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RESUMO:

A tiamina é uma vitamina do complexo B e a sua restricdo crénica leva a quadros
clinicos graves, como o beri-beri, Encefalopatia de Wernicke e a Sindrome de
Wernecke-Korsakoff. O uso de modelos experimentais de restricdo de tiamina é
importante no entendimento das alteragcbes moleculares, fisiologicas e
comportamentais decorrentes da deficiéncia dessa vitamina . Os objetivos desse
trabalho foram avaliar os efeitos em parametros comportamentais, fisiolégicos e
serotoneérgicos centrais da restricao dietaria de tiamina em ratos Wistar adultos. Trinta
e dois ratos foram submetidos ou ndo a um episédio de 7 semanas de restricdo
moderada de tiamina, sendo, portanto, divididos de acordo com o tratamento em dois
grupos: deficientes (DT, dieta restrita de tiamina, n=16) e Controles (C, dieta padrao,
n=16), respectivamente. Apds este periodo, a dieta padrao foi reestabelecida. Todos
0s animais foram submetidos a uma manipulagao controlada (MC) trés dias antes e
trés dias apds o episddio de DT. Apds a 22 MC todos os animais foram expostos a
exploracdo de campo aberto(por 4 dias). Uma semana apds os animais foram
sacrificados e amostras de regides do cérebro(talamo-TAL, hipocampo-HIP,
substancia cinzenta periaquedutal- PAG: Periaqueductal Gray e cortex pré-frontal-
CPF) foram processadas e analisadas via cromatografia liquida de alto desempenho
para a determinacdo das concentragdes de serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxi-
indolacético(5-HIAA). ANOVA com medidas repetidas mostrou que os animais DT
estavam, apos 49 dias, em média 40% mais leves do que os C (F(1,25=39,973;
p=0,001), ingerindo 35% menos agua(F,25=7,116; p=0,037) e 70% menos
racao(F(1,25)=113,115; p<0,001). Comparando-se a esteriotipia comportamental
antes e apos a deficiéncia observou-se para o grupo DT aumento de 36% na
imobilidade (IMB, z=-3,41; p=0,0006), redu¢cdes de 33% na ambulagcdo(AMB, t=-
3,36; p=0,0007), 12% na exploragéo vertical (EXP, t=-2,48; p=0,013) e 17% na
resisténcia a captura(LUTA, t=2,4; p=0,029). Para o grupo C essas comparacoes
foram nao significativas. Os animais do grupo DT percorreram menores distancias
durante a exploracédo de campo aberto nos 4 dias, sendo significativo nos dias 1
(t=2,601; p=0,014), 3 (t=3,762; p=0,001) e 4 (t=2,641; p=0,013). Nao houve diferenca
entre os grupos em relagcéo a [5-HT], porém foi observado aumento significativo na
[5-HIAA] na PAG de ratos do grupo DT em relacado ao C(t=-3,61; p=0,002). Analises

de correlagdes entre as [5-HT] e [5-HIAA] para cada uma das quatro regides cerebrais



dos animais dos grupos C e DT, mostraram a ocorréncia de uma alteragao induzida
pela DT no padrao de associagao entre essas duas variaveis apenas no HIP (R=0,54;
p=0,03). Observou-se atividade serotonérgica aumentada na PAG de ratos
deficientes (z=-3,36, p<0,001) e reduzida no CPF (t=3,76, p=0,002), avaliada a partir
da taxa de renovacado [5-HIAA)/[5-HT]. Também foram observadas correlagdes
significativas entre a atividade serotonérgica para o grupo C (HIP-TAL:R=0,53,
p=0,036; HIP-CPF:R=0,82, p=0,0001), mas n&o para o grupo DT, onde as relagdes
foram n&o significativas. As correlagdes de maior forga observadas entre a taxa de
renovacgao e os comportamentos mensurados na MC foram: grupo DT: IMB-TAL (R=-
0,74; p=0,001) e AMB-TAL (R=0,71;p=0,002), grupo C: n/sig. Grupo C: HIP-LUTA
(R=0,74; p=0,001), grupo DT: n/sig. Os resultados mostram que a deficiéncia parcial
de tiamina altera o padrao de atividade de vias serotonérgicas centrais e o estilo de
enfrentamento emocional dos animais. Conclui-se que as alteragdes neuroquimicas,
em respostas a condi¢ao de deficiéncia moderada de tiamina, podem levar a ajustes
na rede neural. Essa adaptacao dos circuitos neuronais ao estado de DT pode ser
modulada para atender demandas comportamentais hierarquicamente importantes
para a sobrevida do individuo, como por exemplo, aquelas relacionadas com

respostas a estimulos aversivos.

Palavras-chave: restricdo parcial de tiamina, estilos de enfrentamento, sistema

serotonérgico, modelamento autorregressivo



ABSTRACT:

Thiamine is a B complex vitamin and its chronic restriction leads to severe clinical
conditions such as beri-beri , Wernicke Encephalopathy and Wernecke-Korsakoff
Syndrome. The use of experimental models of thiamine restriction is important in
understanding the molecular, physiological and behavioral changes resulting from the
deficiency of this vitamin. The objectives of this study were to evaluate the effects on
behavioral, physiological and serotonergic parameters of adult Wistar rats on dietary
restriction of thiamine. Thirty two rats were submitted or not to an episode of 7 weeks
moderate restriction of thiamine, and were therefore divided according to the two
treatment groups: deficient (DT, thiamine restricted diet, n = 16) and controls (C,
standard diet, n=16), respectively. After this period, the standard diet was
reestablished. All animals underwent a controlled manipulation (MC) three days before
and three days after the episode of DT. After the 2nd MC all animals were exposed to
the exploration of the open field (for 4 days). A week after the animals were sacrificed
and samples of brain regions (thalamus-TAL, hippocampus-HIP, periaqueductal gray-
PAG, and prefrontal cortex-CPF) were processed and analyzed via high-performance
liquid chromatography for determining concentrations of serotonin (5-HT) and 5-
hydroxy-indoleacetic acid (5-HIAA). ANOVA with repeated measures showed that the
animals were DT after 49 days, on average 40 % lighter than the C (F(1,25=39.973 ,p
=0.001), eating 35% less water (F@, 25=7.116 ,p=0.037) and 70% less feed
(F1,25=113.115, p<0.001). Comparing the behavioral dysplay before and after the
deficiency was observed for the group DT a 36% increase in immobility (IMB, z=-3.41,
p=0.0006), 33% reduction in ambulation (AMB, t=-3.36, p=0.0007), 12% in vertical
exploration (EXP, t=-2.48, p=0.013) and 17% in resistance to capture (FIGHT, t=2.4,
p=0.029). For group C these comparisons were not significant. The animals in the DT
group traveled shorter distances during open field exploration in the four days, with
significant on days 1 (t=2.601, p=0.014), 3(t=3.762, p=0.001) and 4 (t=2,641; p=0.013).
There was no difference between groups with respect to [5-HT], but significant
increase was observed in [5-HIAA] in the PAG of the DT group compared to C (t=-
3.61, p=0.002). Analysis of correlation between [5-HT] and [5-HIAA] for each of the
four brain regions in animals of Group C and TD showed the occurrence of an alteration

induced by DT in standard association between these two variables only in HIP



(r=0.54, p=0.03). It was observed an increased in the PAG of DT rats serotonergic
activity (z=-3.36, p<0.001) and reduced in the CPF (t=3.76, p=0.002), evaluated from
the renewal rate [5-HIAA]/[5-HT]. Significant correlations between serotonergic activity
were also observed for group C(HIP-TAL: R=0.53, p=0.036; HIP-CPF: R=0.82,
p=0.0001), but not for the group DT, where relationships were not significant. The
greatest strength of correlations observed between renewal ratio and behaviors
assessed on the 2" MC were: DT group: IMB-TAL (R=-0.74, p=0.001) and AMB-TAL
(R=0.71, p=0.002), group C: n/sig. DT group: HIP-FIGHT (R=0.74, p=0.001),. Group
C:n/sig. The results show that the partial thiamine deficiency alters the pattern of
activity of central serotonergic pathways and the animals’ coping style. We conclude
that the neurochemical changes in response to the condition of moderate thiamine
deficiency may lead to adjustments in the neural network. This adaptation of neuronal
circuits to the state of DT can be modulated to meet hierarchically important for the
survival of the individual, such as those related to behavioral responses to aversive

stimuli demands. .

Keywords: partial thiamine restriction, coping styles, serotonergic system,

autoregressive modelling
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PROLOGO - Histérico do Projeto

O presente trabalho é resultado do desenvolvimento de um projeto iniciado no
LaNeC em 2011, cujo objetivo era avaliar se existiriam diferengcas em termos de
agressividade entre animais deficientes de tiamina e controles normais. Relatos
informais de pesquisadores do nosso grupo indicavam que animais deficientes
apresentavam maior agressividade do que os demais, durante a fase intermediaria do
episodio de deficiéncia, isto €, em um estagio da evolugao do processo em que ainda
0s animais nao apresentavam sinais neurolégicos, que caracterizam a fase grave
(também chamada sintomatica, por alguns autores), como perda do reflexo de

endireitamento, e convulsdes.

Neste sentido, o alvo do presente estudo foi investigar a ocorréncia de
comportamentos de agressividade, avaliados em um paradigma experimental
determinado, comparando a resposta de animais deficientes aos controles. Além
disso, foi objetivo do estudo avaliar a extensao das possiveis diferengas no sistema
serotonérgico, parece ter um papel relevante na expressdo de comportamentos de
agressividade, ansiedade e depressdo. No LaNeC dispomos de ensaios
neuroquimicos, ja estabelecidos na ocasido, que viabilizam a dosagem de serotonina
e seu metabolito, propiciando-se uma avaliagéo da atividade desse sistema. Assim,
considerando os dados sobre o envolvimento do sistema serotonérgico em
comportamentos emocionais, selecionamos esse sistema como alvo de estudo,
baseando-se na hipotese deste fazer parte do substrato neurobiolégico dos

comportamentos avaliados.

Os testes comportamentais foram desenvolvidos no LaNeC, a partir de
métodos reconhecidos na determinagdo de parametros de agressividade, ansiedade
e depressao. Inicialmente buscamos implementar no laboratério alguns métodos
padronizados para avaliagdo do estilo de enfrentamento, tais como o paradigma
residente-intruso (tanto utilizando-se fémeas e machos, quanto apenas machos
versus macho desconhecido ao grupo) e defensive burying. Nao obtivemos sucesso

na implementacao destes métodos e assim buscamos, a partir de revisdo da literatura
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acerca do enfrentamento em animais, alternativas. Com base em algumas evidéncias
e dados obtidos em estudos anteriores, criamos um método de avaliagao que permitiu-

nos criar um panorama acerca dos estilos de enfrentamento dos animais.

Realizamos um estudo-piloto, empregando 4 animais, onde determinamos
experimentalmente as duracbées do teste e as formas de avaliagcdo dos
comportamentos. Este estudo foi apresentado, em sessdo de painéis, em dois
encontros cientificos (IV Simpésio de Neurociéncias da UFMG e XXV Semana da
Graduacao da UFMG). Nas etapas do teste, descritas neste trabalho, utilizamos a
emissdo de vocalizagdes ultrassOnicas caracteristicas da resposta a estimulo ou
ambiente aversivo, como uma medida de aversibilidade em testes comportamentais.
Neste estudo-piloto também fomos capazes de avaliar e estabelecer a duracdo do
periodo de deficiéncia, no caso, 65 dias, quando os animais ja apresentavam os
primeiros sinais clinicos da deficiéncia, como leve arqueamento de dorso, piloerecao
e principio de oftalmoplegia. Tomamos como referéncia da deficiéncia moderada
(subclinica, anterior ao aparecimento de sinais neurolégicos) algo ao redor de duas
semanas antes, periodo quando oOs animais ndo apresentavam nenhum sinal
neurolégico. Mesmo considerando-se a alta variabilidade individual deste modelo
experimental, os animais manifestavam sinais clinicos claros do estabelecimento da

deficiéncia, a saber — anorexia, redugdao no consumo de agua e ragao.

A escolha do modelo experimental de uma condigao subclinica de deficiéncia
de tiamina foi baseada em: (i) o baixo numero de estudos comportamentais realizados
durante a fase subclinica da deficiéncia de tiamina, estabelecida exclusivamente por
uma restricdo dietaria moderada (ii) a escassez de trabalhos avaliando estilos de
enfrentamento na deficiéncia de tiamina (em qualquer fase da evolugao do processo).
(iii) evidéncias cientificas obtidas pelo nosso grupo e por outros autores, indicando
alteragdes metabdlicas e neuroquimicas durante a fase subclinica da deficiéncia de

tiamina.

Este trabalho foi realizado apds a autorizacdo pelo Comité de Etica em
Experimentagédo com Animais (CETEA/UFMG) sob o registro 093/2010.
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CAPITULO 1 — Antecedentes Cientificos

A deficiéncia de tiamina € uma condigdo em que a tiamina (vitamina B1) esta
disponivel ao organismo em concentragdes inferiores as necessarias ao metabolismo
normal; ou esta indisponivel ao organismo, levando a alteragdes homeostaticas que,
em alguns casos podem levar a morte do individuo. Esta condigc&o esta presente em
quadros clinicos, tais como a desnutricdo, alcoolismo, diabetes, beri-beri e
Encefalopatia de Wernicke, por exemplo. Em modelo experimental, a restricdo dietaria
ou inibicdo funcional do metabolismo dependente de tiamina leva a condigdes
fisiologicas miméticas da Encefalopatia de Wernicke ou do Beri-Beri, dependendo do
tempo de exposicao e da forma de inibicdo do metabolismo tiamina-dependente.
Estes modelos animais tém sido de enorme valor tanto na elucidagao dos mecanismos
geradores dos sinais clinicos e déficits associados a tais condigdes clinicas; quanto
na elaboragdo de estratégias capazes de minimizarem ou reverterem os danos
causados em tais condi¢cdes. O uso desses modelos também pode contribuir para o
conhecimento do papel da tiamina e o envolvimento de componentes moleculares em

processos fisiolégicos e comportamentais associados a deficiéncia de tiamina.

1.1- Descoberta e Fungao da Tiamina

Ao final do século XIX (1881), Carl Wernicke publicava relatos de casos clinicos
que posteriormente (anos 1940) foram associados a deficiéncia de tiamina.
Inicialmente, os sintomas lembravam remotamente o estagio inicial do beri-beri, com
perda de movimentos, ataxia ou fraqueza nas pernas, ambas as condi¢des clinicas
evoluindo de forma diferente. Inicialmente, acreditava-se que o beri-beri seria
consequéncia de envenenamento ou infeccdo bacteriana, acometendo pessoas
vivendo em pobreza. Estudos foram conduzidos no sentido de isolar e determinar se
microrganismos suspeitos de causarem beri-beri seriam de fato as causas da doencga,
mas inusitadamente, os animais do grupo-controle também adoeceram. Eijkman

(1888) notou que os sinais clinicos surgiram apds uma mudanca acidental na dieta
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dos animais, hipostenizando que as causas do beri-beri poderiam ser decorrentes de
desnutricido e nao originadas por um agente infectante ou antigeno contraido.
Contudo, somente em 1926 Jansen e Donath foram capazes de purificar cristais de
tiamina, sintetizada pela primeira vez, em 1936, por Williams & Cline (para uma

revisao, ver Carpenter, 2012).

A tiamina em sua forma difosforilada (TDP) é coenzima fundamental para a
sintese de Acetil-CoA, intermediario central nas principais vias metabdlicas (p.ex.
carboidratos, lipideos e aminoacidos) essenciais a homeostase (Ham & Karska-
Wysocki, 2005). No metabolismo de glicose, a tiamina é cofator as enzimas
transcetolase (TK), que auxilia na conversao de glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato,
complexo piruvato desidrogenase (CPD), que converte piruvato em Acetil-CoA e alfa-
cetoglutaratodesidrogenase (ACD), que transforma alfa-cetoglutarato em succinil-
CoA. O alfacetoglutarato € importante ao sistema nervoso pois é precursor do
neurotransmissor glutamato e este, do acido gama-aminobutirico (GABA) e a sua
producao depende do funcionamento de enzima dependente de tiamina —CPD
(Bettendorf, 1994). Numa outra via, a enzima Acetil-Coa é precursora de outro
neurotransmissor, acetilcolina, logo a sua disponibilidade depende diretamente da
disponibilidade de Acetil-Coa, que € regulada a parti da concentragdo de tiamina.
Alteragdes na concentragdo de tiamina levam consequentemente a alteragdes na
sintese e/ou disponibilidade de neurotransmissores formados a partir de produtos
gerados por reagdes catalisadas por elas, a saber: CPD — Glutamato e GABA; ACD —

Acetilcolina (Jankowska-Kulawy et al, 2010).

Como a TDP esta envolvida nos processos de oxirreducédo, sabe-se que a
condicao de deficiéncia de tiamina favorece a manutencao do estado oxidativo. A
tiamina € um importante componente do metabolismo, atuando como
coenzima/catalisadora tanto nos processos de glicdlise quanto na redugédo da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio envolvidas no estresse oxidativo
(Depeint, Shangari, Furrer, Bruce & O’Brien, 2007). No citosol a glicose fosforilada é
quebrada por acdo enzimatica tiamina-dependente principalmente através do ciclo
das pentoses e do acido citrico, gerando como produtos principais ATP, NADPH e
CO? (Ham & Karska-Wysocki, 2005). A glicolise ocorre também através de outras vias
metabdlicas, em menor escala, gerando como subprodutos, por exemplo, o glioxal,

metilglioxal e 3-deoxiglicosona (Karachalias, Babaei-Jadidi, Rabbani & Thornalley,
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2010), assim como carbonilas, hidroimidazolonas e nitrotirosinas, substancias
implicadas no estresse oxidativo e cuja degradacgao ou regulacdo da concentragéo
ocorrem através de agéo enzimatica dependente de tiamina (Depeint et al, 2007). A
reducdo na disponibilidade de tiamina é particularmente nociva as células nervosas
por diminuir a acdo enzimatica das transcetolases e descarboxilases, resultando no
aumento da concentragido de lactato, resultando em morte celular (Ham & Karska-
Wysocki, 2005), assim como prejudicando o fluxo de ions sédio na membrana celular.
Portanto, mesmo em um estagio da deficiéncia em que ainda n&o ha perda de peso
corporal, baixos niveis de TDP induzem um aumento significativo na concentracao de

algumas espécies reativas de oxigénio no cérebro (Depeint et al, 2007).

1.2 - Fontes e metabolismo de tiamina

A biossintese de tiamina ocorre em procariotos, fungos e plantas tendo inicio
com a sintese dos anéis de tiazol e pirimidina através de processos independentes,
posteriormente, sendo unidos em apenas um composto (tiamina), por acdo enzimatica
(Camiener & Brown, 1960). Apesar de similar, a cinética destas reacdes entre os
organismos que produzem tiamina é diferente, em procariotos havendo a acédo de
diversas enzimas na via de sintese de tiamina; e em eucariotos um niumero menor de
enzimas, catalisando processos mais complexos. A via de biossintese da tiamina em
eucariotos nao € tdo detalhadamente conhecida como em procariotos, apesar da
molécula ser formada, similarmente, a partir da ligacdo de duas moléculas: um anel
de tiazol e outro de pirimidina, sintetizados por enzimas diferentes das encontradas
em procariotos; e fosforilada, apds formada, por diversas cinases. O metabolismo da
tiamina termina na degradacéo enzimatica da mesma em tiazol e pirimidina. Ha duas
classes de tiaminases conhecidas em procariotos, Tiaminases | e I, sendo a diferencga
entre elas o substrato empregado na quebra da tiamina, assim como sua afinidade
por compostos analogos a tiamina. Este processo ocorre em pH>10, em alguns

organismos (para uma revisao, ver Jurgenson, Begley & Ealick, 2009).

Em seres humanos, a tiamina é obtida, apds o nascimento, exclusivamente por
via dietaria. A incapacidade de organismos superiores sintetizarem tiamina em

quantidade suficiente para a manutengcdo do metabolismo; e a maior facilidade de
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absorcao de tiamina pelo estdmago (e néo o intestino, habitat de microrganismos que
sintetizam tiamina), resultou em uma adaptagcdo para a aquisicdo da tiamina
exclusivamente por via dietaria (Liu, Timm & Hurley, 2006). Alguns dos alimentos que
apresentam maiores concentragdes de tiamina s&o os ovos, laticinios, carnes, raizes
e graos integrais (Haas, 1988; Beltramo, Berrone, Tarallo & Porta, 2008). A tiamina é
absorvida principalmente no estdbmago (Singh &Kumar, 2007), passando a corrente
sanguinea e entdo aos 6rgéos e tecidos, onde é fosforilada e torna-se funcional no

metabolismo.

Outra forma de obtengao de tiamina, igualmente por via dietaria, da-se através
da ingestao de um precursor da tiamina chamado benfotiamina. Este composto esta
presente em abundancia em vegetais do género Allium (Beltramo et al, 2008) e no
metabolismo a benfotiamina é convertida em tiamina (Volvert et al, 2008). A
benfotiamina tem apresentado efeitos comparaveis aos da tiamina em modelo
experimental de diabetes (Karachilias et al, 2010), o que tem sido associado a
conversao de benfotiamina em tiamina. A benfotiamina é apolar, diferente da tiamina,
0 que levanta a possibilidade de armazenamento nos tecidos, o que ainda nao foi
demonstrado, mas apenas levantado de forma hipotética por autores, como Beltramo
et al, 2008.

Finalmente, dados obtidos em alguns estudos (por exemplo, Bettendorff et al,
2007) tém apontado uma forma nucleotidica da tiamina, chamada Adenosina-tiamina-
trifosfato (AThTP). Este composto ocorre naturalmente nos tecidos, como no cérebro,
figado, coragéo, rins e musculos (Friedrich et al, 2009). Sua estrutura € semelhante a
da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) e hipotetiza-se que possa
ser utilizada no metabolismo alternativamente ao NAD®, na inibicdo do estresse
oxidativo nas células. Esta hipotese foi testada com sucesso em simulagdes
computacionais por Tanaka et al (2011), quando a AThTP foi capaz de inibirem 100%
a atividade da enzima poli-ADP-ribose-polimerase 1 (PARP-1), implicada no
desencadeamento de estresse oxidativo e formacgao de espécies reativas de oxigénio
(Beltramo et al, 2008). O mesmo efeito, neste estudo, foi observado in vitro. Contudo,
os efeitos de AThTP como inibidor de PARP-1, ou sua influéncia nos processos

associados ao estresse oxidativo in vivo ainda ndo foram demonstrados.
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1.3- Deficiéncia de tiamina e quadros clinicos em humanos

A deficiéncia de tiamina esta presente em algumas condigdes, que resultam em
quadros clinicos que caracterizam algumas doengas que sdo importantes em termos
de saude publica, como por exemplo, a Diabete, a Encefalopatia de Wernicke e o Beri
beri. A deficiéncia de tiamina tem também sido observada, em menor escala, em
outras circunstancias, como obesidade, alimentagdo parenteral e cirurgia bariatrica
(para uma revisao, ver Singh & Kumar, 2012). Descrevemos abaixo, sucintamente,

alguns destes quadros e a influéncia da deficiéncia de tiamina nestes.

Encefalopatia de Wernicke e alcoolismo crénico: descrita por Carl Wernicke
(1848-1905) em 1881, a Encefalopatia de Wernicke compreende um conjunto de
sintomas comuns em alcoolistas como, por exemplo, letargia, oftalmoplegia, ataxia e
comprometimento mental, em particular memoéria (Sullivan & Fama, 2012). A
Encefalopatia de Wernicke ja foi observada em pacientes ndo-alcoolistas, mas
recentemente tem sido associada principalmente ao abuso de alcool (Klooster et al,
2013). A deficiéncia de tiamina é responsavel por muitos dos sinais clinicos
observados na Encefalopatia de Wernicke (Vetreno, Ramos, Anzalone & Savage,
2012), tanto devido a redugdo na absor¢do de tiamina decorrente do consumo de
alcool (Klooster et al, 2013), quanto também em virtude de altera¢des na cinética de
enzimas tiamina-fosfatases, impedindo que a tiamina disponivel seja transformada em

sua forma ativa e utilizada no metabolismo celular (Vetreno et al, 2012).

Beri-Beri e desnutricdo generalizada: o beri-beri € uma condicdo clinica
resultante de uma condicdo metabdlica de esgotamento da tiamina e suas
consequéncias metabdlicas, como alteragdes na atividade enzimatica tiamina-
dependente (Walker & Kepner, 2012). Esta condigdo tem sido observada em casos
de desnutricdo (generalizada ou especifica de tiamina), ma absor¢ao de tiamina no
trato gastro-intestinal, ou aumento significativo do metabolismo sem equivalente

contra-partida nutricional (Sriram et al, 2012).

Diabetes: a diabetes € uma doenga crénica cuja prevaléncia atinge 5% da
populagdo adulta mundial (WHO, 2013). A fisiopatologia da diabetes envolve
principalmente o pancreas, érgao responsavel pela secre¢cao de insulina na corrente

sanguinea e consequente metabolismo de glicose (Karachalias et al, 2010). Estudos
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(por exemplo, Depeint et al, 2007; Boersma, Scheurink, Wielinga, Steimer & Benthem,
2009) tém indicado que mesmo quando nao ha estabelecimento de sinais clinicos
iniciais da deficiéncia de tiamina (por exemplo, anorexia) ha alteragbes metabdlicas
significativas, sobretudo em relagdo ao estado oxidativo das células. Em pacientes
diabéticos observa-se redugao significativa na concentragdo plasmatica de tiamina
(Thornalley et al, 2007).

1.4— Modelos experimentais de restricao de tiamina — Modelo de deficiéncia

moderada ou subclinica

A deficiéncia experimental de tiamina (vitamina B1) consiste na interrupgéo
parcial das reagbes metabodlicas tiamina- dependentes, como por exemplo, a
conversao de Piruvato em Acetil-CoA (Beltramo et al, 2008). O modelo experimental
de deficiéncia de tiamina mimetiza os sinais clinicos observados nos quadros clinicos
em humanos (Thompson & Marshall, 2006; Vetreno et al, 2012). Em humanos, ha a
influéncia de fatores nao previstos no modelo experimental, como por exemplo, a
nutricdo moderadamente deficiente em tiamina, em contraste ao modelo de restrigao
controlada de tiamina. O modelo de restricdo de tiamina aproxima-se, em muitos
aspectos relevantes, aos sinais clinicos observados em humanos, por exemplo, em
termos das principais regides cerebrais afetadas e da progressdo dos sintomas

neurologicos (Vetreno et al, 2012; Thompson & Marshall, 2005).

Os efeitos da deficiéncia de tiamina tém sido obtidos tanto exclusivamente
através da restricao de tiamina na dieta, quanto da combinacao da restricdo na dieta
com a administragcao de antimetabdlitos da tiamina, como por exemplo, o uso do
inibidor da enzima tiamina-pirofosfoquinase, denominado piritiamina (Bettendorff,
1994). A piritiamina impede a produg¢ao da forma ativa da tiamina (tiamina difosfato —
TDP ou tiamina pirofosfato — TPP) e, portanto, interfere com algumas das suas
principais fungées metabdlicas (Liu et al, 2006). Como resultado da administragao da
piritiamina observa-se ndo apenas uma aceleragcdo dos efeitos da deficiéncia de
tiamina em relagcdo aos obtidos apenas por restricao dietaria, mas padréo de lesdes
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cerebrais diferentes, devido ao efeito metabdlico distinto, dos dois métodos de indugao

da deficiéncia de tiamina (Butterworth, 1986).

Quando a deficiéncia é obtida exclusivamente por restricdo dietaria, observa-
se perda de peso ap0s a segunda semana da dieta; anorexia e redugao drastica da
alimentacado e ingestdo de agua a partir da sexta semana; aparecimento de sinais
neuroldgicos ao redor da oitava semana, progredindo para perda de reflexos motores,
convulsdes e morte do animal. A principal mudanga metabdlica observada nesta
modalidade de deficiéncia é a redugao acentuada e irreversivel na atividade da
enzima transcetolase. A regido cerebral mais afetada € o nucleo vestibular, pouco
antes da manifestagéo de sinais neuroldgicos. Apos o estabelecimento destes sinais
(perda do reflexo de endireitamento, oftalmoplegia, arqueamento do dorso, apatia),
observou-se reducgdo significativa na atividade de outras enzimas tiamina-
dependentes, alfa-cetoglutaratodesidrogenase e complexo piruvatodesidrogenase,
assim como lesdes ao nivel do tdlamo, hipocampo e cerebelo. Alguns dos sinais
clinicos observados durante a administragdo de piritiamina, simultaneamente a
restricdo dietaria, sdo similares aos observados quando a deficiéncia é obtida
exclusivamente por dieta restrita em tiamina, tais como anorexia, perda de reflexos de
endireitamento, convulsdes e morte. A diferenca € que a evolugcao do processo de
apresentacao desses sinais, quando em presencga de piritiamina, ocorre em menor
tempo, ainda que do ponto de vista metabdlico e de comprometimento neuronal o
processo gerador dos sinais clinicos seja, ao menos inicialmente, similar (para uma

reviséo, ver Butterworth, 1986).

O turnover da tiamina é de 5-9 horas (Haas, 1988; Beltramo et al, 2008), porém
seu esgotamento da-se, na modalidade de deficiéncia induzida exclusivamente por
restricdo dietaria, apdés cerca de 7-8 semanas (Butterworth, 1986). Ha estudos
apontando, neste periodo, ndo o esgotamento, mas uma redugdo em 59%
comparando-se a quantidade inicial de tiamina difosfato no organismo (Haas, 1988).
Utilizando-se piritiamina como fator a restricao dietaria, o efeito de esgotamento ocorre
bem mais cedo, ao redor de 2-3 semanas, coincidindo com a ocorréncia de
convulsdes, o sinal clinico neuroldgico mais grave da deficiéncia de tiamina (Secchi &
Serra, 2007). A deficiéncia moderada de tiamina produz redugdo grave na produgao
de colesterol, precursor da corticosterona, assim reduzindo a atividade do eixo

hipotaldmico- hipofisario-adrenal (HPA) (Dreyfus & Victor, 1961). Alguns autores
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mostraram que ratos submetidos a restricao dietaria de tiamina por 6 semanas e apos
4 semanas de recuperagao ingerindo ragao comercial adquiriram aversao a ragao
deficiente de tiamina, efeito ocasionado pela deficiéncia nas concentragcbes de
glutamato e aspartato no nucleo accumbens, alterando a termogénese (Monda,
Viggiano & De Lucca, 2003).

Nao ha distingao clara na literatura em relagdo a nomenclatura empregada nas
diferentes modalidades de deficiéncia induzidas. Os trabalhos publicados referem-se
a “deficiéncia de tiamina”, normalmente compreendendo o aparecimento de sinais
neurologicos. Ela tem sido chamada de “deficiéncia sintomatica de tiamina”, em
virtude do aparecimento dos sinais neurologicos. Os trabalhos cujo tempo ou forma
de exposicao a deficiéncia ndo levam ao aparecimento de sinais neuroldgicos, ou
mesmo fisioldgicos (por exemplo, anorexia) tém sido considerados como “deficiéncia
parcial”’, ou “deficiéncia moderada” ou ainda “deficiéncia marginal” de tiamina. Ha
estudos que consideram esta modalidade de deficiéncia “pré-sintomatica” ou
“subclinica”, visto que, mantida a restricdo de tiamina, seriam observados sinais

neurologicos.

No presente estudo, sintetizamos estas nomenclaturas criando a seguinte
diferenciacao: deficiéncia total — presencga de sinais neurolégicos. Deficiéncia parcial
— auséncia de sinais neurologicos. Em ambos os casos, consideramos variavel
independente o tempo de restricdo de tiamina, ainda que estudos (Navarro,
Zwingmann, Hazzell & Butterworth, 2005) considerem a ocorréncia de sinais clinicos
graves como marcador do estabelecimento da deficiéncia. Para fins do presente
estudo, utilizamos o modelo subclinico e, portanto, consideramos a deficiéncia parcial
de tiamina, em virtude da auséncia de sinais neurologicos durante a restricao de

tiamina.

1.5- Estilos de enfrentamento (coping styles)

Os relatos informais de aumento na agressividade de animais parcialmente
deficientes de tiamina, assim como estudos indicando a expressao de

comportamentos associados a depressédo em ratos marginalmente deficientes (por
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exemplo, Nakagawasai et al, 2007) direcionaram um dos propdsitos do presente
estudo. Dados indicando um possivel comprometimento de componentes emocionais
induzidos pela deficiéncia de tiamina despertaram nosso interesse pelo fenbmeno de
enfrentamento, que pode ser definido como a capacidade individual de adaptar-se a
estimulos aversivos e a vulnerabilidade ao estresse (Koolhaas et al, 1999).
Enfrentamento é o conjunto das estratégias utilizadas pelas pessoas para adaptarem-
se a circunstancias adversas ou estressantes (Lazarus&Folkman, 1980, apud
Antoniazzi, Dalbosco & Bandeira, 1998) para as quais ainda ndo houve aprendizagem.
Estudos em psicologia (Murta &Troccoli, 2005; Lisboa et al, 2002; Dalbosco & Hutz,
2002) tém apontado a importancia do enfrentamento no sucesso das atividades
cotidianas. E comum, em humanos, a adogdo de uma mesma estratégia de
enfrentamento que trouxe bons resultados para o sujeito, como por exemplo a crenga
em ajuda divina para superar situagdes aversivas distintas das que levaram a crenga

na ajuda divina (Panzini & Bandeira, 2007).

Os estudos de enfrentamento em animais convergiram a padronizacdo de
respostas comportamentais e neuroendocrinas caracteristicas das duas estratégias
consideradas: proativa -ou ativa- e reativa -ou passiva (Koolhaas et al, 1999).
Considera-se estratégias "ativa" os comportamentos do tipo exploratorio, luta e fuga
e "passiva" os comportamentos do tipo "congelamento" e esquiva (Koolhaas et al,
1999). Existe um sentido evolutivo na existéncia destes dois estilos de enfrentamento
(para uma revisdo, ver Korte, Koolhaas, Wingfield & McEwen, 2005): o sucesso
evolutivo de diversos predadores deu-se em fungdo da sua agressividade e
demarcacgao de territorio, atitudes fortemente associadas ao enfrentamento ativo. Por
outro lado, animais que perante um estimulo aversivo (por exemplo, presenca do
predador) tornam-se imoveis, como se estivessem mortos obtiveram vantagens sobre
alguns predadores, que identificam bem presas em movimento, mas ndo iméveis; ou
outros que evitam alimentarem-se de animais iméveis, que podem ser confundidos a
cadaveres de animais em decomposi¢cdo. Na presenca de estimulagado aversiva, os
animais apresentando perfil ativo preferem o emprego de estratégias de
enfrentamento do tipo luta-fuga, enquanto os de perfil passivo empregam estratégias
do tipo congelamento ou evitar o estimulo (mantendo-se escondidos, por exemplo). A
adocao de uma ou outra estratégia de enfrentamento é fungao das alternativas de

resposta que o animal dispde na condi¢ao de aversibilidade (Belda, Fuentes, Nadal &
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Armario, 2008). Também ¢é importante ressaltarmos que somente foram observados
padrées de enfrentamento plenamente ativos ou passivos em linhagens
geneticamente selecionadas (Koolhaas, De Boer, Coppens & Buwalda, 2010),
normalmente partindo-se de um grupo heterogéneo de individuos (uma ninhada de
ratos, por exemplo), separando os que apresentam maiores tendéncias aos estilos de
enfrentamento passivo e ativo e a partir de cruzamentos sucessivos entre pares de
mesmo estilo de enfrentamento, obtendo as linhagens onde praticamente todos os

sujeitos expressam estilos de enfrentamento ativo ou passivo (Koolhaas et al, 2010).

Em humanos, os padrbes ativo-passivo referem-se principalmente ao manejo
de situagdes de aversibilidade. Por exemplo, diante de uma doenga grave ha aqueles
que buscam tratamento, ou alguma forma de eliminar ou minimizar a doenga;
enquanto outros nada fazem em relagdo ao evento, alguns preferindo ingerir
substancias tranquilizantes ou que minimizem o desconforto percebido a partir do
evento aversivo, no caso deste exemplo, a doenga. Sujeitos expressando perfil de
enfrentamento passivo sdo mais vulneraveis a estimulagdo aversiva, por
apresentarem maior sensibilidade no limite de reconhecimento de estimulos
ansiogénicos (Pauls & Stemmler, 2003). Trazendo este conceito para o modelo
experimental (roedores), pode-se conceber que animais que perante uma situagéo
aversiva, ou potencialmente aversiva lutam, fogem ou escapam, sao considerados
ativos, enquanto aqueles que nada fazem, permanecendo imdveis, exibindo grande
laténcia até a tomada de atitude perante o estimulo aversivo, ou que se escondem
sem enfrentarem a situacdo de aversibilidade s&do considerados passivos (para
revisdes, ver Koolhaas et al, 1999; 2008; 2010).

Em termos neuroendocrinos, animais expressando o padrao ativo, em relagéo
aos pares apresentando padréo passivo, apresentam menor atividade no eixo HPA
(hipotalamo, hipofise e adrenal) (Koolhaas et al, 1999; Meerlo, Horvath, Nagy, Bohuds
& Koolhaas, 1999), maior agressividade associada a grande ativagdo simpatico-
adrenomedular (Sgoifo, De Boer, Haller & Koolhaas, 1995) e maior produgao de
testosterona (de Huiter et al, 1993). Animais ativos estdo menos propensos a
desenvolverem doengas graves, como cancer de pulmao (Koolhaaset al, 2007);
obesidade, quando alimentados por dieta hiperlipidica e resisténcia a insulina
(Boersma et al, 2010). As regides cerebrais envolvidas na escolha da estratégia de

enfrentamento sdo a substancia cinzenta periaquedutal, o hipocampo e a regiao
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orbitomedial do cértex pré-frontal (Keay & Bandler, 2001), envolvendo os circuitos
serotonérgicos e dopaminérgicos. O estilo de enfrentamento é considerado uma
caracteristica individual, contudo, estudos mostram evidéncias da possibilidade de se
interferir na estratégia (Keck et al, 2000), levando, por exemplo, a demora na escolha
de uma estratégia ativa (Pijlman& van Ree, 2002). Estudos (Koolhaas, 2008) indicam
uma relagao entre a resposta imunoldgica e o estilo de enfrentamento. Animais com
expressao diferente de enfrentamento apresentam propensio ou ndo para uma maior

probabilidade de cura de doengas associadas ao sistema imunoldgico.

Em sintese, podemos utilizar os critérios presentes em Koolhaas et al (2010),
no intuito de categorizar as medidas comportamentais obtidas em testes em dois
grupos: 1 — Enfrentamento Ativo: refere-se aos animais que preferencialmente adotam
medidas de prevengao proativa ou manipulagéo do estimulo estressor, expressando

maior numero ou por maior duragdo comportamentos como luta, fuga e exploragao;

2 — Enfrentamento Passivo: refere-se aos animais que, por outro lado, adotam
preferencialmente estratégias de evitagao ou dificuldade em responder ao estressor,
expressando principalmente comportamentos do tipo imobilidade, grande laténcia

para o inicio da exploragao ou ataque.

Até o momento, nao foram encontrados estudos com dados sobre a associagao

direta da deficiéncia de tiamina aos estilos de enfrentamento.

1.6 — Alteragoes em parametros serotonérgicos observados em ratos deficientes

de tiamina

A serotonina (5-HT) € um neurotransmissor importante na regulacdo do humor
(Ichimyaet al, 2002). Morrisson, Swallows & Cooper (2011) demonstraram que
roedores submetidos a um estimulo aversivo social (paradigma
dominante/subordinado) apresentaram ambos, expressao aumentada do receptor de
serotonina 5-HT1a na regido basolateral da amidala, associada a motivagao e humor,
comparativamente aos animais do grupo controle. Além disso, demonstraram

rebaixamento na expressao de 5-HT1a no nucleo paraventricular do hipotalamo, regiao
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cujos neurdnios sao recrutados em situagdes de estresse, de animais dominantes em
relagdo aos controles. Esta bem consolidado na literatura o papel da serotonina nos
quadros de depressao, onde ha redugao da expressao do receptor de 5-HT1a, apds o
estresse cronico, e do transportador de serotonina, 5-HTT, no sistema limbico,
configurando o quadro de depressao (Southwick, Vythilingam & Charney, 2005). A
serotonina é importante tanto modulando as respostas emocionais a estimulos
aversivos quanto auxiliando na consolidagdo de memdrias aversivas, ao nivel do
hipocampo, assim como da tolerancia a eventos aversivos (Guimaraes, Del Bel,
Padovan, Netto, & De Almeida, 1993).

Os mecanismos de neurotransmissao serotonérgicos parecem ser 0s mais
alterados na deficiéncia de tiamina (para uma revisao, ver Haas, 1988). No modelo de
restricdo total utilizando-se piritiamina foi encontrado um aumento significativo na
concentragéo do principal metabdlito da serotonina, o acido 5-hidréxi-indolacético,5-
HIAA, em todo o cérebro de ratos deficientes, sem alteragdes na concentragcado de
triptofano, precursor da serotonina, sem alteragdes na concentragao de serotonina.
Crespi & Jouvet (1982) encontraram niveis aumentados de serotonina e 5-HIAA em
modelo de restricdo total pré-convulsdo — quando surgem o0s primeiros sinais
neurologicos: ataxia, piloeregdo. Ja foi observada redugéo no efluxo cerebral de 5-
HIAA, coincidente a dano neurolégico (Van Woert, Plaitakis, Hwang & Berl, 1979),
assim como aumento na concentracdo de 5-HIAA no talamo apds deficiéncia e

recuperacao (Vigil, Oliveira-Silva, Ferreira, Pereira, & Ribeiro, 2010).

Os perfis de enfrentamento (ativo e passivo) compreendem padrdes distintos
de atividade serotonérgica (Koolhaas et al, 2010). Animais predominantemente ativos
apresentam maior controle inibitorio da atividade serotonérgica via autoreceptor 5-
HT1a do que os pares passivos (Koolhaas et al, 2007). Roedores predominantemente
dominantes apresentam diminuicdo na expressdo de 5-HT1a no hipotalamo,
reforcando a idéia de que o perfil ativo de enfrentamento corresponde a um
funcionamento melhor controlado do sistema serotonérgico do que o perfil passivo
(Morrisson et al, 2011). Os estudos de enfrentamento tém convergido cada vez mais
para o emprego de linhagens selecionadas para a expressao preferencial de apenas
um perfil de enfrentamento, normalmente associadas a maior ou menor ansiedade em
testes como labirinto em cruz elevado ou paradigma de condicionamento ao contexto,

gerando padrdes claros de atividade serotonérgica. Na populacao geral de ratos, é
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esperada alta variabilidade nos perfis de enfrentamento, ainda que a linhagem Wistar
apresente, em geral, baixa agressividade, comparando-a a outras linhagens
(Koolhaas et al, 2010).

A deficiéncia de tiamina é capaz de alterar o comportamento de ratos. Contudo,
poucos estudos avaliaram as alteragdes comportamentais e serotonérgicas centrais
na fase pré-sintomatica da deficiéncia de tiamina. No presente estudo levantamos

duas hipéteses, conforme detalhado abaixo.
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CAPITULO 2 - Hipéteses

a) a deficiéncia de tiamina induz alteragdes na valéncia emocional de estimulos

aversivos e tomada de decisdo numa situagao aversiva de impossivel evitagao.

b) a deficiéncia de tiamina altera as concentragdes cerebrais de serotonina e
acido 5-hidroxi-indolacético nos substratos cerebrais envolvidos com os

comportamentos em estudos.
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CAPITULO 3 - Objetivos

Geral

Avaliar os efeitos de um episddio subclinico de restricdo de tiamina em
roedores, sobre parametros fisiolégicos, bioquimicos e comportamentais e as relagées

entre esses diferentes parametros.

Especificos

Avaliar:

|. par@metros emocionais, tais como: reag¢ao de luta-fuga e exploragéo

de ambiente novo na presencga ou n&o de estimulo aversivo.

II. parametros fisioldgicos (peso dos animais, consumo de agua e de
racdo) e neuroquimicos (serotonina:5HT e seu metabolito, acido 5-
hidroxindolacético:5-HIAA) cortical, hipocampal, talamico e substancia cinzenta

periaquetutal;

Ill. as associagdes entre as diferentes variaveis determinadas.
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CAPITULO 4 - Justificativas

A deficiéncia de tiamina esta associada a varias condi¢gées importantes em
questdes de saude publica, como desnutrigdo e alcoolismo; sendo que grande parte
dos mecanismos fisioldogicos e moleculares e as suas relagdes com disfungdes
comportamentais permanecem obscuros. Os conhecimentos obtidos de estudos em
modelo experimental animal podem apontar estratégias de enfrentamento de algumas
destas questbes. Em paises em desenvolvimento, onde parte significativa da
populagdo ainda vive em condi¢des precarias de alimentagdo, a compreensao dos
efeitos da deficiéncia dessa vitamina se torna ainda mais importante. Por exemplo,
uma das hipdéteses do presente estudo € que a deficiéncia tiamina pode alterar a
resposta a estimulos aversivos. Em classes socioeconémicas menos favoraveis uma
mudancga de comportamento induzida pela caréncia de tiamina pode favorecer a
permanéncia da populacdo nessa condicdo, uma vez que o enfrentamento de
adversidades pode ser comprometido pela deficiéncia dessa vitamina. Além disto, é
importante buscarmos critérios metabdlicos para emprego do modelo de restricao de
tiamina moderada em relagdo ao mais utilizado (aparecimento de sinais clinicos
graves), contribuindo para a elucidagao da progresséo sintomatica que caracteriza
uma deficiéncia moderada de tiamina. A compreensao desse fendmeno é relevante,
uma vez que episodios subclinicos da deficiéncia de tiamina podem ser frequentes e
a falta de conhecimento sobre as caracteristicas de alteracbes em processos
fisiolégicos, bioquimicos e comportamentais pode prejudicar o diagndstico dessas
condigbes, favorecendo a evolugdo da doenga para estagios irreversiveis. A
compreensao da associagido entre alteragées moleculares que antecedem os sinais
clinicos graves, pode também contribuir para o conhecimento das alteragdes
metabdlicas que antecedem e estio relacionadas ao mecanismo de morte neuronal
induzido pela deficiéncia dessa vitamina. O modelo de deficiéncia de tiamina
apresenta-se como modelo valido da Sindrome de Wernicke-Korsakoff, sendo
importante o conhecimento da sua cinética. Outro ponto a ser destacado é que
existem evidéncias indicando que no quadro de diabetes ha alteracbes nos niveis de
tiamina (Thornalley et al, 2007; Mee et al, 2009; Depeint et al, 2007). Neste sentido, a
melhor caracterizacdo do modelo pode também auxiliar na elaboracdo de pesquisas

futuras de aspectos relacionados a outras doencgas, os quais podem ser abordados
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empregando-se este mesmo modelo. Outra contribuicdo proveniente de estudos
similares aos propostos aqui é a elucidagdo dos substratos neurobiologicos
relacionados a aspectos especificos do comportamento, no presente caso, a resposta

a estimulos aversivos (enfrentamento).
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CAPITULO 5 - Métodos

O projeto que deu origem ao presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
Animal da UFMG, processo 093/2010.

5.1 - Delineamento Experimental:

Ratos Wistar (n=32) foram divididos em dois grupos de tamanho amostral
iguais: C, grupo-controle e DT, grupo-deficiente. Apods completarem trés meses, antes
do episédio de deficiéncia de tiamina, os animais foram submetidos a uma

Manipulacéo Controlada (MC1: detalhada abaixo, item 5.2), cujo objetivo foi avaliar o

perfil comportamental em relagdo a exploragdo livre na caixa experimental e
resisténcia a captura. Em seguida, os animais DT foram submetidos a dieta deficiente
de tiamina por 49 dias, enquanto os animais C receberam ragcdo contendo niveis
normais de tiamina. Ambas as racdes utilizadas nesta fase foram manipuladas no
laboratério (LaNeC), sendo a unica diferenga nutricional entre ambas a presencga ou
nao de tiamina. Calculamos a duracao da dieta (49 dias) a partir de um experimento
piloto, sendo este o periodo imediatamente anterior ao surgimento dos primeiros
sinais clinicos da deficiéncia de tiamina. A ragao padrao foi reintroduzida e trés dias
mais tarde todos os animais foram submetidos a manipulacao idéntica a realizada
antes do inicio da dieta. Trés dias apds a segunda manipulagdo controlada (MC2)
todos os animais foram submetidos a uma exploragao de campo aberto, por 4 dias
consecutivos. No ultimo dia de exploragdo do campo aberto os animais foram
submetidos a um breve estimulo aversivo incondicionado. Uma semana mais tarde os
animais foram sacrificados e amostras de tecido cerebral e de sangue coletadas, e
mantidas a -80°C até o dia dos ensaios bioquimicos. As regides de interesse coletadas
foram o hipocampo (HIP), talamo (TAL), cértex-pré-frontal (CPF) e substancia
cinzenta periaquedutal (PAG do termo em inglés: PeriAqueductal Gray), para posterior
dosagem de serotonina (5HT) e acido 5-hidréxi-indolacético (5HIAA), realizada via

Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC, High Performance Liquid
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Chromatography), conforme detalhado abaixo. Um esquema resumido do

delineamento experimental é apresentado abaixo.

Manip.  Inicio Final  Manip. Campo Sacrificio e
Controlada Dieta Deficiéncia de tiamina Dieta Controlada  Aberto  Coleta de Tecidos

0 16 19 68 7 73 82 dias

Figura 1 — Apresentacé&o grafica do delineamento experimental

5.2 — Procedimentos de manipulagao diaria dos animais

Os animais foram recebidos do biotério de criagdo do Instituto de Ciéncias
Biologicas/UFMG em gaiolas de polipropileno (N=5 a 7 animais por gaiola). Ao
completarem um més de vida, os animais (N=32) foram divididos aleatoriamente em
8 gaiolas limpas, idénticas (em dimensodes, cor, opacidade, geometria, modelo de
grade) forradas com 1cm de maravalha, formando grupos de 4 animais que
permaneceram juntos até o final do experimento. As gaiolas foram transportadas ao
biotério experimental do LaNeC e assim que posicionadas na estante, aleatoriamente
numeradas de 1 a 8 e “A”, ou “B”, por alguém que desconhecia completamente o
experimento e o procedimento experimental que seria utilizado. Em experimentos
anteriores no nosso grupo, ja foi observado residuo de ragéo (pd) do lado de fora da
gaiola, o que poderia prejudicar o experimento, caso animais do grupo deficiente
entrassem em contato com tiamina durante a dieta restrita. Portanto, as quatro gaiolas
da bandeja superior foram consideradas o grupo “deficiente”, DT (N=16), e as da
bandeja inferior, o grupo-controle, C (N=16). As gaiolas foram numeradas da seguinte

forma:
. A1, A2, A3, A4 — animais do grupo deficiente, N=4 ratos/gaiola
.BS, B6, B7, B8 — animais do grupo controle, N=4 ratos/gaiola

Nenhum rato morreu ou apresentou sinais clinicos que impossibilitassem os

testes realizados, assim, ao final do experimento o total de animais era 0 mesmo do
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inicio (N=32). A sequéncia de manutencao semanal das gaiolas (para pesagem dos
animais, reposicdo de agua e ragao, troca de maravalha) foi determinada
aleatoriamente para a primeira manutengéo e mantida ao longo do experimento, idem
para a sequéncia de pesagem dos animais de cada gaiola. Para evitar contato dos
animais do grupo DT com residuos de tiamina (decorrentes da pesagem de animais e
reposi¢ao de racao do grupo C), a manutengédo semanal era iniciada pelas gaiolas do
grupo DT, em seguida as do grupo C. Este critério ndo foi mantido na execugéo dos
testes comportamentais, uma vez que foram realizados fora do periodo de deficiéncia
de tiamina e n&o havia riscos de contaminagao de animais do grupo DT por tiamina.
Nestas ocasides, a sequéncia foi tomada aleatoriamente para a ordem das gaiolas a

serem retiradas para teste e os animais a serem testados.

O biotério experimental do LaNeC é uma sala medindo 2x1m (comprimento x
largura) e cerca de 3m de altura. A porta encontra-se numa das extremidades da sala,
sendo a maior forma de comunicacao do biotério ao meio exterior. Ela permanece
fechada todo o tempo, exceto para entrada e saida de gaiolas; o ruido exterior néo
atinge valor superior a 60 dB e a temperatura interna do biotério € de cerca de 24°C
num ciclo controlado de iluminagao artificial 12/12h, iniciando-se a fase clara as 7 da

manha, diariamente.

Os animais foram numerados de 1 a 4, independentemente da gaiola. A
escolha dos animais a serem numerados foi igualmente aleatéria. Os animais
marcados como “numero 1” recebiam a marcagao de apenas um simbolo na base da
cauda. Os marcados como “numero 2”, dois destes simbolos, 3 para os “numero 3” e
4 para os “numero 4”. Cada coluna recebeu um simbolo de marcacéao distintivo e cada
grupo, uma cor: C, preto, D, vermelho. As marcacgdes foram feitas utilizando-se caneta
hidrocor e precisavam ser refeitas semanalmente. Adotamos este critério ao invés da
marcacao usual do laboratério uma vez que um dos principais instrumentos de
avaliacdo comportamental utilizado emprega a restricdo fisica do animal pelo
experimentador, situacdo que poderia ser emulada acidentalmente durante o cuidado
de rotina dos animais (pesagem e marcagao da cauda). Durante a marcagao da cauda
dos animais é necessario restringir seu movimento, e para realizar marcas distintivas
maiores € preciso imobilizar o animal por mais tempo, o que poderia refletir no
comportamento observado durante as manipulagdes controladas. Assim, criamos um

esquema de pintura (descrito acima), onde todos os animais puderam ser imobilizados
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(pela base da cauda, sem causar dor ou oferecer excessiva resisténcia ao movimento

do animal), pelo mesmo tempo e receberam a mesma quantidade de tinta.

A manutencgao das gaiolas foi realizada duas vezes por semana, as tercas e
sextas-feiras, entre as 10 e 16 horas, dependendo do dia. O processo foi padronizado

nos seguintes passos:

1 — Retirada da gaiola do biotério, seguindo a sequéncia aleatéria
utilizada na primeira manutencéo.

2 — Pesagem da garrafa de agua e troca da agua, mantendo o peso
final da garrafa obrigatoriamente em 810g, com uma tolerancia maxima de
0,5% => registro do consumo de agua.

3 — Pesagem dos residuos de ragdo na grade da gaiola, repondo-
se com racgao equivalente (C/DT dependendo do grupo) até o peso total de
4009 +/- 0,5% => registro do consumo de ragao.

4 — Retirada dos animais, puxando-os individualmente pela base da
cauda rapidamente e posicionando-os na balanga para pesagem corporal e
imediata transferéncia a gaiola idéntica, porém limpa e coberta com 1cm de
maravalha limpa.

5 — Fechamento da gaiola, colocag¢ao da garrafa de agua e ragao,

retorno da gaiola a sua posigao inicial na estante.

Este processo, para as 8 gaiolas levava cerca de 25 minutos (30, quando era
necessario retocar a pintura da cauda dos animais). Os animais nao foram
manipulados, sendo puxados ou levantados por preensdao dorsal em nenhum
momento, exceto durante as manipulacdes controladas e decapitacéo, razao pela qual
adotamos o manejo dos animais levando-os de uma caixa a outra levantando-os pela
base da cauda, desde a alocagao as gaiolas A1-B8. Conforme mencionado acima, a
pintura da cauda ocorria similarmente, com os animais imobilizados pela base da
cauda, repousando sobre a bancada, sem levanta-los ou imobiliza-los pelas patas
dianteiras, conforme realizado durante as manipulagdes controladas. Sempre que
alguma marcacao de cauda precisava ser refeita, remarcamos todos os animais, com

quantidade similar de tinta.
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Figura 2 — Bancada de tratamento semanal dos animais (foto a esquerda) e
visao interna do biotério experimental (foto a direita). Dentro do biotério existem trés
blocos de prateleiras. A da esquerda permite o uso de gaiolas individuais (como na
foto), assim como gaiolas para grupos de animais (como as utilizadas neste trabalho).
Diferentemente das prateleiras a direita, as do grupo a esquerda sao formadas por
chapas de ac¢o, impedindo a passagem de luz vinda de cima para baixo, mantendo

todas as gaiolas ali posicionadas iluminadas de maneira similar.

As gaiolas A1 e B5 (coluna C1) estavam mais ao fundo do biotério, enquanto
as A4 e B8 (coluna C4) as mais proximas da porta e as demais entre as colunas C1 e
C4.

5.3 — Manipulagoes Controladas

O experimento de manipulacio controlada foi desenvolvido no LaNeC, a partir
da avaliagdo de resisténcia a captura (Albert & Richmond, 1977; Kalynchuk, Pinel,
Treit & Kippin, 1997; Kalynchuk, Pinel & Treit 1998; Kalynchuk et al, 1999; Hannesson,
Vacca, Howland & Philips, 2004; Panksepp, Jalowiec, DeEskinazi & Bishop, 1985)
e de estudos sobre enfrentamento (Koolhaas et al, 1998, 2010; Mallo et al, 2007a,
2007b; Brunelli & Hofer, 2007, Kikusui, Nishizawa, Takeuchi, & Mori, 2003). O aparato
utilizado consiste de uma caixa de acrilico transparente (50x50x50cm) cujo piso

estava coberto por 1 cm de maravalha. Na primeira fase do experimento, os animais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kikusui%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nishizawa%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeuchi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709817
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sao posicionados no centro da caixa e a exploram livremente, com o experimentador
presente na sala experimental, mas afastado da caixa. Na segunda fase, o
experimentador tenta imobilizar o animal por preenséo dorsal, de modo a facultar ao

animal fugir da m&o ou ser capturado.

Caso paralisado pelo toque do experimentador, o animal era levantado cerca
de 10 cm acima do piso da caixa e rotacionado de modo a expor o ventre ao
experimentador, forcando seu reflexo de endireitamento. Era facultado ao animal
saltar da mao do experimentador nesta fase e voltar a caixa, quando nova tentativa
de captura era realizada. Nos casos em que o animal fugia da preenséo dorsal, ele
podia andar livremente até tornar-se imdvel, quando nova tentativa de captura era
realizada. Cada fase teve duracéo de 30 segundos e um periodo de 15 segundos foi
empregado antes e apds o animal ser colocado na caixa. Todo o procedimento foi
gravado em video e os comportamentos avaliados posteriormente. As vocalizagdes
ultrassbénicas foram registradas utilizando-se um microfone condensador AR-125, cuja
resposta em frequéncia varia entre 10 e 100kHz, sendo detectadas através de

software fornecido pelo fabricante.

Foram avaliadas trés categorias comportamentais principais: imobilidade e
movimentagédo, na primeira fase; e resisténcia a captura, na segunda fase. Ao invés
de adotarmos o escore proposto por Albert & Richmond (1977) para a resisténcia a
captura, quantificamos os comportamentos dos animais em termos da duracao de
cada classe comportamental, como por exemplo, permanecer imével durante a
manipulagdo. Contudo, foram também observados comportamentos que ndo eram
estritamente imobilidade ou movimentagdo, como por exemplo, movimentos de
cabeca e patas dianteiras sem deslocamento do centro de gravidade ou exploragao
vertical da caixa. Estes comportamentos intermediarios foram reunidos em duas
outras categorias comportamentais, exclusivamente para a primeira fase da
manipulacéo, relativas a redu¢ao na exploragao ou inicio de movimentacao apos ter
ficado imével por alguns instantes, sem que um padrao de trajetéria fosse identificado,
sendo este comportamento nomeado “avaliacdo de risco”. Da mesma forma
quantificamos os episédios em que o animal sustentou-se apenas nas patas traseiras,
adotando posicao ereta, podendo ou ndao apoiar as patas dianteiras nas paredes da
caixa experimental. Este comportamento foi nomeado “exploragdo vertical”. Estes

comportamentos foram quantificados utilizando-se o software gratuito Etholog (Ottoni,
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2000), em fungao de sua duragao, em segundos. O Etholog fornece a sequéncia de
ocorréncia destes comportamentos, mas consideramos apenas a duracgao total em
segundos, por animal, por comportamento, uma vez que buscamos neste trabalho
minimizar o efeito da variabilidade individual, tendo em vista uma descricdo mais geral
e sucinta dos comportamentos observados e, sobretudo, os impactos mais evidentes
e recorrentes (logo, menos relativos a variabilidade individual) do episddio de restricao
de tiamina. A tabela 1 informa as seis categorias comportamentais consideradas e
seus critérios de mensuragao. Conforme mencionado acima, a grandeza utilizada em

todas as medidas foi duragao total, em segundos.

Categoria Comportamental Critério/Descrigao Fase

AMBULACAO Deslocamento do centro de gravidade no | 1- Exploragéo

plano horizontal paralelo ao piso da caixa.

IMOBILIDADE Manutengdo da posigdo do centro de | 1- Exploragéo
gravidade — imobilidade —, sendo considerados
movimentos suaves da cabega e do corpo

EXPLORACAO VERTICAL Posigéo ereta do animal, apoiando-se ou | 1- Exploragéo
nao nas paredes da caixa;
AVALIACAO DE RISCO Ao permanecer imoével, observando-se | 1- Exploragéo

giros de corpo sem deslocamento da posi¢do do

centro de gravidade; e/ou movimentagdo da

cabeca seguido de mudanga de posigao na caixa

LUTA Tentativa bem sucedida (ou nao) de | 2- Captura
escapar da preensdao dorsal realizada pelo
experimentador

PARALISADO Imobilidade ao ser tocado pelo | 2- Captura

experimentador, permitindo sua captura

Tabela 1 — Categorias Comportamentais mensuradas na Manipulagcdo Controlada

5.4 — Exploragao de Campo Aberto

Utilizou-se uma arena retangular (100x80x60cm), pintada de preto em seu
interior, no chdo de uma sala branca, fechada e iluminada como ambiente a ser

explorado pelos ratos por quatro dias consecutivos/sessdes. As sessdes duravam 4
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minutos e a movimentagao dos ratos foi gravada em video, com o experimentador fora
da sala durante toda a sessao. Analisou-se a trajetoria dos animais considerando-se
a distadncia percorrida e o movimento do animal no plano do piso da caixa,
desconsiderando-se a exploragdo vertical e demais comportamentos, como por
exemplo, grooming, licking etc. Os dados de trajetéria foram obtidos a partir do
software gratuito Ethowatcher (Crispim-Junior et al, 2012) e, posteriormente
analisados no LaNeC, conforme descrito abaixo. No ultimo dia, apés o primeiro
momento de exploracdo livre do campo aberto, foi disparado um estimulo sonoro
aversivo (tom artificial de frequéncia igual a 22kHz e amplitude 90dB) gerado
artificialmente, de duracéao igual a dois minutos. Ao completar quatro minutos de teste

0s animais eram retirados do campo aberto e transferidos ao biotério experimental.

5.4.1 — Configuragcao do Ethowatcher

O Ethowatcher |Ié arquivos no formato AVI e a partir destes cria um tragado
representativo da trajetéria dos animais, apresentando estes dados tanto graficamente
quanto em formato de arquivo de valores separados por virgula.CSV, compativel com
o0 MS-Excel. Antes de entrarmos com os dados no Ethowatcher, € necessario
converter os arquivos para o formato .AVI, em escala de cinza, numa resolucao de
320x240 pixels e uma taxa de amostragem de 15 frames por segundo. E
recomendavel o tratamento das imagens antes de analisadas no Ethowatcher. Os
criadores do programa recomendam o software Virtual Dub, que utilizamos no pré-
tratamento das imagens. Simplificadamente, o tratamento dado as imagens foi no
sentido de aumentar ao maximo o contraste entre o fundo escuro (campo aberto) e o
animal branco (rato da linhagem Wistar). Este procedimento minimiza os erros de
identificacdo de posigdo do Ethowatcher, que em situagdes de baixo contraste gera
artefatos de trajetéria decorrentes de erros na localizagcdo do animal. O pré-
processamento das imagens minimizou este efeito de modo que néao foi observado

erro de localizagao nos videos utilizados.

Apds a importagao dos videos, € necessario definir o ponto de inicio e término

das analises. Consideramos o inicio da exploragdo o momento em que o
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experimentador posiciona o animal e deixa-o sozinho na sala de testes. O tempo
decorrido entre posicionar o animal e sair da sala é da ordem de 5-10 segundos, que
em relagédo ao tempo de exploragéo (cerca de 210 segundos — 3 minutos e meio) pode
ser desconsiderado para os fins de analise de trajetoria e distancia ao centro da arena
— objetivos do emprego da exploragdo de campo aberto neste trabalho. Considerou-
se o fim da exploragdo o momento em que o experimentador entrava na sala de testes
para retirar o animal, sendo desconsiderados os comportamentos de exploracédo e
resisténcia a captura no campo aberto, visto que o objetivo da tarefa era avaliar a
exploragéo na auséncia do experimentador e n&o a resisténcia a captura, previamente

avaliada no experimento de Manipulagao Controlada.

O Ethowatcher determina a posi¢cao do animal — através das imagens captadas
no video - considerando o contraste animal/fundo em cada frame. Além disto, avalia
a possivel orientagcdo da cabega do animal em relagéo ao tronco, em graus, por frame.
Ao final do processo de determinagéo da trajetoria e informadas as medidas do campo
aberto, o software calcula a distancia total percorrida, assim como gera uma tabela
contendo a localizagao do animal, por frame, em pixels e em centimetros. No particular

deste trabalho, foi observada uma relagao pixel/cm igual a 0,28.

5.5 — Selegao das regioes cerebrais de interesse no presente estudo

Os estilos de enfrentamento estdo fortemente associados ao processamento
das emocgdes (Koolhaaset al, 1999). Assim, igualmente ao sistema limbico, sendo este
o provavel substrato bioldgico dos estilos de enfrentamento (Koolhaas, 2010). Por
outro lado, a deficiéncia de tiamina ocasiona alteragdes em diversos parametros
serotoneérgicos centrais associados ao processamento das emocgdes, dentre as quais
destacamos como regides de interesse o talamo (Vigil et al, 2011; Vetreno et al, 2012),
o hipocampo (Butterworth, 1982), a substancia cinzenta periaquedutal (Vetreno et al,
2012), o hipocampo (Butterworth, 1982), e o neocortex (Howe, Sutor &
Zieglgansberger, 1987). Resumimos abaixo as caracteristicas neuroanatomicas
funcionais que nos levaram a escolher as quatro estruturas acima mencionadas como

regides de interesse.
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Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG): estd associada as respostas
defensivas inatas e aprendidas (Vianna & Brandao, 2003).Esta também associada a
expressao de comportamentos emocionais ou de resposta emocional observados em
testes comportamentais e a partir dos quais sao determinados os perfis de

enfrentamento (Koolhaas et al, 1999).

Cortex pré-frontal (CPF): esta associado a selegao de resposta, organizagao
do comportamento e tomada de decisao (Vertes, 2002). Regula a expressdo do medo
no modelo de condicionamento ao contexto - freezing - através da amidala, que estima
a valéncia emocional do estimulo aversivo, predispondo o cérebro a emitir respostas
comportamentais perante uma situacdo de perigo (Padilla-Coreano, Do-Monte &
Quirk, 2012; Carvalho et al, 2006).

Hipocampo (HIP): esta associado a resposta de medo ao contexto e a
consolidacdo de memdrias aversivas. Esta associado ao processamento de emogodes

(Guimarées et al, 1993).

Talamo (TAL): atua, dentre outras fun¢des, enquanto conexao funcional entre
PFC e HIP (Vertes, 2002). Também participa da aquisi¢gdo, consolidagédo e
recuperacao da memoria de medo ao contexto (Padilla-Coreano, 2011). Uma das

principais regides afetadas em condi¢oes de deficiéncia de tiamina (Vigil et al, 2010).

5.6 — Determinacao das concentragoes de serotonina (5-HT) e seu metabdlito
acido hidroxiindolacético (5-HIAA)

Os animais foram sacrificados por decapitagdo, o cérebro separado e as
regides dissecadas. As amostras de tecido cerebral — coértex pré-frontal (CPF),
hipocampo (HIP), talamo (TAL) e substancia cinzenta periaquedutal ( PAG) foram
pesadas e congeladas a -80°C até o dia do ensaio. Quando descongeladas, para
dosagem de 5HT e 5HIAA, as amostras foram homogenizadas em solug¢ao de acido
perclérico (0,1M), centrifuadas e 200 yL do sobrenadante injetado no cromatografo do
tipo HPLC. Utilizou-separa separagao uma coluna C18 de fase reversa. A fase movel

foi constituida por mistura homogénea debissulfeto de sédio, acido citrico e EDTA
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dissolvidos em solugdo de etanol 9%v/v (Pires, Pereira, Oliveira-Silva, Franco,
Ribeiro, 2005). A deteccao de 5-HT e do metabolito 5-HIAA foi realizada utilizando-se
detector eletroquimico e as concentragcdesde 5-HT e 5-HIAA determinadas em relagao
as respectivas curvas padrao elaboradas a partir de concentracbes conhecidas
desses compostos. Utilizamos para as determinagdes da concentragcao de 5HT e
5HIAA as areas dos picos detectados nos cromatogramas nos seguintes tempos de

retencdo: 5-HT foi em média de 6 minutos e 5-HIAA foi em média de 14 minutos.

5.7. Analises Estatisticas

Refinamos a analise estatistica empregando os modelos de Analise Fatorial e
Analise de Componentes Principais no tratamento dos dados referentes as
manipulagdes controladas. As amostras ndo preencheram os requisitos estatisticos
para realizagcdo destas analises (medida de adequagéo da amostra de Kaiser-Meyer-
Olkin = 0,6; Teste de esfericidade de Bartlett significativo — p < 0,05), sendo, portanto,
descartados tais métodos no presente estudo. As variaveis relativas a trajetoria na
exploragdo de campo aberto foram processadas segundo descrito no item 5.2.1. As
demais variaveis foram avaliadas utilizando-se um critério padronizado, descrito

abaixo.

Utilizando-se o MATLAB, criamos um codigo que importava os dados obtidos
nas Manipulagdes Controladas e Determinagdes das concentracdes de 5-HT e 5-
HIAA, separando em vetores distintos os dados referentes a animais dos grupos
controle e deficiente e, em seguida, realizava-se o teste de Shapiro-Wilk para
determinacdo da normalidade da amostra. Utilizamos este teste devido a sua boa
sensibilidade de deteccdo de normalidade em amostras pequenas (Saculinggan &
Balase, 2013; Razali & Wah, 2011). Conforme descrito a seguir, em alguns casos
averiguamos se havia diferengas em médias (ou medianas) entre as variaveis
analisadas. Em outros, realizamos analises de correlagdo bivariada e parcial na
determinagao de possiveis relagdes entre as variaveis mensuradas. Caso as duas
amostras utilizadas seguissem uma distribuicdo normal, era realizado: teste-t, para

diferenca entre médias; teste-t pareado, para diferengas entre médias pré e poés
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deficiéncia; correlagéo bivariada e parcial utilizando-se o método de Pearson. Caso
alguma das amostras ndo seguisse distribuicdo normal, era realizado: teste-U, de
Mann-Whitney, em analogia ao teste-t para distribuicbes independentes; teste de
Wilcoxon, em analogia ao teste-t pareado; e método de Spearman para as correlagdes
bivariadas e parciais. O cédigo exportava os resultados de volta ao Excel, onde
organizamos as tabelas apresentadas e a partir de onde geramos os graficos
mostrados no presente estudo. Utilizamos os dados brutos (i.e., sem remover valores
extremos), uma vez que nao temos evidéncias de que todas as variaveis se
comportam de acordo com distribuigdes normais, ou distribuigdes conhecidas. Além
disto, do ponto de vista pratico, utilizando o método Tau de Thompson (Thompson,
1985) implementado no MATLAB (Sohrabinia, 2012), encontramos poucas diferengas
entre os dados agrupados em médias (ou medianas), fixando-se arbitrariamente o
namero maximo de outliers em 25% da amostra (ou seja, 4 medidas de um total de
16). Uma vez que os dados brutos representam mais fidedignamente as medidas

realizadas, optamos por trabalhar com estes.

5.8 — Modelamento Matematico da Evolugao do Peso de Animais dos grupos C
e DT

Ajustamos as medidas de peso dos animais dos grupos C e DT a uma fungao
matematica que representa processos bioldgicos de crescimento. Esta fungdo esta

descrita a seguir:

Z—IZ = aP — bP? (funcdo 1)

A funcédo 1 indica que a variagao no peso corporal ocorre devido a um fator de
crescimento e um de decaimento, de evolugdo mais lenta. Assim, no inicio do
desenvolvimento dos ratos, ha um predominio do parametro crescimento e mais ao
final do desenvolvimento, uma tendéncia ao decrescimento. Esta funcado apds

integrada, é da seguinte forma:
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aeac+at

beac+at+1 (

P(t) = fungéo 2)

A funcdo 2 indica que o valor de peso medido é funcdo dos fatores de
crescimento (a) e decrescimento (b) associados na forma de um quociente de
exponenciais, em fungao do tempo, t. Esta fung¢ao (2) ndo se ajustou bem aos dados
do grupo DT durante restricao dietaria de tiamina, sendo substituida por outra da
mesma familia (exponencial), ainda que como uma diferenga de exponenciais ao

invés de um quociente, conforme indicado na fungao (3):

— abe ™t (funggo 3)

De acordo com a fungao 3, a variagdo no peso corporal ocorre em virtude de
dois fatores de crescimento (c e d) e dois de decrescimento (a e b). Apds integrada,

esta fungéo é da forma descrita na funcéo (4), a seguir:

P(t) = ae Pt + ce™% (fungao 4)

Os valores dos parametros a,b,c, e d e respectivos valores de ajuste da curva
aos dados experimentais (R? e Soma do Erro Quadratico da Interpolagio) estéo
descritos na segéo “Resultados”. Utilizamos o MATLAB v7.11, e o programa interno
ao MATLAB “Curve Fitting Toolbox” para tanto estimarmos os parametros quanto

desenharmos os graficos representativos das fung¢des descritas acima.
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CAPITULO 6 — Resultados

6.1 — Variagoes do peso corporal e consumo de agua e ragcao

Observou-se reducdo significativa no ganho de peso corporal dos animais
durante o episodio de deficiéncia, assim como no consumo de agua e ragdo. Os
animais deficientes (DT) estavam, ao final do periodo de deficiéncia, em média 40%
mais leves do que os do grupo-controle (C, linha continua), ingerindo 35% menos agua
e 70% menos ragdo. Ha diferenga significativa ao longo do episédio para as trés
medidas realizadas, conforme revelado por ANOVA 2x26 com medidas repetidas.
Peso corporal: F(1,25=39,973; p=0,001; consumo de agua: F,25=7,116; p=0,037;
consumo de ragdo: F1,25=113,115; p<0,001. Os dados estdo representados nas
figuras 3, 4 e 5, respectivamente. Conforme as tabelas A1-3 (em anexo), a ragao
manipulada (deficiente e controle) foi introduzida na data referente a nona medida; e
foi substituida pela racdo comercial na vigésima segunda medida. Nas medidas
imediatamente anterior e posterior foram realizadas as manipulagdes
comportamentais controladas 1 e 2, respectivamente. Considerando-se as medidas
de peso independentes de valores anteriores da mesma medida (sem medidas
repetidas) e realizando um teste de equivaléncia de médias entre os grupos C e DT
encontramos diferengas significativas (p-valor <0,05) entre o peso corporal médio dos
grupos a partir da décima primeira medida (equivalendo a 5 dias apds o inicio da oferta
de ragdo manipulada — DT e C). Repetimos este procedimento para os dados
referentes ao consumo de agua e ragao e observamos: a)consumo de agua —
diferencga significativa nas medidas 14 e 15 (respectivamente, 15 e 18 dias de oferta
da ragdo manipulada — DT e C) e 19 a 23 (39 a 49 dias de oferta da ragado manipulada
— DT e C); b) consumo de ragdo — diferenca significativa da medidas 10 a 23
(respectivamente, 5 dias de oferta de ragdo manipulada — DT e C ; trés dias apos a
recuperacgao da deficiéncia, dos animais do grupo DT) e 25 a 26 (respectivamente, 10
e 14 dias apds a recuperagao da deficiéncia). Estes dados estdo descritos em detalhe
nos anexos A1-3. As figuras 2 a 4 apresentam graficamente a evolugdo do peso
corporal, consumo de agua e de ragao ao longo do experimento, respectivamente.

Indicamos, por setas, o periodo de inicio e final da oferta de racdo manipulada,
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contendo niveis normais de tiamina para o grupo C e deficiente em tiamina (0% de
tiamina), para o grupo DT. Antes e apds o episodio de restricdo dietaria, os animais
de todos os grupos foram alimentados com ragdo comercial, contendo niveis normais

de tiamina.

Peso Corporal ao longo do Experimento
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Figura 3 — Evolugéo do peso corporal (em gramas) médio ao longo do experimento. DT= grupo
deficiente de tiamina e C=grupo controle. Cada ponto (medida) corresponde ao valor médio de medidas
expresso como 3,5 dias vezes o numero de dias indicado na abscissa. Legenda: medida 13 —
infrodugédo da ragdo manipulada; medida 27 —reintrodugcdo da ragcdo comercial. Medidas 12 e 28:
Manipulagbes Controladas 1 e 2, respectivamente; Medida 30: segundo dia de exploracdo do campo

aberto. As setas indicam o periodo de oferta da ragdo manipulada.
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Figura 4 — Consumo de agua (em mL) ao longo do experimento. DT=grupo deficiente de
tiamina e C=grupo controle. Cada ponto (medida) corresponde ao valor médio de medidas expresso
como 3,5 dias vezes o numero de dias indicado na abscissa. Legenda: medida 9 — introdug¢éo da
ragdo manipulada; medida 23 —reintrodug¢do da ragao padrédo. Medidas 8 e 24: Manipulagées
Controladas; Medida 26: segundo dia de exploragdo do campo aberto. As setas indicam o periodo de

oferta da racdo manipulada.
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Figura 5 — Consumo médio de ragéo (gramas) ao longo do experimento. DT=grupo deficiente
de tiamina e C=grupo controle. Cada ponto (medida) corresponde ao valor médio de medidas expresso
como 3,5 dias vezes o numero de dias indicado na abscissa. Legenda: medida 9 — introdug¢do da ragdo
manipulada; medida 23 —reintrodugao da ragao padrao. Medidas 8 e 24: Manipulagbes Controladas;
Medida 26: segundo dia de exploragdo do campo aberto. As setas indicam o periodo de oferta da ragdo

manipulada.



6.2 — Medidas Comportamentais

6.2.1 — Manipulagées Controladas
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Apresentamos na tabela 2 os valores médios da duragao dos comportamentos

observados durante as Manipulagdes Controladas 1 e 2. Indicamos para cada medida

o valor da média (ou mediana, para os dados que ndao seguem uma distribuicdo

normal), o desvio-padrao, variancia e erro padrao da medida, por grupo. C, grupo-

controle. DT, grupo-deficiente. Os valores meédios estdo expressos, graficamente, na

figura 6.
Distribuicao | Distribuigao
MEDIDA MEDIA MEDIA NORMAL. |NORMAL.
Categorias Comportamentais Controle Def. Tiamina | Controle Def. Tiamina
Manipulagéo Controlada 1 (MC1)
IMOBILIDADE MC1 2,53+ 2,01 3,08510,95 NAO NAO
AVALIACAO DE RISCO MCT1 1,72+0,67 0,27+0,69 NAO NAO
EXPLORACAO VERTICAL MC1 8,37+1,73 6,28+1,2 SIM NAO
AMBULACAO MC1 13,242,026 16,63%1,3 SIM SIM
LUTA MC1 16,89+2,44 22,7+2,18 SIM SIM
PARALISADO MC1 14,68+2,26 9,23+2,04 SIM SIM
Manipulagéo Controlada 2 (MC2)
IMOBILIDADE MC2 9,73+2,14 14,65+1,83 SIM SIM
AVALIACAO DE RISCO MC2 0+0,93 3,2110,6 NAO NAO
EXPLORAGCAO VERTICAL MC2 4,66+1,94 3,3410,91 NAO NAO
AMBULACAO MC2 10,44+1,95 5,78+1,35 SIM NAO
LUTA MC2 16,49+1,69 17,48+1,95 SIM SIM
PARALISADO MC2 13,82+1,79 11,71+1,86 SIM SIM

Tabela 2 —Descrigao estatistica das medidas realizadas nas Manipulagbes Controladas 1 e 2, para os

grupos controle e deficiente em tiamina. MC1 — primeira manipulagdo controlada, pré-deficiéncia; MC2

— segunda manipulagdo controlada, pés-deficiéncia. MEDIA C e MEDIA DT apresentam os valores

médios ou medianos e respectivos erros-padrdo de medida, para cada variavel avaliada.
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Figura 6 —Duragcdo média (em segundos) dos comportamentos observados nas Manipulagbes
Controladas 1 e 2: MC1 e MC2, respectivamente. MC1 — primeira manipulagdo controlada, pré-

deficiéncia; MC2 — segunda manipulagdo controlada, pds-deficiéncia.

A tabela 3 apresenta os resultados das comparagdes entre as meédias dos
grupos C e DT para as Manipulagdes Controladas 1 e 2 (MC1 e MC2,
respectivamente). Utilizamos teste-t para os casos onde ambas as medidas
comparadas apresentam distribuicdo normal; teste-u (Mann-Whitney), caso contrario.
A coluna “resultado” apresenta o valor da estatistica t ou estatistica z, a depender do

teste utilizado e a coluna “p-valor” o respectivo valor de “p”.
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MEDIDA
Categorias Comportamentais TESTE RESULTADO | P VALOR
Manipulacdo Controlada 1 — Pré episddio de deficiéncia
IMOBILIDADE MCH1 TESTE-U 0,24 0,8
AVALIACAO DE RISCO MC1 TESTE-U 0,41 0,68
EXPLORACAO VERTICAL MC1 TESTE-U -0,21 0,83
AMBULACAO MC1 TESTE-T -1,42 0,16
LUTA MC1 TESTE-T -1,78 0,085
PARALISADO MC1 TESTE-T 1,79 0,084
Manipulacdo Controlada 2 — P6s episddio de deficiéncia
IMOBILIDADE MC2 TESTE-U -1,74 0,091
AVALIACAO DE RISCO MC2 TESTE-U -0,92 0,36
EXPLORACAO VERTICAL MC2 TESTE-U 0,64 0,52
AMBULACAO MC2 TESTE-U 1,37 0,17
LUTA MC2 TESTE-T -0,38 0,71
PARALISADO MC2 TESTE-T 0,82 0,42

Tabela 3 — Teste de diferenga entre médias dos grupos C e DT para a duragdo dos comportamentos
mensurados. MC1 — primeira manipulagdo controlada, pré-deficiéncia; MC2 — sequnda manipulagdo

controlada, pés-deficiéncia. Consideramos diferenca significativa se p-valor < 0,05.

Apresentamos na tabela 4 o percentual médio de tempo gasto em relagdo ao
tempo total da etapa da manipulagéo controlada (coluna “% total”). O painel superior
indica estes resultados para o grupo C e o inferior, grupo DT. As colunas “delta C” e
“delta DT” apresentam a diferenca entre o percentual observado na MC2 e a MC1, por

grupo e por medida comportamental realizada.
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Grupo Controle (C)

MEDIDA

Categorias Comportamentais % TOTAL MC1 | %TOTAL MC2 |DELTA (%MC2-%MC1)
IMOBILIDADE 8,45 38,17 29,72
AVALIACAO DE RISCO 5,73 0 -5,73
EXPLORACAO VERTICAL 27,92 15,55 -12,37
AMBULACAO 57,9 46,28 -11,62
LUTA 51,29 52,98 1,69
PARALISADO 48,71 47,02 -1,69

Grupo Deficiente em Tiamina (DT)

MEDIDA DELTA
Categorias Comportamentais | %TOTAL MC1 %TOTAL MC2 (%MC2-%MC1)
IMOBILIDADE 12,72 53,88 41,16
AVALIACAO DE RISCO 0,9 10,72 9,82
EXPLORACAO VERTICAL 25,95 11,13 -14,82
AMBULACAO 60,43 24,27 -36,16
LUTA 69,68 60,26 -9,42
PARALISADO 30,32 39,74 9,42

Tabela 4 — Percentual de tempo gasto pelos animais de cada grupo (painel superior: grupo C e painel

inferior: grupo DT) expressando cada uma das seis categorias comportamentais avaliadas nas

Manipulagbes Controladas 1 e 2. MC1 — primeira manipulagdo controlada, pré-deficiéncia; MC2 —

segunda manipulagéo controlada, pés-deficiéncia.

Realizamos teste pareado de igualdade de médias comparando, para cada

grupo, cada medida comportamental avaliada. Estes dados estao expressos na tabela

5. As colunas “delta C” e “delta DT” reproduzem os valores expressos na tabela 4. As

colunas “teste C” e “teste DT” indicam o teste pareado utilizado. As colunas “resultado

C” e “resultado DT” apresentam o valor da estatistica t e estatistica z referentes aos

testes realizados. Consideramos diferencas significativas se p-valor <0,05.
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Grupo Controle (C)

MEDIDA
Categorias DELTA TESTE Pareado | RESULTADO :
Comportamentais (%MC2-%MC1) |MC2x MC1 Valordetouz |PVALOR
IMOBILIDADE 29,72 | WILCOXON -1,19 0,23
AVALIACAO DE RISCO -5,73 | WILCOXON -0,23 0,81
EXPLORACAO
VERTICAL -12,37 | TESTE-T -0,21 0,84
AMBULACAO -11,62 | TESTE-T 1,078 0,3
LUTA 1,69 | TESTE-T 0,14 0,89
PARALISADO -1,69 | TESTE-T 0,3 0,76

Grupo Deficiente em Tiamina (DT)
IMOBILIDADE 41,16 | WILCOXON -3,41 0,00064
AVALIACAO DE RISCO 9,82 | WILCOXON -1,1 0,27
EXPLORACAO
VERTICAL -14,82 | WILCOXON -2,48 0,013
AMBULACAO -36,16 | TESTE-t -3,36 0,00078
LUTA -9,42 | TESTE-t 24 0,03
PARALISADO 9,42 | TESTE-t -1,27 0,22

Tabela 5 — Dados dos teste de diferenga pareado entre médias de duragdo dos comportamentos
mensurados em MC1 e MC2, dos grupos C (painel superior) e DT (painel inferior). MC1 — primeira
manipulagdo controlada, pré-deficiéncia; MC2 — segunda manipulagdo controlada, pés-deficiéncia.

Consideramos diferenga significativa se p-valor < 0,05.

6.2.2 — Exploragao de Campo Aberto

Apresentamos a seguir os resultados relativos as distancias percorridas
durante a exploragcao de campo aberto. Realizando ANOVA fatorial 2x4 com medidas
repetidas no ultimo elemento, encontramos o resultado: F(1,3) = 656,79; p<0,0001.
Desconsiderando-se o efeito do grupo e repetindo o teste obtivemos: F(3) = 19,871;
p<0,0001. Os dados descritivos das distancias percorridas estdo expressos na tabela
6 e figura 7. Consideramos o valor da mediana + EPM ao invés da média, no caso de

distribuicdes nao-paramétricas.
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Distancia Percorrida no Campo Aberto

Grupo Deficiente Distribuigao | Distribuicao

Grupo Controle (C) Tiamina (DT) NORMAL NORMAL

Sessodes/Dias | Média + EPM Média tEPM Grupo C Grupo DT
DIA 1 1345,89+24,88 936,42+22,05 SIM SIM
DIA 2 1180,96+27,45 885,33+22,61 SIM SIM
DIA3 992,21+28,99 509,75+22,15 SIM SIM
DIA 4 752,84+18,01 357,74+16,8 SIM SIM

Tabela 6 — Descrigdo estatistica das distdncias percorridas (em cm) durante a exploragdo de campo

aberto. Nas colunas Média C e Média DT estao apresentados o valor médio e respectivo erro-padrdo

de medida (EPM), para cada sessao/dia realizada, por grupo.
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Figura 7 — Descrigdo grafica das médias das distancias percorridas durante a exploracéo de

campo aberto, nas quatro sessoes realizadas nos dias consecutivos, 1, 2, 3 e 4. Observa-se diferenca

estatistica entre as médias dos grupos C e DT para os dias 1, 3 e 4 *p<0,015, **p<0,011.

Comparamos as médias das distancias percorridas, por dia, entre os grupos

utilizando o teste-t. Estes resultados estdo expressos na tabela 7.
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Distancia Percorrida

Comparacao entre os grupos C e DT

Sessobes /Dias TESTE Resultado P-VALOR

DIA 1 TESTE-t 2,6 0,014
DIA 2 TESTE-t 1,92 0,064
DIA3 TESTE-t 3,76 0,001
DIA 4 TESTE-t 2,64 0,013

Tabela 7 — Resultado dos testes estatisticos para igualdade de médias das distancias percorridas

durante a exploragcdo de campo aberto, comparando-se os grupos C e DT. Consideramos diferencga

significativa se p-valor < 0,05.

6.3 — Concentragoes de serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA)

A tabela 8 indica os valores médios, ou medianos das concentragoes de 5-HT

nas regidoes de interesse, nomeadas na primeira coluna, por grupo (C e DT).

Consideramos a mediana, ao invés da média, para distribuicdes nao-paramétricas.

Legenda: PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal (utilizamos a sigla inglesa: PAG

— Periaqueductal Grey); TAL — Talamo; HIP — Hipocampo; CPF — Cortex Pré-Frontal.

Estes dados estao indicados graficamente na figura 8.
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Concentragdes de 5-HT (ng/g)
MEDIDA Distribuicao
MEDIA *EPM
Regiao MEDIA tEMP DT NORMAL Distribuigao NORMAL
Controle
Cerebral Controle DT
PAG 2049,78+328,85 | 1668,24+530,35 SIM NAO
TAL 628,93+53,66 | 600,16+66,44 SIM SIM
HIP 357,91+20,93 | 366,06+27,64 SIM SIM
CPF 645,4+68,93 [ 691,64+44,78 SIM SIM

Tabela 8 — descricdo estatistica das médias das concentragdes de 5-HT. MEDIA C e MEDIA DT indicam

o valor médio, ou mediano da variavel avaliada e o respectivo erro-padrdo de medida (EPM) para os

grupos C e DT. PAG — Substéncia Cinzenta Periaquedutal; TAL — Talamo; HIP — Hipocampo; CPF —

Cortex Pré-Frontal.
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Figura 8 — Descricdo grafica das médias + EPM (ng/) das concentragbes de 5-HT, nas regibes

cerebrais: PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal; TAL — Talamo,; HIP — Hipocampo, CPF — Cértex

Pré-Frontal.
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Comparamos as médias, dos grupos C e DT, das concentragdes de 5-HT, por
regiao de interesse, utilizando o teste-t (dados paraméticos) ou o teste-U (nos casos
dos dados de alguma das distribuigbes comparadas ndo seguirem distribuicdo
normal). Os valores estdo também apresentados na tabela 9. Consideramos efeito

significativo onde p-valor<0,05.

Dados das comparagdes entre as concentragdoes médias de 5-HT dos grupos C e DT.
Regiao
Cerebral TESTE RESULTADO P VALOR
PAG TESTE-t -1,14 0,25
TAL TESTE-U 0,46 0,65
HIP TESTE-t -0,3 0,77
CPF TESTE-U -0,72 0,48

Tabela 9 — Resultado dos testes estatisticos para igualdade de médias e varidncias das concentragbes
de 5-HT comparando-se animais dos grupos C e DT, por estrutura cerebral. Consideramos diferenga
significativa se p-valor < 0,05. PAG — Substéncia Cinzenta Periaquedutal; TAL — Talamo; HIP —

Hipocampo; CPF — Cértex Pré-Frontal.

A tabela 10 indica os valores médios, ou medianos das concentragdes de acido
5-hidroxi-indolacético, 5-HIAA, nas regides de interesse, nominadas na primeira
coluna, por grupo. Consideramos a mediana, ao invés da média, para distribuicoes

nao-parameétricas.
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Concentragdes de 5-HIAA (ng/g)
i , Distribuicao

MEDIA tEPM MEDIA tEMP
MEDIDA NORMAL Distribuigao NORMAL

Controle DT

Controle DT

PAG 3241,88+532,70 6282,48+1154,86 SIM NAO
TAL 1621,08+113,05 1884,76+74,53 SIM SIM
HIP 531,95+27,71 527,59+33,2 SIM SIM
CPF 943,098+88,20 934,85+45,63 SIM SIM

Tabela 10— Descricdo estatistica das médias das concentracées de 5-HIAA. MEDIA Controle e MEDIA
DT indicam o valor médio, ou mediano da variavel avaliada e o respectivo erro-padrdo de medida (EPM)
para os grupos C e DT.. PAG — Substéncia Cinzenta Periaquedutal; TAL — Talamo; HIP — Hipocampo;
CPF — Cortex Pré-Frontal.
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Figura 9 — Descrigdo grafica das médias £+ EPM das concentragbes de 5-HIAA. PAG — Substéncia
Cinzenta Periaquedutal, TAL — Talamo, HIP — Hipocampo;, CPF — Coértex Pré-Frontal. Diferenca
significativa, ** p<0,01, entre CxDT na PAG.

Comparamos as médias das concentracoes de 5-HIAA dos grupos C e DT, por
regiao de interesse, utilizando o teste-t (dados paramétricos) ou o teste-U (nos casos

dos dados de alguma das distribuicbes comparadas nao seguirem distribuigdo
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normal). Estes resultados estdo expressos na tabela 11. Consideramos efeito

significativo onde p-valor<0,05.

Dados das comparagdes entre as concentragdoes médias de 5-HIAA dos grupos C e DT.
TAXA TESTE RESULTADO P VALOR
PAG TESTE-t -3,61 0,0025
TAL TESTE-U -3,62 0,18
HIP TESTE-t 0,088 0,93
CPF TESTE-U 0,088 0,57

Tabela 11 — Resultado dos teste-t e teste-u para as concentragbes de 5-HIAA comparando-se animais

dos grupos C e DT, por estrutura. PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal; TAL — Talamo; HIP —

Hipocampo; CPF — Cértex Pré-Frontal. Consideramos diferenca significativa se p-valor < 0,05.

6.3.1 — Taxa de Renovagao da serotonina, [5-HIAA]/[5-HT], e correlagoes entre

as concentracoes de 5-HT e 5-HIAA

Avaliamos a atividade serotonérgica tanto a partir das correlagdes entre as

concentragbes de 5-HT e 5-HIAA em cada regido de interesse (Tabela 12), quanto

através do calculo da taxa de renovacédo de 5-HT, como sendo o0 quociente entre a

concentracao de 5-HIAA em relagao ao de 5-HT (tabela 13).
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Grupo Deficiente em
Grupo Controle Tiamina

Regiso Coeficiente Coeficient

Cerebral de e de
TESTE correlagao P VALOR TESTE correlagdo |P VALOR

SPEARMA

PAG PEARSON | 0,894 3,00E-06 | N 0,864 0,000015
SPEARMA

TAL N 0,126 0,64 | PEARSON | 0,223 0,41

HIP PEARSON |-0,0401 0,88 | PEARSON | 0,541 0,03
SPEARMA

CPF N 0,656 0,0071 | PEARSON |0,528 0,035

Tabela 12 — Resultado dos testes estatisticos de correlagdo entre as concentragbes de 5-HT e 5-HIAA

observando-se independentemente animais dos grupos C e DT, por regido de interesse. PAG —

Substancia Cinzenta Periaquedutal;, TAL — Talamo; HIP — Hipocampo; CPF — Cértex Pré-Frontal.

Consideramos diferencga significativa se p-valor < 0,05.

A tabela 13 e a figura 10 indicam os valores médios ou medianos e

respectivos erros-padrao de medida para a taxa de renovacgdo, por regiao de

interesse, denominadas na primeira coluna e grupos controle (C) e deficiente de
tiamina (DT).
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Taxa de Renovacao [5-HIAA]/[5-HT]
Regidao |Controle Def. Tiamina Distribuigao | Distribuigao
Cerebral | MEDIA C tEPM | MEDIA DTEPM | NORMAL C | NORMAL DT
PAG 1,55+0,17 2,66+0,39 NAO SIM
TAL 2,55+0,33 3,1940,38 NAO NAO
HIP 1,42+0,12 1,5240,11 NAO SIM
CPF 1,69+0,12 1,42+0,09 SIM SIM

Tabela 13 — Descrigao estatistica da atividade serotonérgica nas regiées de interesse, denominadas
na primeira coluna, a partir da Taxa de Renovagéo [5-HIAAJ/[5-HT]. MEDIA C e MEDIA DT indicam o
valor médio, ou mediano da variavel avaliada e o respectivo erro-padrdo de medida (EPM) para os
grupos C e DT. NORMAL C e NORMAL DT indicam se a variavel avaliada apresentava distribuicdo
normal ou ndo. PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal; TAL — Talamo; HIP — Hipocampo, CPF —
Cortex Pré-Frontal.

Taxa de Renovacdo [5-HIAA]/[5-HT]

| NVEDHA C

> WMEDMA DT

FAG IAL (1] CPl

Figura 10 — Representagao grafica da atividade serotonérgica, nas regiées de interesse, avaliada a
partir da taxa de renovacgéo [5-HIAA]/ [6-HT], média £+ EPM. PAG — Substéncia Cinzenta Periaquedutal;
TAL — Talamo; HIP — Hipocampo,; CPF — Cértex Pré-Frontal. Diferencas significativas entre C e DT: **
p<0,01; ***p< 0,001.
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Comparamos as médias da atividade serotonérgica dos grupos C e DT, através
do valor da taxa de renovagao, por regidao de interesse, utilizando o teste-t (dados
paraméticos) ou o teste-U (nos casos dos dados de alguma das distribuices
comparadas nao seguirem distribuicdo normal). Estes resultados estdo expressos na

tabela 14. Consideramos efeito significativo onde p-valor<0,05.

Taxa de Renovagao Serotonérgica

Controle x Deficiente em Tiamina

Regido Cerebral TESTE RESULTADO P VALOR

PAG TESTE-U -3,36 0,0008
TAL TESTE-U -1,5 0,13
HIP TESTE-U -0,52 0,6
CPF TESTE-t 3,76 0,002

Tabela 14— Resultado dos testes estatisticos para igualdade de médias e varidncias da atividade
serotonérgica, avaliada a partir da taxa de renovagéo [5-HIAAJ/[5-HT], comparando-se animais dos
grupos C e DT, por regido cerebral de interesse. PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal; TAL —
Talamo; HIP — Hipocampo; CPF — Cértex Pré-Frontal. Consideramos diferenga significativa se p-valor
<0,05.

Calculamos as correlagdes entre as atividades serotonérgicas observadas, a
partir do valor da taxa de renovagao nas diferentes regides cerebrais para cada grupo
(C e DT). Na tabela 15 apresentamos os dados obtidos para as analises entre TAL x
PAG e HIP x PAG. Utilizamos o método de Pearson, nos casos das duas medidas
analisadas apresentarem distribuicido normal; e o método de Spearman, caso
contrario. As colunas “resultado C” e “resultado DT” apresentam a forgca da correlagao
(R). Consideramos correlacéo forte se, em médulo, R>0,7; mediana se 0,7>R>0,4 e

fraca se 0,4>R>0. Sao consideradas significativas as correlagdes cujo p-valor<0,05.
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Dados das analises de correlagao entre as Taxas de Renovagao da serotonina,
[5-HT] / [5-HIAA]

CONTROLE DEFICIENTE EM TIAMINA
RESULTADO RESULTADO
Regides | estE R |PVALOR |TESTE R |PVALOR
Cerebrais
TAL x PAG | SPEARMAN 0,532 0,036 SPEARMAN 0,344 0,19
HIP x PAG | SPEARMAN 0,818|0,00016 | PEARSON 0,09 0,73

Tabela 15 — Resultado dos testes estatisticos de analises de correlagdo da atividade serotonérgica
avaliada a partir da taxa de renovagcdo medida entre as regibes de interesse, nominadas na primeira
coluna, observando-se independentemente animais dos grupos C e DT. Consideramos correlagdo

significativa se p-valor < 0,05.

6.4 — Correlagoes entre a atividade serotonérgica nas regioes cerebrais de
interesse e categorias comportamentais observadas na segunda Manipulagao
Controlada (MC2)

Avaliamos as correlagbes entre a atividade serotonérgica (através da taxa de
renovagdo) em cada uma das quatro regides cerebrais e os comportamentos
observados na segunda Manipulagdo Controlada. Os critérios de interpretagdo dos
resultados permanecem os mesmos utilizados nas analises apresentadas
anteriormente. Apresentamos na Tabela 16 as correlagdes que alcangaram

significancia estatistica, isto &, p-valor>0,05.
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Dados das analises de correlagao entre as variaveis apresentadas na primeira e
segunda colunas
Categorias CONTROLE DEFICIENTE EM TIAMINA
[SHIAA] | comportamentais
[5HT] observadas na RESULT RESULT.
MC2
¢ TESTE R P TESTE R P
TAL IMOBILIDADE SPEARMAN |-0,28 0,29 SPEARMAN |-0,738 0,0016
TAL EXP. VERTICAL |SPEARMAN |0,381 0,14 SPEARMAN | 0,546 0,029
TAL AMBULACAO SPEARMAN | 0,25 0,35 SPEARMAN | 0,718 0,0024
HIP AMBULACAO SPEARMAN | 0,539 0,031 SPEARMAN | 0,177 0,51
HIP LUTA SPEARMAN | 0,738 0,0016 |PEARSON |0,473 0,064
HIP PARALISADO SPEARMAN |-0,529 0,037 |PEARSON |-0,462 0,072
CPF LUTA PEARSON 0,621 0,01 PEARSON |-0,0368 0,89

Tabela 16 — Resultado dos testes estatisticos de correlagdo da atividade serotonérgica (taxa de
renovagao — [5-HIAA] / [6-HT]) medida entre as regibes cerebrais de interesse e os comportamentos
observados na segunda Manipulagdo Controlada, observando-se independentemente animais dos

grupos C e DT. Consideramos correlagéo significativa se p-valor < 0,05.

6.5 — Vocalizagoes Ultrassonicas

A tabela 17 apresenta a descricao estatistica das medidas de vocalizagao
ultrassbnica registradas durante as primeira e segunda Manipulagbes Controladas.
Apresentamos as médias (ou medianas, quando for o caso ), desvios-padrao e erro
padrdao da medida, tanto para as frequéncias médias das vocalizagdes (Freq, em kHz)
e a média da contagem de eventos de vocalizagédo (VOC). EXP refere-se a etapa de
exploragdo da caixa na Manipulagdo Controlada, onde foram avaliados os
comportamentos de imobilidade, ambulagao, exploracéo vertical e avaliagao de risco.
CAP refere-se a fase de captura da Manipulagdo Controlada, onde foram
quantificados os comportamentos de luta-fuga e imobilidade ao ser capturado

(permanecendo paralisado).
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Frequéncias (kHz) das Contagem de Episoédios de

Etapa da Vocalizag6es Ultrassonicas Vocalizag6es Ultrassonicas durante as
Manipulagao durante as MC1 e MC2 MC1 e MC2
Controlada Grupo C Grupo DT Grupo C Grupo DT

Média * EPM | Média+ EPM | Média * EPM Média * EPM
EXPLORAGAO MC1 | 22,66 +2,72 21,28 +1,24 6,5+1,04 310,47
CAPTURA MCA1 22,52 +0,86 21,4 +0,63 4,6£0,78 3,56+0,37
EXPLORAGAO MC2 | 26,17 +3,59 23,13 +0,81 110,94 1,7+0,84
CAPTURA MC2 26,03 3,04 20,37 £1,75 3,5+0,69 2,8+0,35

Tabela 17 — Descrigédo estatistica das vocalizagbes ultrassénicas e respectivas frequéncias (kHz)
observadas durante as Manipulagbes Controladas independentemente para os animais dos grupos C
e DT, por fase da Manipulagdo. MC 1 — Manipulagao Controlada 1, pré-deficiéncia. MC 2 - Manipulagéo
Controlada 2, pés deficiéncia. Definicbes sobre os termos EXPLORACAO E CAPTURA estdo

detalhadas no texto.

Comparamos as médias das frequéncias vocalizadas por animais de cada
grupo (C e DT) utilizando o teste-t (dados paramétricos) ou o teste-U (no caso dos
dados de alguma das distribuicbes comparadas ndo serem paramétricos). Estes
resultados estdo expressos na tabela 18. A tabela 19 indica resultado de analise
similar, porém tomando como variaveis a contagem de vocalizagbes. Consideramos

efeito significativo onde p-valor<0,05.

Dados da comparagao entre frequéncias vocalizadas por animais dos grupos C e DT
MEDIDA TESTE RESULTADO P VALOR
FREQ. EXP. MC1 TESTE-U -1,447845532 0,147660256
FREQ. CAP. MC1 TESTE-U -1,241010456 0,214601886
FREQ. EXP. MC2 TESTE-U -1,861515684 0,062671388
FREQ. CAP. MC2 TESTE-U -2,275185836 0,022894784

Tabela 18 — Resultado dos testes estatisticos para igualdade de médias do numero de eventos de
vocalizagbes ultrassbnicas comparando-se animais dos grupos C e DT. Consideramos diferenca

significativa se p-valor < 0,05.
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Dados da comparagao entre frequéncias vocalizadas por animais dos grupos C e DT
MEDIDA TESTE RESULTADO P VALOR
VOC. EXP. MC1 TESTE-U -2,051429119 0,040225176
VOC. CAP. MCH1 TESTE-U -0,971230381 0,331433568
VOC. EXP. MC2 TESTE-U -0,197180752 0,843686093
VOC. CAP. MC2 TESTE-U -0,942927836 0,345717816

Tabela 19 — Resultado dos testes estatisticos para igualdade de médias do numero de eventos
das vocalizagbes ultrassbnicas comparando-se animais dos grupos C e DT. Consideramos diferenga

significativa se p-valor < 0,05.

6.51 - Correlagoes entre medidas comportamentais e vocalizagoes

ultrassoOnicas

Apresentamos na tabela 20 resultados do teste de correlacédo estatistica das
medidas de vocalizagdo ultrassdnica encontradas durante as primeira e segunda
Manipulagbes Controladas e os comportamentos observados, independentemente,
por grupo. Utilizamos a média da contagem de eventos de vocalizagdo como variavel
de vocalizacdo ultrassbnica. Procedemos analises de correlacbes entre cada
comportamento observado e o total de vocalizagbes emitidas por animal, em cada
etapa. Conforme mencionado anteriormente, EXP refere-se a etapa de exploragao da
caixa na Manipulagdo Controlada, onde foram avaliados os comportamentos de
imobilidade, ambulacéo, exploracao vertical e avaliagao de risco. CAP refere-se a fase
de captura da Manipulagcao Controlada, onde foram quantificados os comportamentos
de luta-fuga e imobilidade ao ser capturado (permanecendo paralisado). Os critérios

de interpretacao dos resultados sdo os mesmos apresentados anteriormente.
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Dados das analises de correlagao entre o nimero de eventos de vocalizagao ultrassénica e as

categorias comportamentais (primeira coluna) observadas nas fases MC1 e MC2

MEDIDA CONTROLE DEFICIENTE EM TIAMINA
TESTE |RESULT P TESTE RESULT |P

IMOBILIDADE MC1 SPEM -0,21 0,42 SPEM 0,072 0,79
AVAL. DE RISCO MC1 | SPEM -0,20 0,45 SPEM (0,33 0,21
EXPL. VERTICAL MC1 | PEAR 0,19 0,48 SPEM |-0,2 0,46
AMBULACAO MC1 PEAR 0,19 0,47 SPEM | 0,096 0,72
LUTA MC1 PEAR -0,33 0,21 SPEM |-0,35 0,18
PARALISADO MC1 PEAR 0,39 0,13 SPEM (0,34 0,2

IMOBILIDADE MC2 SPEM -0,21 0,42 PEAR |-0,48 0,06
AVAL. DE RISCO MC2 | SPEM -0,20 0,45 SPEM 0,33 0,21
EXPL. VERTICAL MC2 | SPEM 0,17 0,52 SPEM |-0,2 0,46
AMBULAGCAO MC2 SPEM 0,12 0,66 SPEM |0,096 0,72
LUTA MC2 SPEM -0,43 0,1 PEAR 0,093 0,73
PARALISADO MC2 SPEM 0,53 0,032 PEAR |-0,09 0,74

Tabela 20 — Resultado dos testes estatisticos de correlagdo entre o total de vocalizagbes emitidas e

cada comportamento observado durante as Manipulagbes 1 (MC 1) e 2 (MC 2), apresentados na

primeira coluna, observando-se independentemente animais dos grupos C e DT. Consideramos

correlagdo significativa se p-valor < 0,05. PEAR — teste de Pearson e SPEM — teste de Spearson

6.6 — Modelamento Matematico da Evolugao do Peso Corporal

Esta expresso graficamente nas figuras 11 a 13 a evolugao do peso dos animais

ao longo do experimento, ajustados numericamente as respectivas fungbes

matematicas descritas na se¢éo 5.8. Indicamos, nas legendas, os dados de ajuste aos

modelos utilizados. Uma vez que o ajuste dos dados referentes ao peso dos animais

do grupo DT durante a restricdo de tiamina a fungdo (2 — quociente de formas

exponenciais) nao foi satisfatério, utilizamos um outro ajuste exponencial, (fungéo 4 —

diferenga de formas exponenciais) indicado na legenda, que se mostrou mais

explicativo dos resultados, conforme secao 5.8. Indicamos nas legendas das figuras
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11 a 13 o valor dos coeficientes das curvas estimados a partir dos dados, assim como

dados do ajuste — R?e Soma do Erro Quadratico (SEQ).

Evolugdo do Peso Médio dos animais do Grupo Controle ao longo do Experimento
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Figura 11 — Evolugéo do peso dos animais do grupo C ao longo do experimento ajustados a fungéo (2)

— quociente de exponenciais. Dados do ajuste — coeficientes da curva: a=0,06976; b=0,00011; c=124,1;

R?=0,9884, Soma do Erro Quadratico (SEQ) = 2639.

Evolugédo do Peso dos Animais do grupo Deficiente, durante a Restricdo de Tiamina
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Figura 13 — Evolugao do peso dos animais do grupo C ao longo do experimento ajustados a fungéo (2)

— quociente de exponenciais. Dados do ajuste — coeficientes da curva: a=0,4265; b=0,0012; ¢=16,45;

R?=0,4781, Soma do Erro Quadratico (SEQ) = 20780.
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Evolugao do Peso dos Animais do Grupo Deficiente, durante a Restricdo de Tiamina
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Figura 11 — Evolugéo do peso dos animais do grupo C ao longo do experimento ajustados a fungdo (4)

— diferenga de exponenciais. Dados do ajuste — coeficientes da curva: a=408,8; b=-0,019; c=-116,3;d=-

0,68; R?=0,9449, Soma do Erro Quadratico (SEQ) = 795,5.
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CAPITULO 7 — Resumo dos resultados

Resumimos, abaixo, em forma de tdpicos, os principais resultados obtidos.
Ap0s o estabelecimento da deficiéncia moderada de tiamina e breve periodo de

recuperagao observamos:

. Um episodio de deficiéncia moderada de tiamina alterou
parametros fisiolégicos (peso, consumo de agua e ragado) dos animais em

relacdo aos controles.Seg¢éo 6.17.

. Nao foi observada, em média, diferenca na expressao
comportamental de animais dos grupos C e DT em ambas as manipulagdes.
Porém, animais marginalmente deficientes de tiamina manifestaram menos
respostas proativas quando reexpostos a estimulos estressores do que a
primeira exposi¢cao, o que tomado em conjunto a redugdo na exploragao de
campo aberto, pode indicar adogéo de estratégias de enfrentamento passivo.
Secdo 6.2.1e 6.2.2.

. Com excecado de duas (avaliagdo de risco e paralisado) das
categorias comportamentais avaliadas, diferentemente dos animais controles,
os animais deficientes de tiamina mostraram comportamento alterado na
segunda exposicdo a um mesmo contexto de manipulagao controlada (MC2),

quando comparado com a primeira fase (MC1). Tabela 5.

. As médias de vocalizagcdes ocorreram na faixa considerada
aversiva para ratos: 19-26kHz (Mallo et al, 2007a), Tabelas 17 e 18, sugerindo

que a valéncia emocional da manipulagao controlada foi aversiva.

. A deficiéncia de tiamina ocasionou alteragdes nas concentracoes
de 5-HIAA na substancia cinzenta periaquedutal; e nas correlagbes entre as
concentracbes de 5-HT e 5-HIAA no hipocampo. Tabelas 10 e 12,

respectivamente.
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. A deficiéncia de tiamina aumentou a atividade serotonérgica na
substancia cinzenta periaquedutal e reduziu-a no cortex pré-frontal. Tabelas 13
a1b.

. Para o grupo C, observou-se maior associagao do talamo a
situagao de perigo proximal (captura), enquanto para o grupo DT observou-se
maior associacdo do hipocampo a situagao de perigo distal (exploragao da

caixa experimental). Tabela 15.
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CAPITULO 8 - Discussio

O modelo utilizado provou-se eficaz no estabelecimento de um estado de
deficiéncia moderada de tiamina, uma vez que um dos sinais clinicos mais bem
estabelecidos (anorexia) foi observado claramente, em concordancia com outros
trabalhos empregando o mesmo modelo (Pires et al, 2005; Vigil et al, 2010). Animais
do grupo deficiente apresentaram redugao acentuada no peso corporal, consumo de
agua e ragao, em contraste ao aumento linear de peso dos animais do grupo controle
(Figuras 3 a 5). Este efeito € significativo e foi observado em poucos dias apos a
introducdo da racdo manipulada, persistindo até apds a substituicdo da racao
manipulada pela ragao padrao (comercial), contendo niveis normais de tiamina. A fim
de avaliarmos a forga da diferenca entre as médias dos pesos corporais, consumos
de agua e ragao entre os grupos ao longo do experimento, utilizamos teste-t, conforme
Anexos A1-3. Observamos os maiores valores da estatistica-t para o periodo
imediatamente antes da reoferta de ragao comercial, coincidindo a maior diferenga em
peso corporal, consumo de agua e ragdo. Assim que a alimentagdo normal foi
reestabelecida, em uma fase inicial observamos tendéncia a restauracdo do peso
corporal. No entanto, até onde pudemos medir, o valor médio do peso corporal dos
animais deficientes ndo atinge o valor dos animais do grupo controle, nem mesmo
quando esses animais, que passaram pelo episodio de deficiéncia moderada, atingem
niveis de consumo de agua e de ragao similares aos dos animais controles. Em
relagdo ao consumo de racdo observamos um sobressalto no consumo de ragao
imediatamente apds a reintroducédo da ragao comercial, que seria condizente com a
hipétese de desnutrigdo dos animais, assim como a valéncia aversiva da ragao

deficiente, conforme Monda et al, 2003.

Diante do quadro de desnutricdo generalizada durante a restricado de tiamina
optamos por realizar os testes comportamentais trés dias antes e trés dias apds o
episodio de restricdo de tiamina, assim buscando isolar os efeitos da deficiéncia de
tiamina, principalmente, e menos da desnutricdo por ela ocasionada, o que poderia
manifestar-se em maior expressdao de comportamentos tipo-exploragao (busca por
alimento). Por outro lado, podemos pensar que o quadro de desnutricdo generalizada

(e a busca por alimento) seja parte do quadro de deficiéncia de tiamina e neste
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sentido, os comportamentos a favor da obtengao de alimento seriam considerados
parte do quadro de deficiéncia. Neste estudo optamos por avaliar os efeitos
persistentes da deficiéncia de tiamina, que puderam ser observados mesmo 10 dias
apods o reestabelecimento da alimentacdo normal, uma vez que animais deficientes
percorreram menores distancias na exploracao de campo aberto, do que os pares
controles, até o ultimo dia de exploragao. A deficiéncia grave de tiamina, onde os
animais apresentam sinais neurolégicos de deficiéncia, ocasiona danos motores
severos (Vetreno et al, 2012). Com relagdo ao modelo utilizado no presente estudo,
deficiéncia moderada, os dados obtidos no teste do Campo Aberto, como discutido
abaixo, relativos a distancia percorrida ao longo das quatro sessdes (dias 1-4) indicam
que os animais do grupo DT apresentam um deslocamento, em termos de distancia
percorrida, menor que os animais controles. Essa diferenca aparece desde a primeira
sessdo, sugerindo que possa ser devido a uma disfungdo motora e/ou um déficit
motivacional/emocional. No entanto, a hipétese de apenas uma disfungdo motora
explicar as menores distancias percorridas nao € corroborada pelos dados obtidos nos
experimentos de Manipulagdo Controlada (MC1 e MC2), onde nao observamos
diferenca significativa entre os animais controles e deficiéncias em relacdo as
categorias comportamentais que sinalizam atividade motora. Ou seja, o que
observamos neste experimento foi: animais do grupo DT exibiram mobilidade
comparavel a do grupo C, uma vez que a sua expressao comportamental foi, em
média, similar (Tabelas 2 e 3). Nesse caso, podemos inferir que a diferenga detectada
no Campo Aberto - na distancia percorrida — entre os animais dos grupos DT e C,
poderia ser devido mais a uma alteracdo motivacional e/ou na valéncia atribuida aos
estimulos do meio do que a disfungdes motoras. De certa forma, essa hipotese esta
de acordo com as mudancgas acentuadas de tendéncia comportamental, observadas
para animais do grupo DT, sem efeito para os do grupo C, quando se compara os
resultados da MC2 com o da MC1. Essas alterac¢des, detectadas quando se compara
os comportamentos medidos nessas duas fases, MC1 e MC2, também poderiam ser
consideradas como consequéncia de um efeito da deficiéncia no processo de
memoria. E bem conhecido o efeito da deficiéncia de tiamina em parametros de
memoria (Vigil et al, 2010), mas ndo podemos descartar, em absoluto o componente
motor da resposta comportamental observada. Ainda que n&o conseguissemos
observar nitidamente um efeito de prejuizo motor em animais do grupo DT, nao

podemos eliminar a hipotese de o sistema motor de ratos deficientes ter sofrido
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alguma alteracao. Entretanto, em conjunto, os resultados dos testes indicam, como
mostrado a seguir, mais um efeito de alterag¢des psicologicas do que motoras em ratos

moderadamente deficientes de tiamina.

Estda bem determinado na literatura que os estilos de enfrentamento
representam tendéncias de resposta comportamental estaveis ao longo do tempo e
das situacdes de aversibilidade (Koolhaas et al, 2010; Mallo et al, 2007b). Sabe-se
também que a manipulagdo neonatal altera o estilo de enfrentamento de ratos,
tornando-os mais ativos do que pares nao-manipulados (Steimer et al, 1998) e que a
adocdo de estratégias de enfrentamento depende diretamente das opgdes de
expressdao comportamental definidas, além do estilo pessoal de enfrentamento (Roy
& Chapillon, 2002). Os ratos de ambos os grupos foram manipulados (imobilizados,
na Manipulagdo Controlada) na fase adulta, e manipulados da mesma forma desde o
primeiro més de vida, permitindo-nos descartar a hipétese de que as manipulacdes
per se teriam ocasionado as alteragdes comportamentais observadas. Ainda assim,
os animais do grupo deficiente apresentaram menor expressao de comportamentos
de enfrentamento ativo apds a deficiéncia. Conforme dados expressos na Tabela 5,
animais dos grupos deficiente e controle evoluiram de maneira diferente entre as
Manipulacdes Controladas, uma vez que, comparando-se a diferenca nos escores
obtidos entre as duas Manipulagbes Controladas (MC2 e MC1) encontramos
diferengas significativas para o grupo deficiente, sem efeito para o grupo controle.
Estes dados podem indicar a preferéncia por atitudes de enfrentamento passivo
perante estimulos aversivos, ainda que em tese, por ndo haver diferenca entre as
médias dos grupos controle e deficiente na Manipulagdo 2, poderia tal efeito ser

contabilizado a variabilidade individual.

Outra explicagao para a similaridade na expressdao comportamental de ratos
deficientes e controles seria o do valor aversivo das Manipulagdes Controladas nao
ter sido forte o suficiente para evocar comportamentos de enfrentamento ativo, o que
pbdbde ser avaliado, indiretamente, através das frequéncias de vocalizagao
ultrassdnicas observadas. Apesar de termos observado uma amplitude consideravel
de frequéncias vocalizadas (entre 19,38 e 79,62kHz), as frequéncias médias (ou
medianas, quando necessario) mantiveram-se ao redor dos 22 kHz, frequéncia
emitida em situacdes de aversibilidade (Mallo et al, 2007a, 2007b; Kikusui et al, 2003).

Observamos, também, duas tendéncias (0,08>p-valor>0,05) a correlacdo das
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emissdes ultrassdnicas durante a segunda Manipulagdo Controlada. Ratos do grupo
deficiente vocalizaram mais em resposta a imobilidade, durante a fase de exploragao
da Manipulagdo Controlada, enquanto ratos do grupo controle vocalizaram mais em
resposta ao congelamento ao serem manipulados pelo experimentador (Tabela 20).
Estas diferengas, ainda que n&o alcangando nivel de significancia estatistica, apontam
para diferengcas na valéncia emocional da estimulagdo aversiva, para animais

deficientes e controles.

Os animais marginalmente deficientes de tiamina expressaram maiores
comportamentos de imobilidade, reducdo acentuada na resisténcia a captura, na
ambulacdo e em menor escala, na exploragao vertical, comportamentos associados a
estilos de enfrentamento passivo. A deficiéncia de tiamina leva a alteragdes em
parametros de memoaria, tanto em roedores quanto em humanos (Vetreno et al, 2012)
e se apenas a memoria dos roedores tivesse sido afetada, talvez ao serem reexpostos
a um ambiente aversivo responderiam de maneira similar a primeira Manipulagao
Controlada. Isto ndo péde ser observado, visto que os animais do grupo deficiente
modificaram sua estratégia de enfrentamento apds a deficiéncia de tiamina. Os
comportamentos mais afetados pela deficiéncia de tiamina foram, neste panorama,
aqueles associados a exploracao de caixa experimental, onde ha uma ameaca distal
ao animal, ou seja, ha uma situacédo de perigo potencial, uma vez que ha a presenca
do experimentador na sala, visivel ao animal, além de estar sozinho e exposto a um
ambiente aberto, mas sem que o experimentador o capture. Da mesma forma, durante
a exploragédo de campo aberto os animais permaneceram sozinhos na sala de testes,
expostos a iluminacdo direta, porém sem a presengca do experimentador e

expressaram comportamentos associados, de certo modo, ao enfrentamento passivo.

A exploragdo de campo aberto tinha por objetivo avaliar a mobilidade de
animais deficientes, uma vez que é conhecido o efeito da deficiéncia sobre parametros
motores (Butterworth, 1986; Vetreno et al, 2012) e neste sentido, os animais
marginalmente deficientes percorreram menores distancias, o que poderia ser
atribuido tanto a disfuncbes motoras quanto a fatores psicolégicos, tais como
ansiedade e medo. Em média, durante a MC2, os animais deficientes ndo se
expressaram francamente diferentes dos animais controles, ou seja, ndo haveria
como atribuir a redugao na mobilidade exclusivamente a danos no controle motor.

Ainda mais, o comportamento dos animais ndo indicava dano motor compararavel ao
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observado na fase mais grave da deficiéncia de tiamina, como perda do reflexo de
endireitamento. Testamos este reflexo ao capturarmos os animais na MC2 e ao
expormos a sua porc¢ao ventral ao experimentador. Nessa situacao, imediatamente
todos os animais manipulados corrigiam a postura (expondo o dorso ao
experimentador) e rapidamente pulavam de volta para a caixa experimental. Um dos
substratos neurais mais comprometidos pela deficiéncia de tiamina € o nucleo
vestibular (Butterworth, 1986), que € importante a manuteng&o da postura corporal e
no processo de audicdo. Ndo observamos diferengas significativas na resposta
comportamental emitida por ratos deficientes e controles ao serem submetidos a um
estimulo sonoro aversivo. Da mesma forma, ndao observamos dificuldade ou
incapacidade dos animais deficientes em manterem-se de pé ou mesmo indicios de
perda de equilibrio durante os testes. Assumimos que nao houve prejuizo claro no
controle motor de animais marginalmente deficientes em tiamina e que, portanto, os
resultados obtidos indicam maior incidéncia de fatores psicobiolégicos do que de

mobilidade na expressao comportamental observada.

Considerando que o tratamento dado aos animais de ambos os grupos durante
as Manipulagdes foi idéntico e que a unica diferenga entre os grupos foi a dieta restrita
em tiamina, podemos considerar a hipotese de que a deficiéncia de tiamina alterou a
resposta a estimulos emocionais de valéncia aversiva. O método utilizado neste
trabalho foi inspirado no comportamento de dominancia de ratos (Panksepp et al,
1985), baseado no experimento descrito em Mallo et al (2007b). Estes autores
demonstraram que maiores respostas de agressividade, ou desconforto durante as
manipulagdes, correspondem a menores escores de passividade no teste de nado
forcado, um dos métodos mais empregados na avaliacado dos estilos de enfrentamento
(Koolhaas et al, 2010), e que este trago permanecia estavel ao longo das
experimentagdes, assim como descritos os estilos de enfrentamento. Neste trabalho
observamos uma mudanga comportamental que indicaria a mudanga na adogao de

estratégias de enfrentamento pelos animais deficientes de tiamina.

Esta estabelecido que o estresse fisico (condicionamento ao contexto) se
correlaciona inversamente as distancias percorridas durante a exploragdo de campo
aberto (Pijlman et al, 2003). Um episddio de restrigdo (contengédo do animal em tubo),
por duas horas, foi capaz de alterar a resposta de ratos no labirinto em cruz elevado,

a medida em que animais condicionados ao contexto realizaram menor exploragao do
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brago aberto no labirinto em cruz e também percorreram menores distancias no
labirinto em cruz elevado do que animais ndo-condicionados ao contexto (Belda et al,
2008). Os episddios de restricdo de movimento empregados no presente trabalho
foram muito curtos e n&o restringiam totalmente o movimento dos animais. Ao
contrario, permitiamos que o animal fugisse da captura, mas ao mesmo tempo
deixavamos ambiguo ao animal se seria capturado ou ndo. Os animais do grupo
deficiente apresentaram, em relagdo a primeira Manipulagdo Controlada (logo, ao
primeiro episodio de restricdo do movimento), menores escores de luta do que a
mesma comparacgao levada a efeito em animais do grupo controle. Estudos (para uma
revisao, ver Brandao et al, 2003) apontam diferentes substratos neurais em resposta
a proximidade do perigo ao organismo. Estimulos ameagadores evocariam respostas
de fuga e evitagéo, enquanto estimulos muito préximos e intensos evocariam o padrao
antagonico luta-congelamento, em concordancia com os perfis de enfrentamento ativo
e passivo. A mudanga comportamental observada em animais do grupo deficiente, em
resposta a restricdo de tiamina aproxima-os do padrao de enfrentamento passivo, uma
vez que expressaram menor resisténcia a captura e maior imobilidade, tanto na

Manipulagcéo Controlada, quanto na exploragao de campo aberto.

Em particular, a resposta observada durante a Segunda Manipulagéo
Controlada representa também uma medida de memaria aversiva, uma vez que 0s
animais ja haviam sido expostos ao paradigma experimental anteriormente a
deficiéncia de tiamina. Os animais do grupo controle ndo apresentaram mudanca
consideravel na expressdao comportamental, o que pode indicar habituacdo e
evocacgao de comportamentos que —supostamente- foram eficazes durante a primeira
Manipulacdo Controlada, visto que, do ponto de vista psicobioldgico, as estratégias
adotadas evitaram dano fisico do animal. Mesmo nao tendo sido considerado no
paradigma a possibilidade de se machucar o animal, pode-se supor que 0s animais
consideraram o evento aversivo e potencialmente perigoso. Assim, tendo atravessado
a Manipulacao Controlada sem terem sido machucados pode ter reforgado a repeticao
destes comportamentos numa reexposicdo ao mesmo ambiente e condi¢cdes de
Manipulagéo (MC), o que foi observado para o grupo controle, mas nao para animais
marginalmente deficientes de tiamina. Este fendbmeno pode ser atribuido a disfuncdes

de memodria nos ratos deficientes de tiamina, o que esta em acordo com a literatura,
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assim como a dificuldades na tomada de decisdo perante um estimulo aversivo

conhecido.

Animais expressando perfil passivo de enfrentamento apresentam pior
funcionamento do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal do que animais expressando perfil
ativo (Boersma et al, 2010). Além disso, ja esta bem estabelecido que animais
expressando perfis passivos de enfrentamento também apresentam pior regulagéo no
sistema serotonérgico do que os pares ativos (Koolhaas et al, 2007). Animais
deficientes em tiamina apresentam déficit na regulagao do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal quando comparados aos pares controles (Dreyfus & Victor, 1961) e alteragdes
em parametros regulatérios do sistema serotonérgico (Nakagawasai et al, 2007), o
que indicaria uma tendéncia destes animais expressarem perfil passivo de
enfrentamento. Os dados obtidos nesta pesquisa apontam a adogdo de
comportamentos caracteristicos de animais expressando perfil de enfrentamento
passivo, assim como alteracdbes em parametros serotonérgicos, permitindo-nos

afirmar que tais animais alteraram as estratégias de enfrentamento preferenciais.

Observamos atividade serotonérgica aumentada na substancia cinzenta
periaquedutal e reduzida no cértex pré-frontal (Tabelas 13 e 14). Em animais do grupo
controle, a atividade serotonérgica no cortex pré-frontal associou-se positivamente a
resisténcia a captura, sem correlagdo para o grupo deficiente. A atividade
serotonérgica na substancia cinzenta periaquedutal ndo se associou a nenhum
comportamento observado. Se as alteragdes nesse circuito serotonérgico na PAG tém
algum papel nos comportamentos alterados, pode ser apenas em relagdo a um
subcomponente que compde a expressdo mais complexa desses comportamentos,
que é em geral sdo regulados de forma multimodal (Brandao et al, 2003). A atividade
serotonérgica no talamo correlacionou-se positivamente a exploragdo vertical,
negativamente a imobilidade e positivamente a ambulagéo, para animais do grupo
deficiente, sem correlagdo para os do grupo controle. A atividade serotonérgica no
hipocampo correlacionou-se positivamente a resisténcia a captura e negativamente
ao congelamento ao ser tocado (PARALISADO), para animais controle, sem
correlagdo para animais do grupo deficiente. Estes dados estao descritos na Tabela
16.
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Ja foram observadas lesdes ao nivel do cértex pré-frontal medial e nucleo
subtalamico em ratos deficientes de tiamina (Klein et al, 2010), o que talvez explique
a reduzida atividade serotonérigica nesta regido. O cortex pré-frontal, entre outras
funcdes, € fundamental na tomada de decisdo e escolha de estratégia
comportamental adequada, no caso, a resisténcia a captura, nos ratos normais. Esta
correlacdo nao foi observada em animais deficientes, além de reducado na atividade
serotonérgica ao nivel do cortex pré-frontal, o que talvez justifique as dificuldades em
tomar atitudes defensivas perante um estimulo aversivo (captura/exploragéo).
Encontramos diferencas significativas na correlacédo entre 5-HT e seu principal
metabdlito, 5-HIAA, no hipocampo (HIP) de ratos deficientes. O hipocampo é
importante na formacdo, consolidagdo e recuperagdo de memoérias aversivas
(Guimarédes et al, 1993). Estas diferengas podem indicar o estabelecimento de
alteragdes no funcionamento do hipocampo, o que na progressao da deficiéncia
ocasiona danos a outras modalidades de memaria, como a espacial (Vigil et al, 2010).
Ja foram encontradas, no hipocampo de ratos deficientes, por pesquisadores de
nosso grupo, alteragdes consideraveis na expressdao de proteinas hipocampais
importantes a neurotransmissao (Pires et al, 2005), como a sinapsina | (Resende,
Ribeiro, Werner, & Savage, 2012).

Juntas, estas evidéncias parecem apontar para o estabelecimento de
processos que culminam em danos permanentes na aquisi¢do e recuperagcao de
memoarias, que caracterizam a fase tardia da deficiéncia de tiamina e estao presentes
nos quadros clinicos de deficiéncia de tiamina, como a Encefalopatia de Wernicke,
por exemplo (Vetreno et al, 2012). Em um estudo eletrofisiolégico, foram observadas
alteragdes na rede neural em resposta a deficiéncia de tiamina (Crespi & Jouvet,
1982). Mais do que isso, no presente estudo observamos que a atividade
serotonérgica hipocampal correlacionou-se, em ratos normais, as respostas perante
um perigo proximal (captura), sem correlacao para animais deficientes. Além disso,
foi observada perda de correlacdo entre a atividade serotonérgica na substancia
cinzenta periaquedutal e o hipocampo, em ratos deficientes; assim como entre a
substancia cinzenta periaquedutal e o talamo, para este mesmo grupo. Juntas, estas
evidéncias podem indicar dificuldades, em animais deficientes, em integrarem o
cenario aversivo da manipulacdo, elaborarem e implementarem estratégias de

enfrentamento comparaveis as do grupo controle.
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Ao nivel molecular, ha estudos (Nakagawasai et al, 2007) indicando alteragdes
consideraveis na atividade da enzima triptofano hidroxilase em ratos deficientes. Esta
enzima realiza a conversao de tripftofano em serotonina e alteracdo na sua atividade
sinaliza alteracbes na sintese de 5-HT. Uma vez que as concentracdes de 5-HT de
ratos deficientes e controles n&o diferiram, em média, excluimos a possibilidade de as
alteragbes comportamentais observadas serem decorrentes de alteragdes de sintese
de serotonina, mesmo observadas as condicdes de desnutricdo que caracterizam a
deficiéncia de tiamina. No entanto, a taxa de renovagao desse neurotransmissor foi
alterada de forma significativa pela deficiéncia de tiamina, tanto na PAG como no CPF.
Além disto, encontramos aumento significativo na concentracdo de 5-HIAA na
substancia cinzenta periaquedutal, o que ja foi associado a alteragdes nos
mecanismos de efluxo cerebral de 5-HIAA (Haas, 1988). A substéncia cinzenta
periaquedutal é importante na modulacdo de respostas a estimulos aversivos
(Brandao et al, 2003) e alteragdes nesta regido poderiam indicar diferengcas no
processamento de respostas a estimulos emocionais aversivos, como os da restricao
de movimento, ou mais nitidamente, iniciativa em explorar um ambiente
potencialmente aversivo, conforme observado neste trabalho. Tomados juntos, estes
dados podem indicar uma tendéncia a reorganizacao da rede neural em resposta tanto
a deficiéncia quanto aos estimulos aversivos empregados. Uma vez que os animais
do grupo controle também foram submetidos @ mesma estimulagdo, podemos
associar estes efeitos de reorganizagao neural principalmente a deficiéncia de tiamina,

através de processos que extrapolam os dados aqui apresentados.

Além de alteragdes na atividade da enzima triptofano hidroxilase, ao
nivel molecular, ja foi demonstrado que na deficiéncia de tiamina pré-sintomatica
(deficiéncia parcial) ha alteragbes em enzimas importantes, como Na+ e K+ ATPases
(Mousseau, Rao & Butterworth, 1996; Zarros et al, 2013). Também esta estabelecido
que ha alteragdes consideraveis no estado oxidativo das células de ratos deficientes
em tiamina (Depeint et al, 2007; Hazell & Butterworth, 2009). Estas altera¢des tém
sido associadas aos processos de morte neuronal na deficiéncia de tiamina e tém sido
apontadas mesmo em modalidades de deficiéncia onde ndo é observada perda de
peso dos animais. A partir dos dados aqui expostos, ndo somos capazes de
corroborar ou refutar tais descobertas, contudo, ndo podemos descartar a

possibilidade de alteragdes no estado oxidativo dos neurdnios (ou células da glia)
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terem levado as disparidades observadas em relagao as correlagdes entre 5-HT e 5-
HIAA no hipocampo; e concentragao de 5-HIAA na substancia cinzenta periaquedutal.
Finalmente, a deficiéncia de tiamina ocasiona alteragdes nas concentracdes cerebrais
de lactato (Navarro et al, 2005). Estas alteracbes podem corresponder a alteragdes

na comunicagao neuronal em virtude da produgao excessiva de lactato (Barros, 2013).

Interpolamos fungdes matematicas descritivas da variagao de peso dos animais
dos grupos C e DT (se¢des 5.8 e 6.6). Assumimos que 0s organismos inicialmente
crescem e em determinado periodo do desenvolvimento param de crescer; e
posteriormente diminuem em volume corporal, equivalendo a uma redugdo em massa
corporal, muitas das vezes. Matematicamente isto € equivalente a supor uma funcao
descrita por um coeficiente de crescimento linear, rapido e um de decrescimento, mais
suave. Os parametros descritivos das curvas podem ser extrapolados a influéncia de
parametros metabdlicos, como por exemplo, consumo de racdo. A ragcdo possui
nutrientes e compostos que levam, numa condicado metabdlica normal, ao crescimento
dos ratos. Ainda que apenas um ou dois coeficientes de regressao nao sejam capazes
de representarem fidedignamente parametros metabdlicos importantes, eles
representam, em termos da variavel peso, fatores descritivos da sua variagao.
Observamos uma interessante mudanca de funcao descritiva do peso corporal dos
ratos durante a deficiéncia de tiamina. Para a situacado “normal” (grupo C), a idéia de
um parametro de crescimento linear interceptado por um de decrescimento quadratico
ajustou-se de forma muito satisfatéria (R>=0,9884); porém, nao se ajustou aos ratos
durante a restricdo de tiamina, sendo o ajuste excessivamente precario, indicando
claramente que este modelo ndo descreve aqueles dados. Utilizamos um outro ajuste,
na tentativa de descrevermos o fendmeno de perda de peso corporal observado em
animais deficientes e encontramos como solugdo uma diferenca de formas
exponenciais (funcdo 4). Ainda que este resultado ndo possa ser explicado
conclusivamente por ndo termos realizado dosagem de nenhum parametro metabdlico
a nao ser o peso e consumo de agua e ragao ao longo do periodo de deficiéncia, é
nitido o ajuste dos dados a esta forma e mais importante, que o modelo utilizado para

0s animais do grupo C nao se adapta aos animais do grupo DT.

Os ratos empregados neste trabalho eram jovens adultos e portanto, estariam
sob maior influéncia do fator de crescimento do que de decrescimento, o que é

facilmente observado graficamente. Uma vez que o consumo de racdo foi
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comprometido ao longo da restrigado de tiamina, esperar-se-ia que o0 peso dos animais
do grupo DT comportasse-se como os do grupo C, porém com maior ou menor
velocidade (inclinag&o). Isto é plausivel considerando que em situagéo de redugéo da
alimentagao, como em dietas para perda de peso, é tanto observada aceleracéo do
metabolismo, quanto reducéo, dependendo do organismo e extensao da dieta. Porém,
o resultado encontrado excede o padrao observado nos ratos do grupo C, indicando
que talvez tenham ocorrido mudangas metabdlicas mais extensas do que a mera
aceleragédo ou desaceleragdo do metabolismo, mantendo suas caracteristicas (vias
metabdlicas) intactas. Esta ideia encontra respaldo na literatura, uma vez que ja foram
observadas alteracbes no estado oxidativo das células durante a deficiéncia de
tiamina (Depeint et al, 2007). Estas alteragbes, mais do que aumentar ou reduzir a
taxa metabdlica, poderiam estar deslocando as vias metabdlicas principais e como
resultado desta alteracéo observariamos as alteragdes no peso corporal indicadas
neste trabalho. A presenca de espécies reativas de oxigénio ndo ocorre apenas em
animais deficientes de tiamina, a medida que € um processo normal no metabolismo

dos roedores e demais animais.

Novamente, ndo podemos associar o estresse oxidativo diretamente ao fator
de decrescimento no peso corporal observado na se¢ao 6.6, ainda que a medida em
que o organismo envelhece, perde gradualmente a capacidade de regulacdo do
estresse oxidativo, entre outros fatores que culminam na morte do organismo. Os
dados aqui apresentados assemelham-se, em parte, a dados obtidos utilizando-se um
modelo de envelhecimento, para a mesma linhagem de ratos, onde sdo observados
déficits de memodria e resposta emocional que lembram os resultados aqui obtidos.
Nao realizamos dosagens de espécies implicadas no estresse oxidativo, mas
podemos extrapolar os dados sugerindo que em decorréncia deste, ou em resposta a

este, ocorreu um rearranjo metabolico de modo a manter o organismo vivo.

Conforme mencionado anteriormente, juntas, estas evidéncias apontam para
uma reorganizagao da rede neural em resposta a deficiéncia de tiamina. Importante
destacar que esse reajuste tem inicio nas fases iniciais do processo, antes da
evolugao dos sintomas chegarem as disfungdes neurolégicas mais graves. Os testes
comportamentais empregados nao podem ser considerados independentemente do
contexto de deficiéncia de tiamina, uma vez que ja foi demonstrado que ratos

marginalmente deficientes em tiamina desenvolvem aversao a ragao deficiente
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(Monda et al, 2003). Podemos levantar a hipétese da exposicdo a uma dieta aversiva
levar tanto a alteragdes metabdlicas quanto comportamentais, como alteragdes nas
relagdes sociais dentro das gaiolas, a emergéncia de comportamentos supersticiosos
e, mais provavelmente, a exposicdo cronica a um paradigma de desamparo
aprendido, visto que, supondo que a alimentagdo por racao deficiente produza
sensagOes aversivas; e sendo a unica alimentagao disponivel, acabaria levando os
animais deficientes ao quadro de desamparo aprendido. Ha evidéncias (Thornalley et
al, 2007; Karachilias et al, 2010) mostrando associagao entre alteragées na produgéo
de insulina a deficiéncia de tiamina e também que ratos deficientes em tiamina
exibiram menores preferéncias por agucar (Kikusui et al, 2003). Amido é o ingrediente
mais abundante na racdo manipulada e pode-se hipotetizar que num contexto de
disfungdo metabdlica e particularmente disfungdo no metabolismo de glicose, como
na deficiéncia de tiamina, o consumo de amido adquira um valor aversivo. Por outro
lado, esta hipotese nao explica o aumento no consumo de ragao comercial observado
apods a recuperacao da deficiéncia. Do mesmo modo, ha evidéncias de alteragcdo em
diversos sistemas de neurotransmissao na deficiéncia de tiamina (Butterworth, 1986),
0 que pode explicar as alteragbes nos parametros serotonérgicos como
consequéncias da alteragao na rede neural e ndo apenas enquanto efeitos per se da
deficiéncia de tiamina. Assim, podemos considerar que os efeitos observados sao
multifatoriais, no sentido de medirem mais um conjunto de influéncias coincidentes ou
consequentes a restricido de tiamina e ndo exclusivamente a deficiéncia e que,
portanto, ha alteracdes na rede neural em resposta a deficiéncia de tiamina ja na fase

inicial do processo
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CAPITULO 9 — Conclusées

Diante do exposto, concluimos que:

i)A tiamina tem papel importante na manutencdo de parametros

fisiolégicos (peso corporal, consumo de agua e ragao).

i) A tiamina tem papel importante na neurotransmissao
serotonérgica, particularmente no processamento de estimulos

aversivos e resposta emocional.

iii) A deficiéncia moderada de tiamina leva a adocido de

estratégias de enfrentamento passivo.

iv) A tiamina é importante na organizagao da rede neural e parece
ter um papel na sua reorganizacdo apos a resposta a estimulagéo

aversiva.
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ANEXOS

Perda de peso ao longo do experimento.
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Realizamos teste-t para igualdade de médias e de Levene para igualdade de

variancias para todas as medidas de peso corporal, consumo de agua e ragao

utilizados neste trabalho. Os resultados estdo expressos abaixo, sendo “F” o valor da

estatistica de Fischer, “T” o valor da estatistica t e “Sig” o valor de p para o teste-t.

Medida Evento F (Levene) sig (Levene) | T Sig
8/9 19 dias pré 2,666 0,113 0,398 0,693
10/9 17 dias pré 2,056 0,162 0,597 0,555
12/9 15 dias pré 2,203 0,148 0,679 0,502
14/9 13 dias pré 3,801 0,061 1,186 0,245
16/9 11 dias pré 2,330 0,137 0,704 0,487
19/9 8 dias pré 0,967 0,333 -0,094 0,926
21/9 6 dias pré 0,637 0,431 0,697 0,491
24/9 MC1 0,870 0,358 0,373 0,712
27/9 Ragao DEF 0,383 0,541 -0,145 0,886
1/10 5 dias DEF 1,477 0,234 1,309 0,201
6/10 9 dias DEF | 2,787 0,105 5,140 <0,001
10/10 14 dias DEF | 2,073 0,160 5,676 <0,001




14/10 17 dias DEF 1,561 0,221 6,942 <0,001
18/10 21 dias DEF | 1,135 0,295 8,042 <0,001
21/10 25 dias DEF | 0,093 0,763 10,148 <0,001
25/10 28 dias DEF | 0,044 0,835 11,760 <0,001
28/10 32 dias DEF | 0,078 0,782 12,905 <0,001
1/11 35 dias DEF | 0,021 0,885 13,312 <0,001
4/11 39 dias DEF | 0,623 0,436 14,145 <0,001
8/11 42 dias DEF | 2,691 0,111 15,196 <0,001
11/11 46 dias DEF | 2,606 0,117 15,962 <0,001
15/11 Ragédo CTR 0,692 0,412 17,150 <0,001
18/11 MC2 1,059 0,312 14,787 <0,001
22/11 7 dias po6s 2,186 0,150 10,737 <0,001
25/11 10 dias pods 3,949 0,056 9,296 <0,001
29/11 14 dias pés 0,338 0,565 8.800 <0,001
Consumo de agua ao longo do experimento

Medida Evento F (Levene) sig (Levene) |t Sig
8/9 19 dias pré 0,045 0,838 0,015 0,561
10/9 17 dias pré 0,565 0,481 0,650 0,540
12/9 15 dias pré 1,226 0,311 0,873 0,416
14/9 13 dias pré 0,151 0,711 -0,209 0,841
16/9 11 dias pré 0,685 0,440 -0,173 0,868
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19/9 8 dias pré 0,403 0,549 0,336 0,749
21/9 6 dias pré 10,879 0,016 1,414 0,248
24/9 MCA1 1,340 0,291 0,543 0,607
27/9 Racédo DEF 0,341 0,581 0,793 0,458
1710 5 dias DEF | 0,054 0,824 1,058 0,331
4/10 8 dias DEF | 2,574 0,160 1,987 0,094
7/10 11 dias DEF | 4,614 0,075 1,909 0,105
11/10 15 dias DEF | 0,001 0,982 1,881 0,109
14/10 18 dias DEF | 3,882 0,096 2,968 0,025
18/10 22 dias DEF | 9,026 0,024 4,635 0,004
21/10 25 dias DEF | 5,388 0,059 1,522 0,179
25/10 28 dias DEF | 1,906 0,217 2,253 0,065
28/10 32 dias DEF | 10,539 0,018 2,051 0,109
1711 35 dias DEF | 2,380 0,174 5,838 0,001
4/11 39 dias DEF | 4,468 0,079 3,058 0,022
8/11 42 dias DEF | 5,129 0,064 4,785 0,003
11/11 46 dias DEF | 0,700 0,435 -5,367 0,002
15/11 Racdo CTR 0,181 0,686 9,091 <0,001
18/11 MC2 1,974 0,210 -2,145 0,076
25/11 10 dias pos 2,110 0,197 -1,855 0,113
29/11 14 dias pos 0,586 0,473 -0,923 0,392
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Consumo de Rag¢ao ao longo do experimento

Medida Evento F (Levene) sig (Levene) |t Sig
8/9 19 dias pré 1,780 0,231 0,583 0,581
10/9 17 dias pré 5,708 0,054 0,366 0,727
12/9 15 dias pré 1,200 0,315 1,116 0,307
14/9 13 dias pré 3,109 0,128 0,814 0,447
16/9 11 dias pré 0,545 0,488 0,118 0,910
19/9 8 dias pré 0,044 0,840 0,476 0,651
21/9 6 dias pré 0,455 0,525 2,022 0,090
24/9 MC1 2,488 0,166 1,227 0,266
27/9 Ragéo DEF 0,358 0,571 -0,048 0,964
1/10 5 dias DEF | 0,564 0,481 3,445 0,014
4/10 8 dias DEF | 0,806 0,404 4,942 0,003
7/10 11 dias DEF | 3,074 0,130 3,027 0,023
11/10 15 dias DEF | 1,889 0,218 3,057 0,022
14/10 18 dias DEF | 1,459 0,273 6,666 0,001
18/10 22 dias DEF | 1,504 0,266 10,606 <0,001
21/10 25 dias DEF | 4,049 0,091 7,881 <0,001
25/10 28 dias DEF | 0,413 0,544 7,746 <0,001
28/10 32 dias DEF | 3,387 0,115 7,355 <0,001
1/11 35 dias DEF | 0,164 0,699 6,388 <0,001
4/11 39 dias DEF | 2,687 0,152 14,472 <0,001
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8/11 42 dias DEF | 0,011 0,919 11,023 <0,001
11/11 46 dias DEF | 0,450 0,527 -10,567 <0,001
15/11 Ragéo CTR 2,979 0,135 8,584 <0,001
18/11 MC2 4,125 0,089 -1,729 0,135
25/11 10 dias pods 4,332 0,083 -4,067 0,007
29/11 14 dias pos 0,080 0,787 -2,376 0,055
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