
N° de animais 15
Pesolldade 250g / 2(meses)
Sexo masculino
QOrigem Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerats
Consideraches posteriores:
08/05/2017 Aprovado na reunio do dia 08/05/2017. Validade:
08/05/2017 a 07/05/2022

Belo Horizonte, 12/05/2017.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg. brisolicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pamputha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-201 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516
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13.2. Tabelas (I, 1l e 111) com composi¢do dos nutrientes da racdo sem

tiamina

Tabela I: Composicao dos nutrientes da ragdo sem tiamina

Nutrientes % [ kg
Amido de Milho 45,05
Polvilho Azedo 22,52
Caseina* 19,99
Oleo de Soja 5,00
Mistura de Sais** 5,00
Mistura de Vitaminas*** 1,00
Celulose 1,00
Colina-HCI 0,40
Tocoferol (vitamina E) 0,04
BHT (conservante) 0,01

*A Caseina utilizada foi autoclavada, seca e triturada antes do uso.
** Mistura de Sais conforme Tabela II.
*** Mistura de Vitaminas conforme Tabela IlI.

Tabela I1: Composicdo da Mistura de Tabela I11: Composicdo da Mistura de
sais minerais vitaminas, sem tiamina:
Sais minerais % por Vitaminas % por
mistura mistura
NaCl 13,93 Acetato de Retinol 0,4000
KI 0,08 Colecalciferol 0,0600
MgS04.7H20 5,73 Menadiona 0,0500
CaC03 38,14 i-Inositol 1,0000
MnS0O4.H20 0,40 Niacina 0,4000
FeS04.7H20 2,70 Pantotenato de Célcio 0,4000
ZnS04.7H20 0,05 . .
CuSO4.5H20 0,05 Riboflavina 0,0800
CoCl2.6H20 0,02 Tiamina-HCI* )
KH2PO4 38,90 I?iridoxina—HCI 0,0500
Acido félico 0,0200
Biotina 0,0040
Vitamina B12 0,0003
Sacarose 97,4900

* N&o adicionada a racao

276



13.3.

Inc., Indianapolis, IN), Estados Unidos.

Teklad Custom Diet

Thiamin Deficient Diet

Formula

Casen, "Vitamin-Free" Test 191.2
DL-Methionine 3.0
Spae 518.6068
om Starch 150.0
¢ om .'l 50 o
Cellulose 50.0
Mineral Mix. AIN-76 (170915) 15.0
Choline Biartrate 6\ 20
Riboflavin 0.006
Pyridoxine HCI \ 0.007
Niacin 003
|Calcium Pantothenate 0016
|Folic Acsd 0.002
Botir 0.0002
Vitamin B, . (0 1% in mannitol) 0.01
Vitamin A Palmutate (500 000 1U/g) 0.008
Jitamin E_DL-alpha tocopheryl acetate (500 1U/g) 0.1
Vitamin K. MSB complex 0.0015
Jitarmin D, cholecaiciferol (400,000 IU/g in sucrose) 0.0025
Ethoxyquin antioxidant 0.01

Footnote

This formula i1s a2 modification of AIN-76A. Vitamin-Free Test Casein
(alcohol-extracted) is used to further limit vitamin contribution from the
protein source Background thiamin levels are below the limit of detection
(<0 5 ppm)

Selected Nutrient Information'

% by weight % kcal from

Protein 17.5 185
Carbohydrate 658 696
Fat 50 119
Kcal/g 3.8

Values are calcuiated from ingredsent analysis or manufacturer data

Speak With A Nutritionist
+ (800) 483:5523

+ askanutritionist@envigo.com

Teklad diets are designed & manufactured for research purposes only

Composicdo ragdo comercial sem tiamina (Harlan Laboratories,

++++
ENVIGO

Key Features

+ Purified Diet

+ Thiamin

+ Alcohol-Extracted Casein
+ Rodent

Key Planning Information

+ Products are made fresh to order
+ Store product at 4°C or lower
+ Use within & months (agplicable 1o mos! diets)
+ Box labeled with product name

manulactunng date, and lot number
I + Replace digl 3t mimum once per week
More fraguent replacement may be advised
* Lead ime

2 weeks non-irradiated

4 weeks irradiated

Product Specific Information

+ 1/2" Pellet or Powder (free flowing)

* Minimum order 3 Kg

+ Irradiation not advised
Conmtact a nutritionist for recommendations

Options (fees will apply)

+ Rush order (pending availability)
+ lrradiation (see Product Specific Information)

+ Vacuum packaging (1 and 2 Kg)

Contact Us
Obtain pricing - Check order stalus
+ teklad@envigo.com

+ (800) 483-5523

Q)

International Inquiry (outside USA or Canada)
+ askanutritionist@envigo.com

Place Your Order (usa & Canada)
Please Choose One

+ envigo.comiteklad-orders

+ tekladorders@envigo.com

+ (800) 483-5523
+ (608) 2772066 focsimve

Envigo Teklad Diets + Madison WI + envigo com + tekladinfo@envigo.com + (800) 483-5523



13.4. Variaveis analisadas através de ANOVA - one way: simulagdes
realizadas com o proposito de obter mais informagdes, a serem posteriormente
avaliadas (Discusséo).

Como mencionado nas Notas | e Il, apresentadas na se¢do de “Resultados”, os
dados obtidos no Exp. VI, da “Expressdo génica” de componentes relacionados a morte
celular foram analisados utilizando ANOVA-one way. Com a finalidade de também
discutir os dados obtidos sobre (i) niveis de calcio livre e (ii) viabilidade celular- IP-
Calceina, usando uma analise ANOVA one way, decidimos também avaliar esses dados
através deste modelo estatistico. Os resultados estdo apresentados abaixo na seguinte

ordem:

(i) niveis de célcio
(i) viabilidade celular- calceina e IP

(i) Niveis de calcio livre

O processamento das amostras (Exps. I, Il e 111) envolveu a utilizacdo do agente
desnaturante TCA a 10 % e, sabe-se que 0 uso deste reagente quimico libera e solubiliza
os ions calcio associados as proteinas, possibilitando sua quantificacdo na solucdo
aquosa. O conhecimento dos efeitos da DT sobre os niveis desse ion nos diferentes
tecidos (CPF, H e T) pode contribuir para o entendimento dos mecanismos relacionados
aos efeitos distintos da deficiéncia nesses tecidos. Essa ideia foi sustentada por
conhecimentos prévios sobre o envolvimento do calcio em uma das vias de morte
celular.

Os dados das concentragdes de célcio livre em amostras do CPF, H e T, foram
analisados por método multicomparativo, ANOVA-one way, em animais dos grupos DT

e CP.
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CPF: ANOVA mostrou efeito significativo dos tratamentos (F35=8,63 P=0,0002).
Testes post hoc (Fisher), comparando os grupos com o grupo controle pareado, CP
(0,2456 +/- 0,04) ug/mg tecido), tem-se: versus DT (T1) (0,498 +/- 0,11), p=0,043;
versus DT (T2) (0,640 +/- 0,014), p=0,0002 e versus DT- (T6) (0,190 +/- 0,013),
p=0,50. Esses resultados indicam que a DT aumentam de forma significativa os niveis
de calcio nos estagios intermediario (10° dia do episddio de DT, ~200%) e no estagio
grave, sem periodo de recuperacdo (14° dia do episédio de DT, 262%). Por outro lado,
apos periodo de recuperacao (T6), ndo se observa efeito da DT sobre os niveis de calcio

no CPF. (Figura 39 — Painel A).

Hipocampo: ANOVA mostrou efeito significativo dos tratamentos (F30=3,30
P=0,033). Testes post hoc (Fisher), comparando 0s grupos com o grupo controle
pareado, CP (0,14 +/- 0,02) ug/mg tecido), tem-se: versus DT (T1) (0,13 +/- 0,02),
p=0,89; versus DT (T2)(0,17 +/- 0,03), p=0,75 e versus DT (T6) (0,34 +/- 0,09),
p=0,006. Esses resultados indicam que a DT nédo afeta de forma significativa os niveis
de calcio nos estagios intermediario e grave da deficiéncia. No entanto, os animais que
foram submetidos a tarefa cognitiva (T6) apresentaram um aumento significativo de

230% em relacéo ao grupo CP. (Figura 39 — Painel B).

Talamo: ANOVA mostrou efeito significativo dos tratamentos (Fs30=3,63
P=0,024). Testes post hoc (Fisher), comparando 0s grupos com o grupo controle
pareado, CP (0,47 +/- 0,10) ug/mg tecido), tem-se: versus DT (T1) (0,13 +/- 0,08),
p=0,56; versus DT (T2) (0,31 +/- 0,06), p=0,73 e versus DT (T6) (1,75 +/- 0,73),
p=0,009. Esses resultados indicam que a DT, de forma similar ao encontrado no

hipocampo, ndo afeta de forma significativa os niveis de calcio nos estagios
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intermediario e grave da deficiéncia. No entanto, os animais que foram submetidos a
tarefa cognitiva (T6) apresentaram um aumento significativo de 360% em relacdo ao

grupo CP. (Figura 39 — Painel C).

A - CPF B - Hipocampo C-Talamo -
1.04 . h 34
3 0s T ' 3
g < 04 8 2]
$ 041 & 01 $
o o o
E 0.4+ E 0.2 E 14
[ 4 o
o - (& ] o
s'“‘j g o ? | ml
0.0- 0.0 b o Fx'i -
T1-T2-T6 T1-T2-T6 T-T2-T6 T T2 T3
L cp cp cp !
Pl DO “ pe 1 DT

Figura 39: Niveis de calcio livre (Média +/- SEM, em pg/mg de tecido) no meio
extracelular + citosol, em amostras do CPF, Hippocampo e Talamo.
As amostras foram obtidas em dois estagios clinicos distintos: DT (T1) e DT (T2) 4h ap6s
0 aparecimento dos sinais neuroldgicos, submetido ao LAM (DT tempo T6) e nos
animais do grupo controle pareado (CP).
Grupo CP: CPF, n=15, Hipocampo, n=15; e Talamo, n=15.

DT tempo T1: CPF, n=4, Hipocampo, n=4; e Talamo, n=4;

DT tempo T2: CPF, n=7, Hipocampo, n=7; e Talamo, n=7;

DT tempo T6: CPF, n=14, Hipocampo, n=8; e Talamo, n=8.

(i)  Ensaio de Viabilidade celular — Calceina e lodeto de Propidio

A viabilidade celular, avaliada através do método de marcagdo com fluoroforo
(Calceina-Am e lodeto de Propidio - IP) foi realizada em amostras do CPF, H e T,
obtidas dos animais dos grupos CP e DT coletados nos tempos T2 (ultimo dia do
episodio de DT) e T6 (periodo de recuperacdo/LAM). Os dados foram analisados por
método multicomparativo, ANOVA-one way, em animais dos grupos CP-T2, CP-T6,

DT-T2 e DT-T6.
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CPF: ANOVA one way mostrou efeito significativo dos tratamentos [F27)=3,432
P=0,0470]. Testes post hoc (Fisher), comparando 0s grupos com 0 grupo controle
pareado, CP (97,23% +/- 7,4), tem-se: versus DT no tempo T2 (158,7% +/- 20,95),
p=0,0323; versus DT no tempo T6 (149,4% +/- 34,17), p=0,0551. Esses resultados
indicam que a DT aumenta de forma significativa a marcacdo com o fluoréforo IP no
estagio graves (14° dia do episodio de DT, ~60%) e apresenta uma tendéncia no estagio
grave apds periodo de recuperacdo e LAM (52° dia do tratamento, 50%). Uma analise
mais cuidadosa dos dados indica uma distribuicdo homogénea entre os individuos do
grupo CP. Enquanto os animais dos grupos DTs foram observados uma variabilidade
em torno da média. Tais dados reforcam a variabilidade individual j& observada em

outros estudos com deficiéncia de tiamina (Figura 40).
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Figura 40: Dados quantitativos dos resultados obtidos com a marcacdo com IP e
Calceina, em amostras do CPF dos animais dos grupos DT e CP (Controle Pareado).
Percentual (Média +/- SEM) da intensidade de pixels da marcacdo com IP e Calceina em
relacdo ao grupo controle CP=100%. Barra cinza= DT, estagio T2 e Barra com listras
diagonais= DT, estagio T6. Circulos cinza indicam valores de individuos do grupo CP e
triangulos pretos individuos dos grupos DTs. Tamanho das amostras: CP, n=15; DT
(T2), n=7 e DT (T6), n=8.
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CA3

Hipocampo:

CA3: ANOVA mostrou efeito significativo dos tratamentos F(, »5=5,763 P=0,0087.
Testes post hoc (Fisher), comparando 0s grupos com o grupo controle pareado, CP
(96,83% +/- 14,21), tem-se: versus DT no tempo T2 (325,20 +/- 101,8), p=0,0033;
versus DT no tempo T6 (113,9% +/- 41,66), p=0,803.Esses resultados indicam que a
DT afeta de forma significativa a marcacdo com o fluoréforo IP no estdgio grave da
deficiéncia (14° dia do episddio de DT) retornando &s porcentagens compativeis com o
grupo CP apds 4 semanas de recuperacdo e LAM.

CAl: ANOVA ndo mostrou efeito significativo dos tratamentos F23=2,622
P=0,0942.

GD: ANOVA mostrou efeito significativo dos tratamentos F 25=4,592 P=0,0200.
Testes post hoc (Fisher), comparando 0s grupos com o grupo controle pareado, CP
(97,03% +/- 12,60), tem-se: versus DT no tempo T2 (275,10 +/- 102,0), p=0,0076;
versus DT no tempo T6 (105,0% +/- 30,86), (p=0,8873). Esses resultados indicam que a
DT afeta de forma significativa a marcacdo com o fluor6foro IP no estdgio grave da
deficiéncia (14° dia do episodio de DT) a sub-regido GD retornando &s porcentagens

compativeis com o grupo CP apds 4 semanas de recuperacdo e LAM. (Figura 41).
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Figura 41: Dados quantitativos dos resultados obtidos com a marcagdo com IP e
Calceina, em amostras do Hipocampo dos animais dos grupos DT e CP (Controle
Pareado).

Percentual (Média +/- SEM) da intensidade de pixels da marcacdo com IP e Calceina em
relacdo ao grupo controle CP=100%. Barra cinza= DT, estagio T2 e Barra com listras
diagonais= DT, estagio T6. Circulos cinza indicam valores de individuos do grupo CP e
tridngulos pretos individuos dos grupos DTs.

CA3 [n=13 (CP); n=7 (DT - T2); n=8 (DT — T6), ** p=0,0033 (Post hoc Fisher);

CA1 [n=13 (CP); n=5 (DT - T2); n=8 (DT - T6)];

GD [n=14 (CP); n=6 (DT — T2); n=8 (DT — T6)] ** p=0,0076 (Post hoc Fisher).
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Talamo: ANOVA ndo mostrou efeito significativo dos tratamentos
(F2,27=1,306 P=0,2875), mesmo com aumento de 35% e 39% respectivamente para 0s
grupos DT nos tempos T2 e T6. Contudo devemos levar em consideracdo a
variabilidade dos individuos para esta regido ja caracteristica pelos efeitos do tratamento

da deficiéncia de tiamina (Figura 42).
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Figura 42: Dados quantitativos dos resultados obtidos com a marcacdo com IP e
Calceina, em amostras do Talamo dos animais dos grupos DT e CP (Controle
Pareado).

Percentual (Média +/- SEM) da intensidade de pixels da marcacdo com IP e Calceina em
relacdo ao grupo controle CP=100%. Barra cinza= DT, estagio T2 e Barra com listras
diagonais= DT, estagio T6. Circulos cinza indicam valores de individuos do grupo CP e
triangulos pretos individuos dos grupos. [n=15 (CP); n=7 DT (T2); n=8 DT (T6).
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13.5. Curvas de Aprendizagem e Memoria Espacial Operacional e de Referencia,
dos animais dos grupos CP linhagem Wistar e Sprague Dawley.

A - Memoria Operacional B - Memdéria Referencial

D | | | : | | | : | LI |

P CE P CE PUERCE PG

Dia01 | Dia02 = Dia03 = Dia04 Dias

- CP - Wistar
-o- CP - Sprague Dawley

Figura 43: Curvas de Aprendizagem e Memoria Espacial Operacional e de
Referencia, expressos como laténcia para encontrar a plataforma.

Aprendizado e Memoéria operacional: 3 dias (Wistar) e 4 dias (Sprague Dawley), sendo
expressos apenas as tentativas (T2 e T3) por sessdo. A 12 tentativa referente ao
aprendizado da nova posicdo da plataforma em cada sessdo ndo foi mostrada.
Aprendizado e Memoria de Referéncia: 5° dia até o 9° dia. O desempenho é expresso
como a mediana de 4 tentativas por sessao.
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