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RESUMO 
 

A deficiência em tiamina resulta em disfunções bioquímicas que podem culminar 

com a morte de neurônios, caracterizando um processo de neurodegeneração, como por 

exemplo, acontece na Síndrome de Wernicke - Korsakoff. A tiamina, ou vitamina B1, após 

ser captada pelos tecidos, pode ser fosforilada dando origem às diferentes formas, entre 

elas, a tiamina pirofosfato (TPP), que atua como cofator de enzimas chaves no 

metabolismo energético celular. A deficiência em tiamina leva a perdas celulares em várias 

regiões do encéfalo, sendo o tálamo e corpos mamilares as regiões mais afetadas. Tanto em 

modelos experimentais como em seres humanos, episódios de deficiência em tiamina 

causam, entre outros efeitos, hipoatividade motora e prejuízos cognitivos. Vários aspectos 

comportamentais e neurobiológicos têm sido estudados em condições de deficiência em 

tiamina. Entretanto, a participação de proteínas específicas nos mecanismos moleculares 

responsáveis por lesões cerebrais e que podem, como consequência, gerar alterações 

cognitivas, continua obscura. O presente estudo teve como objetivos: (i) identificar e 

caracterizar proteínas que têm suas expressões alteradas no tálamo de ratos com deficiência 

grave de tiamina (ii) avaliar as relações entre as alterações proteicas e o desempenho de 

ratos em tarefa de aprendizagem espacial. Para isso, foi utilizado o modelo experimental de 

deficiência em tiamina na dieta associada à piritiamina (PTD – Deficiência em tiamina 

induzida por piritiamina) em ratos. A piritiamina é um inibidor da cinase que produz TPP a 

partir de tiamina). O desempenho dos animais em tarefas de navegação espacial foi 

avaliado em Labirinto Aquático de Morris (LAM). O perfil proteômico do tálamo foi 

analisado qualitativamente e quantitativamente, após separação das proteínas por 

eletroforese bidimensional. Esta detectou 320 spots e um significativo aumento ou 

diminuição de sete proteínas. Quatro destas proteínas estavam correlacionadas ao 

desempenho do rato no LAM. Uma das quatro proteínas que sofreram alterações 

significativas, relacionadas com o desempenho cognitivo, foi identificada por 

espectrometria de massa e seu respectivo RNAm quantificado por PCR (Reação em cadeia 

da polimerase/Polymerase Chain Reaction) em tempo real. Além disto, foi incluso na 

análise ensaios imunoquímicos, usando a técnica de Western Blot. Em estudo prévio em 

nosso laboratório, foi encontrada correlação negativa (r= -0,83, p=0,009) entre o volume 

relativo de uma das proteínas talâmicas e a latência na terceira sessão do treino no LAM. 

No presente estudo, mostramos que esta proteína corresponde ao Canal Aniônico 

Voltagem Dependente (VDAC= Voltage Dependent Anion Channel). A proteína VDAC 
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também é conhecida como porina mitocondrial, um grande canal permeável a ânions, a 

cátions, a ATP, e a outros metabólitos. VDAC possui várias isoformas, sendo as mais 

estudadas, a VDAC1, a VDAC2 e a VDAC3. A avaliação por PCR em tempo real não 

detectou efeito da deficiência em tiamina sobre os níveis de RNAm dos genes Vdac1, 

Vdac2 e Vdac3, indicando que a diminuição da expressão de VDAC pode estar relacionada 

a processos pós-transcricionais. Os dados sugerem que o processo de neurodegeneração 

induzido por deficiência em tiamina envolve diminuição nos níveis proteicos de VDAC no 

tálamo, os quais se relacionam com o comportamento do animal, na sessão que o mesmo 

apresenta pior desempenho na tarefa cognitiva no LAM. Esses dados indicam que esta 

proteína pode fazer parte, como componente molecular importante, no mecanismo 

neurobiológico associado à etapa inicial do processo de aprendizagem espacial.  
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ABSTRACT 

 

Thiamine deficiency (TD) results in biochemical dysfunction that can culminate with 

the death of neurons, characterizing the process of neurodegeneration, such as occur in 

Wernicke-Korsakoff's syndrome. Thiamine or vitamin B1, after being captured by the 

tissues, can be phosphorylated giving rise to different forms including, thiamine 

pyrophosphate (TPP) which acts as a cofactor of key enzymes in cellular energy 

metabolism. TD leads to cell loss in various regions of the brain, being the thalamus and 

mammillary bodies the most affected areas. In both experimental models and in humans, 

episodes of TD causing, among other effects, motor hypoactivity and cognitive 

impairments. Various behavioral and neurobiological aspects have been studied in 

conditions of TD. However, the involvement of specific proteins in the molecular 

mechanisms responsible for brain damage and which may, as a consequence, generate 

cognitive alterations remains unclear. The present study aims to: (i) identify and 

characterize proteins that have altered their expression in the thalamus of rats with severe 

TD (ii) evaluate the relationship between proteic changes and performance of rats in 

spatial learning task. The experimental model of TD in diet associated with pyrithiamine 

(PTD, kinase inhibitor that produces TPP from thiamine) in rats was used. The animals' 

performance on tasks of spatial navigation was assessed in the Morris Water Maze 

(MWM). The proteomic profile of the thalamus was analyzed qualitatively and 

quantitatively by two-dimensional electrophoresis. This detected 320 spots and a 

significant increase or decrease in seven proteins. Four proteins were correlated to rat 

behavioral performance in the Morris Water Maze. 

One of the proteins that have undergone significant changes was identified by mass 

spectrometry and their respective mRNAs were quantified by real time PCR. Furthermore, 

the analysis includes immunochemical assays, using the Western Blot. In a previous study 

in our laboratory, negative correlation (r = -0.83, p = 0.009) was found between the 

relative volume of one thalamic protein and latency in the third training session. In the 

present study, the data confirmed that this protein corresponds to the Voltage Dependent 

Anion Channel (VDAC). VDAC is also known as mitochondrial porin, 

a channel permeable to anions, cations, ATP, and other metabolites. VDAC has several 

isoforms, being the most studied VDAC1, VDAC2 and VDAC3. The evaluation by real-time 

PCR showed no effects of TD on the levels of mRNAs of genes Vdac1, Vdac2 and Vdac3, 

indicating that the decrease in VDAC expression may be due to post-transcriptional 
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processes. The data suggest that the process of neurodegeneration induced by TD involves 

serious decrease in VDAC proteic levels in the thalamus, indicating that this protein might 

play an important role in the initial stage of the spatial learning process.  
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INTRODUÇÃO 
 

CONSIDERAÇÕES INICIAIS – ANTECEDENTES CIENTÍFICOS CENTRAIS  

 

A tiamina é um importante co-fator da enzima piruvato desidrogenase e alfa-

cetoglutarato desidrogenase, envolvida no metabolismo de carboidratos e da transcetolase, 

uma enzima importante da via das pentoses (Bettendorff e Wins, 2013). Considera-se que a 

deficiência em tiamina leva à diminuição do metabolismo oxidativo, o que, eventualmente, 

provoca a morte neuronal, uma vez que o cérebro depende fortemente deste para a síntese 

de ATP (Victor et al., 1971). Entretanto, a razão pela qual algumas regiões do encéfalo 

serem mais sensíveis à deficiência em tiamina, comparadas com outras regiões cerebrais, 

permanece pouco esclarecida (Hazell et al., 2013). Em seres humanos, a deficiência em 

tiamina pode resultar em doenças nas quais os indivíduos apresentam sintomas de déficits 

cognitivos, como por exemplo, na Síndrome de Wernicke (Navarro et al., 2005). 

Para verificar as relações entre disfunções neurobiológicas e aspectos 

comportamentais, principalmente aqueles relacionados aos distúrbios cognitivos, nosso 

grupo de pesquisa tem estudado a deficiência em tiamina em modelos experimentais, 

utilizando roedores, através da administração de uma dieta alimentar deficiente desta 

vitamina associada ou não ao consumo de etanol, ou associada à inibidores de enzimas 

responsáveis pela produção da forma ativa da tiamina (piritiamina) (Pires et al., 2001, 

2005; Pinto et al., 2006; Carvalho et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Freitas-Silva et al., 

2010; Vigil et al., 2010; Resende et al., 2012). Esse modelo tem se mostrado bastante útil 

nos estudos de mecanismos relacionados à neurodegeneração e também em investigações 

das bases neurobiológicas de aspectos comportamentais. 

Estudos iniciais sobre a deficiência em tiamina em ratos adultos, mostraram que a 

deficiência em tiamina associada ao consumo de etanol crônico causa prejuízos nos 

aspectos cognitivos (aprendizagem e memória) e os efeitos nesses processos se 

correlacionam de forma significativa com a diminuição da liberação de acetilcolina no 

córtex cerebral. Efeitos distintos desses dois tratamentos – consumo crônico de etanol e 

deficiência em tiamina - também foram observados sobre as atividades da 

acetilcolinesterase no neocórtex e hipocampo (Pires et al., 2001, 2005). Ainda foi 

verificado que a deficiência em tiamina altera a atividade do sistema glutamatérgico no 

córtex pré-frontal (CPF) e induz um prejuízo no processo de extinção de um 
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comportamento, em animais submetidos a tarefas cognitivas espaciais (Carvalho et al., 

2006; Pires et al., 2005). Esse efeito sobre aspectos cognitivos estava relacionado com o 

nível de fosforilação de uma proteína, p86, no hipocampo (Pires et al., 2007). Em estudo 

posterior, foi confirmado que a proteína p86 é uma proteína envolvida com a liberação de 

neurotrasmissores, denominada Sinapsina I (Resende et al., 2012). 

Os achados de que a deficiência em tiamina causa disfunções nos processos de 

liberação de neurotransmissores e afeta proteínas que fazem parte do mecanismo de 

exocitose, nos motivou a estudar a relação entre a expressão de proteínas no tálamo e 

aspectos comportamentais. Para o presente estudo o tálamo foi escolhido por ser uma das 

regiões cerebrais mais afetadas pela deficiência em tiamina (Butterworth, 2003) e porque a 

identificação de alterações na expressão de proteínas nessa região pode contribuir para o 

entendimento dos mecanismos responsáveis pela neurodegeneração. O estudo foi iniciado 

pela doutora Letícia Resende, durante a fase final do seu doutorado, que teve como 

objetivos: (i) avaliar o desempenho cognitivo em tarefa de navegação espacial, (ii) 

verificar os efeitos da deficiência em tiamina grave sobre o perfil proteômico do tálamo, 

(iii) avaliar a correlação entre o desempenho do rato na tarefa de aprendizagem espacial e 

(iv) alterações dos níveis de proteínas no tálamo.  

Os fenômenos abordados na maioria dos estudos realizados no nosso laboratório são 

os processos de aprendizagem e de memória espacial. Desta forma, a medida quantitativa 

do desempenho dos animais em uma tarefa de navegação espacial tem sido rotina no 

LaNeC. Embora os animais DT demonstrem desempenho mais lento na aquisição do que 

os ratos controles, esses são capazes de aprender a tarefa, de forma que nas últimas sessões 

não existe diferença significativa no desempenho dos animais dos dois grupos. No entanto, 

um fato que nos chama atenção é que parece existir uma fase crítica do processo, nas 

primeiras sessões do treino, em que os animais de forma consistente apresentam um pior 

desempenho, na 3ª. e 4ª. sessões.  

O perfil e as alterações em proteínas do tálamo foram estudados através de técnicas 

proteômicas. Estas permitem a detecção de uma variedade de proteínas expressas 

diferencialmente em amostras obtidas a partir de vários tipos de tecidos (Verrills, 2006). 

Os dados do proteoma talâmico, obtidos previamente pelo LaNeC, revelaram 320 spots nas 

condições utilizadas, tanto para as amostras obtidas dos animais deficientes de tiamina 

(DT), como para os animais controles. Isso significa que não houve diferença entre os 

números de proteínas expressas no tálamo de animais do grupo controle e DT (Figura 1).  



Introdução – Considerações iniciais 

 20

 
Figura 1. Perfil Protêomico do tálamo de ratos Wistar. Spots circundados indicam proteínas expressas de 
forma significativamente diferente entre os grupos DT e controle (p ≤ 0.05, unilateral). Setas indicam as sete 
proteínas com expressão significativamente diferente, p<0,05, quando o teste t student é bilateral. (Resende, 
2012). 

 
Dessas 320 proteínas, sete apresentaram diferenças nos níveis de concentrações, 

quando se compara as condições controle e DT. Dentre as sete, três tiveram seus níveis 

aumentados e quatro delas apresentaram níveis diminuídos (Figura 2). 
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Figura 2. Imagem tridimensional gerada pelo programa Image MasterTM2D Platinum v. 6.0 das sete 
proteínas do tálamo, com níveis de concentrações diferentes quando se compara as condições controle 
(coluna à esquerda) e deficiente em tiamina (DT: coluna à direita). A deficiência em tiamina teve efeito 
significativo (p<0,05, bilateral), sendo que quatro proteínas os níveis foram reduzidos (spots 7868, 7858, 
7869, 8105) e três aumentados (spots 8228, 8096, 8123) em relação aos controles. (Resende, 2012). 
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Os resultados das análises das relações entre o desempenho dos animais na tarefa do 

Labirinto Aquático de Morris (LAM) e os níveis de cada uma das sete proteínas talâmicas 

alteradas indicaram que, quatro das proteínas tiveram seus níveis de expressão 

correlacionados com a latência para encontrar a plataforma na terceira sessão do LAM 

(Figura 3), a sessão em que os animais apresentaram o pior desempenho durante o 

processo de aprendizagem. Foi encontrada correlação negativa entre o volume relativo dos 

spots 7868 (r = -0,77, p = 0,02), 7869 (r = -0,86, p = 0,005) e 8105 (r = -0,83, p = 0,009) e 

latência na terceira sessão. Por outro lado, os níveis da proteína 8096 foram positivamente 

correlacionados com a latência na terceira secção (r = 0,90, p = 0,002). Nenhuma 

correlação significativa foi encontrada para as outras três proteínas (spots 7858, 8123 e 

8228). 

 
Figura 3. Gráficos de dispersão mostrando a correlação entre o volume relativo de cada proteína (spots 7868, 
7869, 8105, 8096) e a latência para encontrar a plataforma na terceira sessão do LAM. Em cada painel estão 
apresentados os valores de R e “p”. (Resende, 2012). 

 
Os dados apresentados no presente trabalho representam uma continuidade dos 

estudos prévios mencionados. Primeiramente, reproduzimos e complementamos os dados 

obtidos, referentes aos experimentos comportamentais e bioquímicos. Posteriormente, 

executamos a identificação e a caracterização de uma das quatro proteínas alteradas pela 
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deficiência emtiamina, cujos níveis talâmicos se apresentaram relacionados com o déficit 

cognitivo espacial.    

A identificação e a caracterização das proteínas alteradas nos permitem aprofundar 

no entendimento das relações funcionais destas proteínas com os resultados obtidos no 

LAM. Além disto, as informações adicionais nos permitem formular hipóteses sobre os 

mecanismos moleculares associados às lesões causadas pela deficiência em tiamina. A 

possibilidade de se compreender o papel da tiamina em processos cerebrais específicos, 

relacionados à cognição espacial, é outra contribuição que justifica a relevância do 

presente estudo. Devido à associação significativa encontrada nas análises, destaca-se 

também a possibilidade de esclarecimento sobre as bases neurobiológicas desses processos 

cognitivos. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

TIAMINA E DEFICIÊNCIA EM TIAMINA  

 

A tiamina ou vitamina B1 pode ser encontrada nas suas várias formas: Tiamina livre 

não fosforilada, Tiamina Monofosfato (TMP), Tiamina Difosfato (TDP) ou Tiamina 

Pirofosfato e Tiamina Trifosfato (TTP). Essas formam um conjunto de coenzimas que 

constituem parte do sistema de metabolismo da tiamina (Makarchikov et al., 2003). 

A tiamina é sintetizada por plantas, bactérias e outros microorganismos. Os animais 

não podem sintetizar a tiamina e, portanto, eles devem obter esta vitamina dos alimentos 

(Nosaka, 2006; Rodionov et al., 2002). O fosfato de tiamina oriundo da dieta é hidrolisado 

por fosfatases intestinais gerando a tiamina livre (Hoyumpa, 1982) que é, então, absorvida 

em grande parte no duodeno (Rindi, 1984). Após essa absorção, altas concentrações de 

tiamina são encontradas nos músculos esqueléticos e cardíaco, no fígado, no rim e no 

cérebro (Singleton e Martin, 2001).  

A Tiamina Pirofosfato (TPP) ou TDP, forma ativa da tiamina, é um cofator 

necessário em duas vias do metabolismo de carboidratos, que são a via das pentoses e o 

ciclo de Krebs (ciclo do ácido cítrico). Na via das pentoses a TDP é cofator da enzima 

Transcetolase que participa do metabolismo da glicose e auxilia a síntese de ácidos graxos, 

componentes fundamentais da mielina (Figueira e Laks, 1988; Schenker et al., 1985). Na 

ausência de TDP a atividade do Complexo Piruvato Desidrogenase é afetada, ocorrendo 

um bloqueio na entrada do piruvato na fase aeróbica da rota metabólica (ciclo de Krebs) 

gerando dois efeitos: desvio da via aeróbica para anaeróbica, onde o piruvato é 

transformado em lactato, e diminuição da produção de energia (ATP), que passa a ser 

produzida apenas pela via glicolítica anaeróbica. O resultado é uma acentuada produção de 

ácido lático no organismo e a deficiência da produção de ATP. O ciclo de Krebs é uma via 

metabólica que completa a degradação oxidativa da glicose, dos ácidos graxos e dos 

aminoácidos. Este ciclo ocorre nas mitocôndrias das células que utilizam oxigênio. A 

figura 4 mostra a participação da TDP na reação que produz acetil-CoA, a partir do 

piruvato, e no Ciclo de Krebs. Neste ciclo, existem duas principais enzimas, a Piruvato 

desidrogenase (PDH) e a Alfa-ceto-glutarato desidrogenase (α- KGDH) que requerem TDP 

como um cofator. A principal função do Ciclo do ácido cítrico é a produção de energia 

para vários processos e reações celulares (Butterworth, 2006). 
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As enzimas dependentes de tiamina, além de serem importantes para a manutenção 

do metabolismo energético da célula, também atuam de forma indireta na síntese de 

lipídeos e nucleotídeos (Berg et al., 2002). No sistema nervoso central, além da 

participação da tiamina no metabolismo de carboidratos (Bâ, 2008; Navarro et al., 2008) e 

na síntese de neurotransmissores (Anzalone et al., 2010), diversos trabalhos têm sugerido 

outros papéis para a tiamina. Essas funções são: alterações da permeabilidade do canal de 

sódio durante condução nervosa (Goldberg et al., 1975) e participação em vias de 

transdução de sinais (Czerniecki et al., 2004). A tiamina também exerce ação protetora 

contra substâncias citotóxicas como o acetaldeído (Aberle et al., 2004) e ação protetora 

contra a fluidez da membrana induzida pelo etanol, desempenhando desta forma, um papel 

importante na regulação da estabilidade da membrana (Bâ et al., 1996). Oliveira et al., 

(2007) demonstraram a participação de B1 na modulação de canais de K+ voltagem 

dependente. O aumento do conteúdo desta vitamina durante a sinaptogênese demonstra o 

envolvimento da tiamina na condução nervosa (Ramakrishna, 1999).  

 

 
Figura 4. Esquema indicando a via das pentoses e do Ciclo de Krebs. As letras A, B e C indicam as reações 
onde participam as enzimas dependentes da TPP: A. Transketolase.  B. Pyruvate dehydrogenase. C. α-Keto-
glutarate dehydrogenase. Fonte. Beltramo et al., 2008. 
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A deficiência em tiamina pode resultar de condições que restringem a alimentação 

como na presença de câncer orofacial, de inanição por escolha ou associada à sepse, de 

complicações cirúrgicas e de coma (Martin et al., 1986; Sechi et al.,2002). A absorção 

inadequada de B1 que ocorre devido ao alcoolismo, à cirurgia gástrica (Worden e Allen, 

2006) e ao câncer de cólon pode também levar a um quadro de deficiência em tiamina. 

Outras situações envolvem o período da gravidez e amamentação por causa do aumento da 

demanda de B1 e por causa da hiperêmese (WHO, 1999). Devido a importância da tiamina 

no organismo, uma redução na sua concentração tecidual pode interferir em numerosos 

mecanismos celulares desencadeando a neurodegeneração e prejudicando as funções 

cerebrais (Martin et al., 2003). Na literatura há relatos de morte celular no hipocampo, 

cerebelo, amígdala, tálamo, colículo inferior e complexo olivar superior (Irle e 

Markowitsch, 1983; Vortmeyer e Colmant, 1988), além de degeneração de axônios do 

córtex, extensa perda neuronal e gliose dentro do tálamo medial e corpo mamilar (Langlais 

e Zhang, 1997). Matsushima et al. (1997) identificaram a ocorrência de morte celular por 

apoptose no tálamo, umas das áreas cerebrais mais afetadas em ratos e seres humanos DT. 

Os mecanismos pelos quais a privação de tiamina provoca neurodegeneração são 

múltiplos. A morte neuronal pode estar relacionada ao estresse oxidativo gerado por danos 

mitocondriais (Park et al., 2000) ou por altas taxas de metabolismo oxidativo (Pannunzio et 

al., 2000). Há associação da diminuição da atividade das enzimas α-cetoglutarato 

desidrogenase, piruvato desidrogenase e transcetolase com a redução do ATP celular, com 

o acúmulo de lactato e com a acidose celular (Hakim, 1984). Outro mecanismo envolve a 

redução da atividade da α-cetoglutarato desidrogenase que gera um aumento na 

concentração do glutamato extracelular e induz a excitotoxicidade (Hazell et al., 1993; 

Hazell e Butterworth, 2009). Os processos apoptóticos desencadeados pelo íon cálcio são 

outros fatores associados à morte celular (Munujos et al., 1993; Hazell et al., 1998).  

Apesar de muitos trabalhos abordarem o mecanismo da neurodegeneração resultante 

da deficiência em tiamina, ainda é necessário esclarecer os eventos associados à 

susceptibilidade do tálamo, e demais regiões cerebrais, à morte neuronal decorrente 

restrição desta vitamina. A morte neuronal, em regiões específicas do cérebrode roedores 

DT, tem sido associada ao processo inflamatório devido à presença de microglia ativada 

(Ke e Gibson, 2004), da indução da óxido nítrico sintase endotelial, de alterações na 

barreira hemato-encefálica e do acúmulo microglial de ferro e ferritina (Calingasan et al., 

1998). A expressão alterada de ferritina está associada a um maior dano oxidativo na 

patogênese da deficiência em tiamina, pois a síntese de ferritina pode ser induzida por dano 
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oxidativo após hipóxia (Qi et al., 1995). Essa reação inflamatória no tecido nervoso gera 

lesões no hipocampo, no cerebelo, na amídala, no tálamo, no colículo inferior e no 

complexo olivar superior (Irle e Markowitsch, 1983). É provável quea vulnerabilidade 

seletiva para a deficiência em tiamina em algumas regiões cerebrais seja o resultado de 

uma interação complexa entre as propriedades neuroquímicas, celulares e metabólicas 

próprias destas regiões (Witt, 1985). 

Os sintomas gerados pelo dano cerebral na deficiência em tiamina podem ser vagos e 

inespecíficos, o que torna o diagnóstico clínico precoce da doença uma tarefa difícil. Os 

sintomas iniciais observados são dores de cabeça, fadiga, irritabilidade, desconforto 

abdominal, e em crianças, declínio na taxa de crescimento (Shikata et al., 2000). Quando a 

condição é aguda com comprometimento cerebral, ou seja, já está estabelecida a 

Encefalopatia de Wernicke (EW), há risco de vida com taxa de mortalidade estimada de 

cerca de 20 por cento (Tallaksen et al., 1993; Cook et al., 1998). Esta condição é marcada 

por lesões nos núcleos periventriculares, nos núcleos hipotalâmicos, placa tectal e tálamo. 

O envolvimento dessas regiões resulta nos sinais cardinais da EW que formam a tríade 

clínica clássica: confusão mental, oftalmoplegia e ataxia (perda da coordenação motora) 

(Victor et al., 1989).Os movimentos oculares podem consistir em nistagmo horizontal e 

vertical, fraqueza ou paralisia do músculo reto lateral e do olhar conjugado. Em casos 

avançados, pode-se encontrar oftalmoplegia completa. A confusão mental é caracterizada 

por diminuição do estado de alerta e atenção e alteração senso-perceptual e da memória 

(Schoenenberger e Heim 1994). A EW, se não tratada, leva a uma condição mais 

debilitante, a Síndrome de Wernicke Korsakoff (SWK) (Zubaran et al., 1997). A EW é 

uma manifestação cerebral aguda da deficiência grave de tiamina e a SWK é uma 

conseqüência comum do alcoolismo crônico (Hass, 1988). Esta última se apresenta como 

uma amnésia e confabulação (produtos falsos da memória) (Victor et al., 1989). O quadro 

amnésico é descrito como falha do aprendizado, ou seja, amnésia anterógrada (falha na 

retenção de informações adquiridas depois de estabelecido o quadro de SWK) e como dano 

das memórias passadas, ou seja, amnésia retrógrada (perda de informações adquiridas 

antes de estabelecido o quadro de SWK). A alteração de aprendizado incapacita o paciente 

a viver socialmente, este executa apenas atividades simples e habituais da vida diária. A 

disfunção ocorre devido a uma alteração na retenção durante o aprendizado, não se trata de 

dano no mecanismo de recuperação (Kupfermann, 1991). As disfunções cognitivas e suas 

relações com alterações morfológicas e/ou neuroquímicas causadas pela deficiência em 

tiamina têm sido amplamente estudadas pelo nosso grupo de pesquisa (Pires et al., 2005; 
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Carvalho et al., 2006) e por outros pesquisadores (Mumby et al., 1999; Nakagawasai et al., 

2007; Nakagawasai et al., 2007; Vetreno et al.,2008) utilizando-se modelos animais com 

deficiência em tiamina 

 

MODELOS ANIMAIS DE DEFICIÊNCIA EM TIAMINA 

 

Estudos experimentais dos efeitos da deficiência em tiamina são possibilitados pelo 

uso de modelos animais. Através destes modelos, é possível a aquisição de dados sobre 

alterações estruturais, desequilíbrios neuroquímicos e déficits cognitivos associados à 

doença. Ainda podem ser úteis para a compreensão do aprendizado e memória no cérebro 

intacto (Vetreno et al., 2012). Os modelos animais de deficiência em tiamina podem ser 

obtidos através de três protocolos: dieta deficiente em B1; dieta deficiente em B1 associada 

ao tratamento crônico com etanol e a dieta deficiente em B1 associada à administração 

parenteral de piritiamina, um inibidor da pirofosfocinase, enzima responsável pela 

produção da forma ativa da tiamina, a TDP (Hakim e Pappius, 1983; Langlais et al., 1996), 

quadro 1. As alterações devido a deficiência em tiamina produzem sinais que funcionam 

como evidências de que os animais atingiram um estado de deficiência grave de tiamina. 

São eles: alopecia, hipersensibilidade a estímulos, perda do tônus muscular, ataxia, perda 

do apetite, perda do reflexo de endireitamento e convulsões; podendo evoluir para a morte 

caso o processo não seja revertido rapidamente (Mosseau et al., 1996; Ciccia e Langlais, 

2000).  

O uso de modelos animais da deficiência em tiamina possibilita o estudo da 

neurodegeneração em diferentes regiões do cérebro e as alterações cognitivas associadas. 

A restrição de B1 pode ocasionar alterações no aprendizado e memória espacial (Mumby 

et al., 1999; Pires et al., 2005; Carvalho et al., 2006). Na literatura científica, as alterações 

no aprendizado e na memória resultante da deficiência em tiamina estão relacionadas às 

lesões em estruturas diencefálicas e corticais, como tálamo e hipocampo. Além disso, há 

relação entre a severidade do déficit no aprendizado e memória espacial e o grau de lesão 

(Langlais et al., 1992; Langlais e Savage 1995, Pitkin e Savage, 2004). O hipocampo 

exerce função importante na formação da memória (Squire, 1992), principalmente, quando 

é necessário combinar e relacionar informações de várias fontes visuais na realização de 

tarefas que exigem memória espacial (O’Keefe e Nadel, 1971). Lesões no hipocampo 

interferem negativamente no desempenho de tarefas que envolvem aprendizado e memória 

espacial (Eichenbaum e Cohen, 2001). Ratos DT apresentam alterações morfológicas (Irle 
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e Markowitsch, 1983) e neuroquímicas (Savage et al., 2003; Savage et al., 2007) no 

hipocampo. Estas disfunções podem contribuir para os déficits de aprendizado e memória 

espacial observados nesses animais. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introdução – Revisão bibliográfica 

 30

 
Quadro 1: Modelos de tiaminae resultados associados. 

 
 

 

MODELO EXPERIMENTAL RESULTADOS AUTORES 
 

Dieta Deficiente em Tiamina 
 

Os animais são alimentados  
com ração* DT. 
 
* produzida no próprio laboratório ou 
adquirida em  
empresas especializadas. 

 
- O tempo para o aparecimento dos sinais 
neurológicos de deficiência em tiamina varia de 
semanas a meses. 
 
- Diminuição da neurogênese no hipocampo de 
roedores após 9 dias de dieta DT. 
 
- Redução de neurônios colinérgicos no 
prosencéfalo após 14 dias de dieta DT. 
 
- Redução dos níveis de acetilcolinesterase (AChE) 
e de fibras colinérgicas no córtex e no hipocampo 
após 30 dias de dieta DT. 
 
- Déficits de memória espacial também são 
detectados após 30 dias de dieta DT. 
 

 
Nakagawasai et al. 

(2000)  

Nakagawasai et al. 

(2001) 

 

Pires et al. (2001) 

 

Pires et al. (2005)  

 

Zhao et al. (2008) 

 

 
Dieta DT + etanol 

 
 
- Permite verificar os efeitos isolados 
e combinados desses fatores na 
disfunção e/ou lesão cerebral.  
 
A literatura apresenta uma 
variedade de protocolos. 
 
- Etanol 20% + dieta DT → dieta DT 
deve ser descontinuada antes que 
os sinais neurológicos apareçam. 
 
- Etanol (uso prolongado) + dieta DT 
(3 períodos descontinuados ao 
longo do tratamento com etanol) 
 
- Dieta DT + etanol + piritiamina 
→ A piritiamina é associada para 
produzir o Modelo da SWK. 
 

 
 
- O sistema colinérgico responde de forma 
diferenciada à deficiência em tiamina e ao consumo 
crônico de etanol. 
 
-  a associação (dieta DT + álcool) induz a inibição 
da liberação de acetilcolina. 
 
- deficiência em tiamina pode causar amnésia 
anterógrada, sendo este déficit aumentado pelo uso 
de etanol. 
 
- Os sinais clínicos da deficiência em tiamina se 
desenvolvem mais rapidamente 

 
- A interação entre dieta DT e etanol não é sempre 
sinérgica.  
 
- Aprendizagem e memória de referência são 
sensíveis a interação sinérgica do etanol e dieta 
DT/memória de trabalho é mais afetada pelo etanol. 

 
 

Zimitat et al. (1990) 
 

Krile Homewood (1993) 
 

Homewood et al. (1997)  
 

Ciccia e Langlais (2000) 
 

Pires et al. (2001) 
 

Pires et al. (2005) 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

Dieta DT + piritiamina 

 
- Acelera o aparecimento dos sinais neurológicos 
(entre o 13o e 15o dias de tratamento) 
 
- Neurodegeneração ocorre principalmente no 
tálamo e corpos mamilares. 
 
- Alterações neuroquímicas presentes no 
hipocampo, substância cinzenta periaquiaquedutal, 
vérmis cerebelar e regiões periventriculares do 
tronco cerebral. 
 
- Evidências de disfunções no sistema límbico e 
regiões corticais. 
 
- Reproduz lesões cerebrais e déficits 
comportamentais encontrados na SWK. 
 
- Ratos DT apresentam déficits motores e 
cognitivos, incluindo déficits de aprendizagem e 
memória espacial. 

 

 
 
 

Witt (1985) 
 

Victor et al. (1989) 
 

 Langlais et al. (1992) 
 

Anzalone et al. (2010) 
 

Vetreno et al. (2011) 
 

Savage et al. (2012) 
 

Vetreno et al. (2012) 
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ALTERAÇÕES NEUROQUÍMICAS INDUZIDAS PELA DEFICIÊNCIA EM 

TIAMINA 

 

Alterações funcionais nos sistemas de neurotransmissão geralmente antecedem a 

morte neuronal produzida pela deficiência em tiamina (Calingasan et al., 1998; Hazell et al., 

1986; Gibson e Zhang, 2002). Os sistemas afetados são o GABAérgico (Butterworth, 1989; 

Roland e Savage, 2009), o glutamatérgico (Savage et al., 1999; Kawakami et al., 2010), o 

serotonérgico (Vigil et al., 2010), o colinérgico (Pires et al. 2001 e 2005) eo dopaminérgico 

e noradrenérgico (Nakagawasai et al., 2007). Estudos iniciais sobre a deficiência em tiamina 

em ratos adultos, realizados pelo nosso grupo, demostraram que a deficiência em tiamina 

associada ao consumo de etanol crônico causa prejuízos nos aspectos cognitivos 

(aprendizagem e memória) e os efeitos nesses processos se correlacionam de forma 

significativa com a diminuição da liberação de acetilcolina no córtex cerebral. Efeitos 

distintos desses dois tratamentos – consumo crônico de etanol e deficiência em tiamina - 

também foram observados sobre as atividades da acetilcolinesterase no neocórtex e 

hipocampo (Pires et al., 2001, 2005). Também foi observado que a deficiência em tiamina 

altera a atividade do sistema glutamatérgico no córtex pré-frontal (CPF) e induz um 

prejuízo no processo de extinção de um comportamento, em animais submetidos a tarefas 

cognitivas espaciais (Carvalho et al., 2006; Pires et al., 2005). 

Poucos estudos têm investigado as alterações proteicas ocorridas em modelo 

experimental grave de deficiência em tiamina. Apesar disso, tem se observado que 

alterações na expressão de proteínas estão presentes em alterações cognitivas causadas pela 

deficiência em tiamina, como demonstram os estudos a seguir. Alexander-Kaufman et al. 

(2007), através de técnicas proteômicas, verificaram alteração nos níveis de expressão de 

enzimas dependentes de tiamina, transcetolase e piruvato desidrogenase, no cerebelo de 

indivíduos alcoolistas. Este grupo de pesquisadores também mostrou expressão diferencial 

de proteínas, em estudo post mortem, entre indivíduos alcoolistas com complicações 

médicas (cirrose hepática) e sem complicações nas seguintes regiões: substância branca do 

córtex pré-frontal (Alexander-Kaufman et al., 2006), substância cinzenta do córtex pré-

frontal (Alexander-Kaufman et al., 2007). MacKay et al., (2011) identificaram expressão 

diferenciada da proteína 14-3-3 córtex pré-frontal post mortem de indivíduos alcoolistas e 

controle. 14-3-3 pode desenvolver um papel importante na neurodegeneração gerada pelo 

alcoolismo crônico, uma vez que desempenha funções importantes como na regulação do 

metabolismo, na transdução de sinal, no controle do ciclo celular, no tráfego de proteínas e 
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na apoptose (Dean et al., 2007; Dougherty and Morrison, 2004; Fu et al., 2000; Xiao et al., 

1995). Em estudo do hipocampo e espleno do corpo caloso, Kashem et al. (2009) não 

verificou alterações nos níveis de expressão das enzimas transcetolase e piruvato 

desidrogenase no cérebro post mortem de indivíduos com distúrbios psiquiátricos ou 

alcoolistas comparados ao controle, o que sugere que a deficiência em tiamina pode não ter 

influência no mecanismo que leva aos danos induzidos por álcool no hipocampo. Nosso 

grupo verificou déficit cognitivo relacionado com alteração no nível de fosforilação da 

proteína p86 no hipocampo (Pires et al., 2007). Também mostrou que a proteína p86 é uma 

proteína envolvida com a liberação de neurotrasmissores, denominada Sinapsina I (Resende 

et al., 2012).  

 

APRENDIZAGEM EMEMÓRIA 

 

A definição de aprendizagem e de memória não é uma tarefa fácil, uma vez que, em 

geral, estes processos não são mensurados diretamente, mas inferidos a partir de alterações 

comportamentais. Existe uma relação intrínseca entre elas, por isso não existe aprendizado 

sem memória. Um indivíduo é incapaz de adquirir uma informação, se não tiver 

capacidade de memorizar. Desta forma, a aprendizagem pode ser definida como uma 

modificação do comportamento, que resulta da experiência ou aquisição de novas 

informações acerca do meio, e a memória pode ser definida como uma fixação deste 

conhecimento por um tempo determinado (Baudry, 1998).  

Diferentes trabalhos experimentais e estudos clínicos sobre a variedade de sistemas 

de memória resultaram em propostas que se basearam distinções dicotômicas em conteúdo, 

função e tempo de duração. Baddeley e Warrington (1970) propuseram uma diferenciação 

entre memória de curto e de longo prazo. Honig (1978) fez separação entre memória de 

referência e operacional. Thomas (1984) fez distinção entre memória disposicional e 

representacional. Tulving (1972 e 1983) propôs as memórias semântica e episódica. Ainda 

foram sugeridas outras denominações como os sistemas para memória de habilidades e 

hábitos (Hirsh, 1974; Mishkin, 1982); a memória procedimental e a declarativa (Cohen e 

Squire, 1980; Cohen, 1984), o “saber como” e o “saber que” (Ryle, 1949), a memória 

recente e a remota (Schacter e Moscovitch, 1984) e a memória implícita e a explícita 

(McDougall, 1923). A memória explita é a memória declarativa e a implícita a não-

declarativa, esses termos são para abranger os outros animais (que não falam e logo não 

declaram, mas obviamente lembram).  
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Segundo Smith e Grossman, (2008) na literatura há uma concordância sobre três 

sistemas de aprendizado e memória: a memória de curto prazo, a memória de longo prazo 

implícita e a memória de longo prazo explícita. Na figura 5 apresentamos um resumo dos 

diferentes tipos de memória, considerando esta classificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Classificação dos sistemas de memória, de acordo com Gasic et al. (2006). No fluxograma 
estão indicados os tipos de memórias e as principais estruturas encefálicas relacionadas aos 
processos centrais. 

 

A memória de curta duração, também denominada memória de trabalho ou 

operacional, é definida como um sistema de manutenção e manipulação ativa de 

informações que tem uma capacidade limitada de retençãodestas e por um períodocurto de 

tempo (Jonides, 1995). De acordo com Alloway (2009), a capacidade limitada da memória 

de trabalho varia muito entre os indivíduos e está intimamente relacionada com habilidades 

de aprendizagem durante a infância e, também, com habilidades de compreensão da 

leitura. A memória de curta duração tem uma relação anatômica com o córtex pré-frontal 

(Janowsky et al., 1989), com as regiões occipital e parietal (Farah, 1988), com os giros 

supramarginal e angular (Vallar e Shallice, 1990) e com o cerebelo (Pascual-Leone et al., 

1993). 

A memória de longo prazo implícita, que equivale à memória não-declarativa, em 

humanos, envolve o armazenamento de muitas informações por longo período (Smith e 
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Grossman, 2008). A memória de longo prazo pode ser dividida em pré-ativação (tem 

associação com estruturas do neocórtex), em procedural (relacionada ao estriado), em 

aprendizado associativo (tem relação coma amídala e cerebelo) e em aprendizado não-

associativo (relacionado às vias reflexas) (Smith e Grossman, 2008).  

A memória de longo prazo envolve a codificação e armazenamento de grande 

quantidade de informação, por um longo período de tempo. Esta é dividida em explícita e 

implícita (Cohen, 1984; Squire e Zola-Morgan, 1991; Squire, 1992).  

A memória explícita, ou memória declarativa, está relacionada ao armazenamento 

de fatos e eventos como lembrança de datas, fatos históricos e números de telefone. Ela 

reúne informações que podemos evocar através de palavras, por isso o termo declarativa 

(Smith e Grossman, 2008). Sua subdividivisão é feita pelo componente semântico e pelo 

episódico. A memória semântica processa ideias e conceitos não relacionados à 

experiência pessoal. Inclui informações que são do conhecimento comum, tais como os 

nomes das cores, os sons das letras, as capitais de países e outros fatos básicos adquiridos 

ao longo da vida. A memória episódica é específica para o indivíduo. É a lembrança de 

experiências biográficas e eventos específicos a partir dos quais pode-se reconstruir os 

eventos reais que aconteceram em pontos específicos no tempo, dentro das nossas vidas 

(Eisenkraemer, 2006). A codificação dessa informação dentro do sistema está relacionada 

a estruturas do lobo temporal medial e diencéfalo (Squire e Zola-Morgan, 1991).  

A memória implícita ou não-declarativa envolve treinamento repetitivo e a 

aquisição ocorre de forma gradual ao longo de diversas experiências, estando ligada à 

situação de aquisição original (Mishkin et al., 1984). 

A classificação da memória, apresentada aqui, não abrange todos os tipos descritos 

na literatura, apesar de ser bem estabelecida. Há outras formas de memória que estão 

localizadas na interface entre outras duas classificações. A aprendizagem e memória 

espacial, objeto de estudo deste trabalho faz parte deste conjunto presente na interface de 

outras memórias. Esta pode ser subdividida em um componente de curta duração, a 

memória espacial de trabalho, e um componente de longa duração, a memória espacial de 

referência e está associada anatomicamente ao hipocampo (Morris e Frey, 1997). A 

memória espacial de trabalho envolve codificações de informações espaciais. É um sistema 

que permite a aquisição transitória de uma quantidade limitada de informação espacial, que 

a mantém disponível para o acesso imediato (Moscovitch et al., 2005). A memória espacial 

de referência, definida por Olton et al. (1979), é um sistema envolvido na obtenção de 
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informação espacial através da repetição de uma tarefa e armazenamento por longo período 

(Kessels et al., 2001). 

A confirmação de que o hipocampo desempenha um papel na cognição espacial, se 

baseia também em estudos com pacientes portadores de epilepsia, que apresentavam 

esclerose hipocampal esquerda ou direita; e de estudos com pacientes submetidos à 

lobectomia, na qual é feita a ressecção da ponta do lobo temporal, juntamente com parte do 

hipocampo, uncos, giro parahipocampal e amígdala. Indivíduos submetidos à lobectomia 

temporal direita revelam déficits na capacidade de aprendizagem, de reconhecimento 

espacial (Abrahamms et al., 1997; Nunn et al., 1999; Johnsrude et al., 1999) e de memória 

para localização de objetos (Nunn et al., 1999). Golby et al.(2002) apontam a participação 

do hipocampo no processamento de novas informações ao comparar a intensidade de 

ativação hipocampal entre estímulos novos e estímulos repetidos. Foi observado que à 

medida que o estímulo se torna familiar, a ativação do hipocampo diminui o que aponta a 

participação deste no processo de aprendizagem de informações novas. 

A utilização de animais para o estudo de memória espacial proporcionou 

descobertas como ade Tolman (1948). Ele sugeriu a existência de um mapa cognitivo que é 

uma representação do ambiente externo no cérebro, funcionando como um “GPS interno” 

do cérebro. Outra descoberta foi a de O’Keefe e Dostrovsky (1971) sobre ascélulas de 

lugar (place cells), células piramidais presentes no hipocampo, que são ativadas em 

conjunto dependendo da localização do animal. May-Britt e Edvard Moser reforçaram a 

teoria dos mapas cognitivos através da existência das células de grade (grid cells) presentes 

no córtex entorrinal de ratos que mantêm um padrão de disparo em locais específicos 

(Hafting, 2005). Estas descobertas sobre os mecanismos biológicos da memória espacial de 

roedores reforçamo papel do hipocampo e do córtex entorrinal na memória espacial. Como 

será detalhado mais adiante, o tálamo, região alvo desta pesquisa, está envolvido em 

processos de aprendizagem e memória, isso porque existem conexões entre este e o 

hipocampo (Aggleton e Brown, 1999; Van der Werf et al., 2003). 

A maioria dos testes usados para avaliar memória espacial faz uso de labirintos, nos 

quais o animal deve aprender a desempenhar um determinado comportamento, que 

depende do conhecimento espacial (Tolman, 1948; Barnes, 1979; Morris, 1981; Carvalho 

et al., 2006; Oliveira-Silva et al., 2007). Dentre eles estão o labirinto radial de 8 braços 

(Oltone Samuelson, 1976), o labirinto em T (Asth et al., 2012) e o labirinto aquático de 

Morris (Morris, 1981). 
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O labirinto aquático de Morris (LAM), descrito em 1981, vem sendo utilizado 

intensamente em estudos envolvendo avaliações dos processos de memória em roedores, 

sendo uma tarefa bastante útil, pois, avalia simultaneamente aprendizado, memória 

espacial e atividade motora. Nesta tarefa, o animal aprende a localizar uma plataforma 

submersa em uma piscina utilizando, para isso, dicas espaciais distribuídas na sala de 

treino (Clark et al., 1992) (Figura 6). A grande vantagem do labirinto aquático, em relação 

a outras técnicas de estudo de aprendizagem, é que não depende de privação alimentar nem 

de apresentação de choques elétricos. Para encontrar o reforço (a plataforma submersa) o 

animal tem que formar um mapa cognitivo, construído a partir da associação de 

coordenadas estabelecidas com base em dicas espaciais presentes nas paredes da sala.  

 

 
Figura 6. Desenho esquemático de uma sala de teste contendo o Labirinto aquático de Morris. 

 

A navegação neste labirinto pode ser guiada de diferentes maneiras. O’ Keefe e 

Nadel (1978) propuseram três diferentes estratégias utilizadas pelos animais para navegar 

no ambiente e sugeriram que mais de uma estratégia pode ser utilizada simultaneamente 

para resolver tarefas espaciais. Dentre as estratégias propostas estão: a estratégia de 

guiamento, o sistema de orientação egocêntrico e a formação de um mapa cognitivo. 
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As estratégias de guiamento envolvem a aproximação ou distanciamento de um 

estímulo particular. Os animais não precisam estabelecer relações espaciais entre os 

objetos, eles se orientam em relação a uma pista específica. Por exemplo, próximo ao local 

onde está a plataforma, há um objeto específico, como um quadro ou uma televisão, assim 

o animal pode orientar-se de acordo com esse estímulo, sem estabelecer qualquer tipo de 

relação com os demais estímulos do ambiente (O’ Keefe e Nadel, 1978). 

O sistema de orientação egocêntrico consiste no desenvolvimento pelo animal de 

rotações no eixo do próprio corpo para atingir um alvo específico. Os animais orientam-se 

a partir de informações egocêntricas e aprendem uma sequência de movimentos corporais. 

No caso do LAM, o animal aprenderia que girando para a direita, numa rotação de, por 

exemplo, 50o, depois deslocando certa distância, ele atingiria a plataforma. Uma estratégia 

para impedir que o animal navegue a partir desse sistema é colocar o animal no labirinto 

sempre em uma posição cardeal diferente e com o focinho voltado para a parede da piscina 

(O’ Keefe e Nadel, 1978). 

Na estratégia de mapeamento cognitivo, os animais aprendem relações espaciais 

existentes entre os objetos e utilizam essas relações para se localizarem em um 

determinado ambiente. Ou seja, um animal parece detectar as múltiplas relações entre os 

objetos e estímulos do ambiente, independentemente de sua própria localização, como se 

dispusesse de um mapa alocêntrico (ou geocêntrico); este é fixado usando como referência 

um ponto no ambiente externo (O’ Keefe e Nadel, 1978). 

 Existem vários protocolos aplicáveis ao LAM, sendo que o melhor protocolo 

depende dos objetivos que se deseja alcançar com o experimento. Por exemplo, a 

plataforma utilizada pode ser submersa ou visível, as pistas para o animal podem estar 

dentro ou fora da piscina, o número de treinos por dia, bem como o número de sessões 

podem variar (Morris et al., 1982). O desempenho no LAM pode ser influenciado por 

fatores como o próprio equipamento ou o protocolo utilizado, bem como pelas 

características dos animais (sexo, espécie/raça, idade, estado nutricional, exposição ao 

stress ou infecção). Lesões em diferentes regiões do encéfalo, como o hipocampo, tálamo, 

estriado, prosencéfalo basal, cerebelo e córtex cerebral alteram o desempenho nesse teste. 

Além disto, a desconexão de algumas regiões, ao invés de danos neurológicos em uma área 

específica, pode ser relevante para a aprendizagem espacial (D’Hooge e Deyn, 2001). 

A aprendizagem espacial e o desempenho no LAM em particular, parecem depender 

da ação coordenada de diferentes regiões cerebrais e sistemas neurotransmissores, 

constituindo uma rede neuronal funcionalmente integrada. Finalmente, a tarefa no LAM 
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tem sido frequentemente utilizada na validação de modelos de roedores para os transtornos 

neurocognitivos tornando-se uma das ferramentas de pesquisa mais utilizadas em diversas 

subáreas do estudo cognitivos, podendo ser considerada como um dos melhores ensaios 

para a avaliação da aprendizagem espacial e memória em roedores de laboratório 

(D’Hooge e Deyn, 2001). 

Vários estudos utilizando o LAM, realizados por nosso grupo e por outros autores, 

têm revelado alterações cognitivas em ratos DT similares às alterações encontradas em 

pacientes com a SWK. Langlais et al. (1992) mostraram que ratos DT apresentaram 

déficits na habilidade para encontrar a plataforma no LAM. Este resultado ésemelhanteao 

obtido pelo nosso grupo que observou que animais DT apresentaram um pior desempenho 

os controles na terceira e quarta sessões do treino no LAM, indicando um atraso no 

processo de aprendizagem (Pires et al., 2005; Carvalho et al. 2006; Vigil et al., 2010). Os 

déficits nos ratos DT são detectados apenas nas primeiras sessões do LAM, indicando que 

não há diferença entre os grupos DT e controle no desempenho da tarefa na última sessão 

do treino. Esse dado sugere que os animais DT apresentam uma velocidade de aprendizado 

menor, mas com os treinosque seguem eles se mostram capazes de aprender a tarefa de 

forma similar aos controles. Langlais et al. (1992), em um estudo em que avaliaram a 

presença de amnésia retrógrada em ratos DT, observaram que os animais revelaram uma 

memória normal da localização da plataforma. Entretanto, a localização da plataforma foi 

inicialmente aprendida durante um período de duas semanas antes do início do tratamento 

com piritiamina (Langlais et al. 1992).  

 

 

O PAPEL DO TÁLAMO NA APRENDIZAGEM E MEMÓRIA E AS 
CONSEQUÊNCIAS DA DEFICIENCIA DE TIAMINA 

 

Butterworth, (2003) utilizando exames por imagem de pacientes que apresentavam 

deficiência em tiamina observou que algumas estruturas encefálicas apresentam certa 

seletividade e uma maior susceptibilidade à essa deficiência. Destacando-se o tálamo, 

corpos mamilares, região periventricular e cerebelo. Portanto, a deficiência em tiamina 

induz perda de células em várias regiões cerebrais, sendo o tálamo uma das áreas mais 

afetadas. 

O tálamo é uma estrutura bilobulada que pertence ao diencéfalo e constitui o topo do 

tronco encefálico. Cada lobo localiza-se em um lado do terceiro ventrículo, os dois lobos 
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são unidos pela aderência intertalâmica, que passa através do terceiro ventrículo. Na 

superfície do tálamo, podem ser vistas lâminas brancas compostas por neurônios 

mielinizados. Morfologicamente, o tálamo é organizado por muitos pares diferentes de 

núcleos, sendo que a maioria destes se projetam para o córtex (Pinel, 2005). A figura 7 

apresenta um esquema da organização dos grupos talâmicos. 

O tálamo tem funções sensitivas e funções relacionadas à emoção, à motricidade, à 

ativação cortical (Mazzola et al., 2013; Bosch-Bouju et al., 2013; Cruikshank et al., 2012) 

eàs funções cognitivas (Vigil et al., 2010). Estruturalmente é dividido em cinco subáreas, 

seguindo a topografia determinada pela lâmina medular interna: regiões anterior, medial, 

mediana, lateral e posterior. A região anterior tem importante conexão com o sistema 

límbico, que regula o comportamento emocional (Meneses, 2006). Sua conexão com a 

substância cinzenta periaquedutal indica um papel no controle da dor (Levy et al., 2010). 

As conexões eferentes da região medial com o córtex pré-frontal fazem com que o tálamo 

desempenhe funções relacionadas às emoções, à atenção e à iniciativa. A região mediana 

relaciona-se a funções viscerais (Meneses, 2006). Os núcleos da região lateral estão ligados 

às funções de controle dos movimentos, sensibilidade somática do hemicorpo contralateral 

e gustação. O núcleo mais volumoso da região posterior é o pulvinar do tálamo com 

funções ainda pouco conhecidas, mas consideradas associativas. O metatálamo é 

constituído pelo corpo geniculado lateral relacionado à visão e pelo corpo geniculado 

medial relacionado à audição (Uylings e Van Eden, 1990). 
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Figura 7. Representação esquemática da disposição espacial dos grupos nucleares do tálamo.Fonte. Schünke et 
al., 2007. 

Estudos têm evidenciado que o tálamo está envolvido em processos de aprendizagem 

e memória, devido às suas conexões com o hipocampo. As principais eferências do 

hipocampo destinam-se às estruturas corticais e subcorticais (corpos mamilares, núcleos 

talâmicos anteriores e área septal). Já as principais aferências (axônios que chegam ao 

hipocampo) provêm de áreas de associação cortical, claustro, bulbo olfatório, córtex 

auditivo, amígdala, septo, tálamo e hipotálamo (Jarrard, 1980, Xavier, 1985). Resumindo, 

o hipocampo transfere informações, por meio do fórnix, aos corpos mamilares. Destes, as 

informações seguem pelo feixe mamilo-talâmico para o núcleo anterior do tálamo e daí 

para o giro do cíngulo, que então se projeta para o córtex. As vias de interligações entre 

essas áreas estão apresentadas em um esquema na figura 8. As lesões produzidas 

especificamente nas estruturas que integram esse circuito geram dificuldades nos processos 

de memória (Vertes et al., 2001). Van der Werf et al. (2003) demonstraram que humanos 

com lesões talâmicas apresentavam déficit na memória declarativa com relativa limitação 

de capacidades intelectuais e da memória de curta duração, quando o trato mamilo-

talâmico também é lesado. 

Embora se tenha evidências que lesões no diencéfalo, principalmente no tálamo, 

possam produzir déficits cognitivos em humanos e em modelos experimentais, os 

mecanismos envolvidos nesses déficits ainda não foram completamente elucidados. 
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Aggleton e Brown (1999), propuseram que as conexões do hipocampo para os corpos 

mamilares e para os núcleos talâmicos anteriores, através do fórnix, são fundamentais para 

a memória episódica normal. Como já mencionado sobre aprendizado e mémoria, a 

memória episódica é um tipo de memória declarativa que consiste no armazenamento de 

experiências vividas (Tulving, 1987).  

A região diencefálica de indivíduos com SWK foi estudada por Harding et al., 

(2000), para avaliar as bases neurais da amnésia nesses pacientes. A mesma percentagem 

de neurodegeneração, tanto no hipotálamo mamilar quanto no núcleo dorsomedial do 

tálamo, em pacientes amnésicos e não amnésicos foi encontrada. Entretanto, a perda 

neuronal no núcleo anterior do tálamo foi maior em indivíduos com amnésia. Os núcleos 

talâmicos anteriores, quando lesados, produzem déficits de aprendizagem espacial 

(Aggleton et al., 1995, Dumont et al., 2014a). As lesões presentes no tálamo anterior 

prejudicam o aprendizado espacial alocêntrico (Aggleton et al., 1991) e outros tipos de 

processos espaciais, incluindo a aprendizagem da direção (Frohardt et al., 2006), a 

formação de vias de integração (dificuldade em traçar e atualizar sua rota no escuro usando 

sinais interoceptivos) (Frohardt et al., 2006), e a capacidade de discriminação de distâncias 

relativas (Aggleton et al., 2009; Dumont et al., 2014b). Quando há danos em áreas que 

apresentam conexão direta com os núcleos talâmicos anteriores, sendo as mais críticas o 

córtex retro-esplenial e o hipocampo, esses danos podem afetar indiretamente funções no 

tálamo (Van Groen and Wyss, 1992a, 2003; Vann et al., 2009). Estes dados suportam 

evidências prévias da importância dos núcleos anteriores do tálamo no processamento de 

informações.  

Os núcleos da linha média do tálamo, outra região do diencéfalo que pode estar 

envolvida em processos relacionados à memória, têm conexões recíprocas com o 

hipocampo. Evidências desse possível envolvimento vieram de um estudo por Tomografia 

por Emissão de Pósitrons (PET), em pacientes com lesões nessa região, mostrando 

hipometabolismo cortical generalizado que pode ser atribuído à perda de núcleos da linha 

média (Levasseur et al., 1992). Segundo Mair (1994), déficit comportamental, semelhante 

ao encontrado em modelo animal de deficiência em tiamina, é notado em ratos com lesões 

talâmicas.  
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Figura 8. Esquema das principais vias que permitem a codificação da informação episódica e  
fundamentam os aspectos subjacentes da recordação. A espessura relativa das linhas indica a  
importância putativa das diferentes ligações. Fonte. Aggleton e Brown, (1999).  

 

Até a presente data, técnicas proteômicas - eletroforesebidimensional (2-DE) e 

espectrometria de massa (MS) - para verificar os efeitos da deficiência em tiaminana 

expressão de proteínas talâmicas não foram empregadas. A proteômica estuda os processos 

biológicos através da análise sistemática das proteínas expressas em condições fisiológicas 

ou patológicas. Esses estudos são importantes uma vez que oproteoma reflete o estado de 

funcionamento das células, em um determinado momento e condição (Tyers e Mann, 

2003).  

Embora muitos trabalhos têm como foco o estudo da relação da aprendizagem 

espacial com funções e/ou disfunções no hipocampo, a escolha do tálamo como uma região 

alvo, se justifca por ser uma região que sofre danos extensos na deficiência em tiamina. 

Sabe-se que existe uma relação entre lesões estruturais numa determinada área cerebral e 

alterações funcionais em outras (Savage, 2012). Aggleton e Brown (1999) concluíram que 

a existência de uma comunicação do hipocampo com os corpos mamilares e com os 

núcleos talâmicos anteriores, através do fórnix, é fundamental para a manutenção da 
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memória episódica normal. Além disso, a ocorrência de danos neste eixo produz déficits 

centrais em memória (Aggleton e Sahgal, 1993; Savage et al., 2011). Alterações na função 

do tálamo podem causar mudanças em áreas do córtex pré-frontal, refletindo em distúrbios 

do comportamento, isso porque há inúmeras conexões entre o córtex pré-frontal e diversos 

núcleos talâmicos (Fuster, 2002).  

 

ANÁLISE PROTEÔMICA – DADOS PROTEÔMICOS NO SNC 

 

O proteoma é a soma dos produtos traduzidos a partir das sequências genômicas, mas 

inclui também proteínas resultantes de processos pós-transcricionais e pós-traducionais, 

bem como complexos formados por essas biomoléculas (Ahrens et al., 2010). Esse grupo 

molecular é altamente complexo e dinâmico e seu perfil se altera de acordo com o estado 

fisiológico e as fases da diferenciação celular (Pandey e Mann, 2000). Algumas estimativas 

sugerem que mais de um milhão de diferentes tipos de proteínas estão presentes nas 

células, nos tecidos e nos fluidos corporais em condições e/ou momentos distintos (Jensen, 

2004). Em resposta a estímulos ou diferentes condições de cultivo, as proteínas podem 

sofrer alterações em seus padrões de expressão, modificação pós-traducional ou 

localização celular. Um mesmo genoma pode potencialmente originar um número infinito 

de proteomas e, desta maneira, a análise do proteoma vem complementar o estudo do 

genoma (Graves e Haystead, 2002). 

O termo proteômica foi criado pela primeira vez em 1995 e foi definida como a 

caracterização em grande escala da totalidade de proteínas de uma célula, tecido ou 

organismo (Anderson e Anderson, 1996). Duas definições de proteômica são encontradas 

com uma frequência maior na literatura. A clássica se restringe a definir a proteômica 

como uma análise em larga escala dos produtos dos genes, ou seja, estudo apenas das 

proteínas. A segunda definição, que é a mais utilizada, considera a proteômica como uma 

combinação de estudos de proteínas, suas modificações pós-traducionais e ainda análise do 

RNAm (Pandey eMann, 2000). Sendo assim, diferentes tipos de estudo estão associados à 

proteômica como a análise da interação proteína-proteína, os estudos de modificações pós-

traducionais das proteínas ea identificação da função elocalização da proteína. Estes 

envolvem a participação de diferentes disciplinas como a biologia molecular, bioquímica e 

bioinformática (Graves et al., 2002).  

A proteômica é a principal área da genômica funcional, formando um elo entre os 

genes e os seus produtos, as proteínas. Os progressos nesta área com a melhoria e o 
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desenvolvimento de diferentes técnicas analíticas como a eletroforese bidimensional, 

eletroforese capilar, cromatografia líquida multidimensional e a MS, tornou possível o 

estudo de processos biológicos dinâmicos com a análise sistemática das proteínas 

expressas pelo genoma (Wilkins et al., 1996). 

As características da espectrometria de massa (MS) colocaram-na numa posição de 

destaque entre os métodos analíticos: sensibilidade inigualável, limites de detecção, 

velocidade e diversidade das suas aplicações. Esta MS é utilizada em análises bioquímicas, 

proteoma e metaboloma, na descoberta de medicamentos, na identificação de vias 

metabólicas nas diversas etapas celulares, no controle da poluição, no controle de 

alimentos e produtos naturais, na ciência forense, na física, na geocronologia e análises em 

química inorgânica (Hoffmann e Stroobant, 2007).  

Apesar de que os equipamentos mais modernos para MS não depederem de uma 

análise por 2-DE que antecede a análise proteômica, a utilização de um método para 

separação prévia de uma mistura de proteínas pode ser usado em algumas condições, como 

por exemplo, quando se conhece a faixa de PM que se encontram proteínas que são 

alteradas por determinado tratamento. Nesses casos se justifica o uso de uma eletroforese 

2-DE, como parte do processo de identificar e caracterizar proteínas expressas num 

determinado sistema biológico. Portanto, a 2-DE, seguida pela digestão tríptica da proteína 

de interesse e a MS, associada à análise computacional de imagens e a um banco de dados 

dos fragmentos peptídicos, são ainda usadas na proteômica (Wildgruber et al., 2000). 

A 2-DE foi desenvolvida por O’Farrel (1975) e Klose (1975). Para o método criado, 

era necessário a preparação de géis cilíndricos de poliacrilamida. Nestes, um gradiente de 

pH era estabelecido por meio de uma pré-corrida com anfóteros específicos que 

apresentam alta capacidade tamponante, em pHs próximos aos seus pontos isoelétricos. As 

proteínas eram focalizadas isoeletricamente e depois submetidas à eletroforese com a 

utilização de dodecil-sulfato de sódio (SDS), através de um sistema convencional descrito 

por Laemmli (1970). Os géis cilíndricos, com o passar do tempo, foram substituídos por 

tiras com gradiente de pH imobilizado, permitindo uma melhor reprodutibilidade dos géis 

e uma melhor resolução.  

A técnica atual consiste na separação de proteínas em duas fases (dimensões) de 

acordo com as propriedades físico-químicas das proteínas. A primeira dimensão, a 

focalização isoelétrica (IEF), separa as proteínas de acordo com seus pontos isoelétricos 

(pI). A segunda dimensão, separa as proteínas de acordo com suas massas moleculares por 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-PAGE). Para tornar 



Introdução – Revisão bibliográfica 

 45

visíveis os pontos (spots) proteicos, os géis são corados com Azul de Coomassie, nitrato de 

prata ou outros corantes, dependendo do uso posterior desse gel. Nos géis 2-DE podem ser 

visualizados de 100 a 2.000 spots, cada spot contendo uma ou algumas proteínas. A técnica 

permite ainda a obtenção de informações sobre o pI, a massa molecular, o volume relativo 

e sobre as modificações pós-traducionais (Fey e Larsen, 2001). Após digitalização das 

imagens dos géis e com a utilização de ferramentas de informática, o material de fundo ou 

back-ground é subtraído. Em seguida, os spots ou perfis de spots detectados nos géis são 

comparados. Os dados são normalizados e analisados estatisticamente para quantificação 

de volumes ou intensidades das proteínas (Dowsey et al., 2003). 

Após análise do gel e determinação das proteínas de interesse é possível identificá-las 

através da MS. A primeira etapa desse processo é a digestão da proteína através de enzimas 

específicas. A combinação do uso de enzimas específicas com a sensibilidade, a velocidade 

e a acurácia da MS, permite a identificação da sequência completa de uma proteína. O 

padrão de digestão gerado pela ação da protease é comparado com padrões presentes no 

banco de dados. A digestão da proteína, através da tripsina, produz um grande número de 

fragmentos ricos em resíduos Arg e Lys. Esse padrão de fragmentação aumenta 

consideravelmente a probabilidade da identificação precisa da proteína alvo. O sucesso 

desta estratégia é possível devido à existência de sequências proteicas na base de dados 

(Kriwacki et al., 1997). 

O espectrômetro de massa é um instrumento analítico que é capaz de converter 

moléculas neutras em íons na forma gasosa e separá-las de acordo com sua razão 

massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. A etapas de 

processamento do espectrômetro de massa, figura 9, consiste do uso de três compontentes 

sequenciais: o ionizador, o analisador e o detector (Suckau et al., 2003).  

A utilização de um método de ionização permite que a massa molecular dos íons 

gerados seja avaliada em um analisador depois que este atravessa uma câmara de vácuo. Os 

ionizadores são do tipo ESI (Electrospray Ionization) e do tipo MALDI (Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization), o primeiro empregado para amostras em estado líquido e 

gasoso e o segundo para amostras em estado sólido (Zaluzec et al., 1995).  

O MALDI é um sistema em que o material de estudo é aplicado em uma placa 

associado a uma matriz polimérica. A matriz e o material são irradiados com laser o qual 

provoca a vaporização da amostra ocorrendo ionização de várias moléculas, que são 

aspiradas num tubo à vácuo e levadas a um detector. De acordo com as características das 

moléculas ionizadas, o tempo de chegada ao detector (Time Of Flight – Tempo de vôo) é 
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diferente (Tanaka et al., 1988). Cada molécula ionizada é quantificada gerando picos 

relativos às suas características, que são expressos na forma gráfica. Uma base de dados 

computadorizada interpreta e fornece o resultado com a identificação das proteínas contidas 

na amostra (Benagli et al., 2011).  

 
Figura 9. Etapas de processamento do espectrômetro de massa. 

 

Os tipos mais comuns de analisadores são o TOF (Time Of Flight – Tempo de vôo), o 

quadrupolo e o íontrap (armadilha de íons) e os analisadores associados (in tandem) e 

híbridos TOF/TOF, Q/TOF (May et al., 2011) e Orbitrap (Hu et al., 2005). Os analisadores 

TOF utilizam as diferenças de tempo que levam os íons gerados e acelerados para chegar a 

um detector. Os íons da fonte são acelerados por um pulso de campo elétrico. As partículas 

aceleradas passam através de um tubo de vôo à vácuo. Quando os íons alcançam o detector, 

o tempo transcorrido entre a ionização e a detecção é empregado para determinar o valor da 

razão massa/carga (m/z) (Wollnik, 1993). O princípio essencial do TOF baseia-se em que 

todos os íons são acelerados com a mesma energia. Suas velocidades são diretamente 

proporcionais às respectivas razões m/z. Os íons mais leves, de alta velocidade, chegam ao 

detector antes do que os íons mais pesados, de baixa velocidade (Suckau et al., 2003). Após 

a determinação da m/z do peptídeo intacto, através da técnica MS/MS, é possível fragmentar 

um determinado íon de forma a obter uma sequência de aminoácidos. Essa etapa representa 

uma segunda aceleração (Pappin, 1997; Mann et al.,1993). O LIFT é utilizado na segunda 

aceleração e permite a fragmentação dos peptídeos mais abundantes de três formas: 1. CID-
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LIFT (dissociação induzida por colisão/collision- induced dissociation) - o peptídeo de 

interesse, ou íon, é acelerado em uma câmara de colisão, onde se depara com uma corrente 

gasosa de um gás inerte, como o nitrogênio ou o argônio, e as colisões entre o gás e o íon 

provocam a fragmentação do mesmo; 2. LID-LIFT (laser de decomposição induzida/laser - 

induced dissociation) - utiliza o laser de decomposição induzida. Este é independente da 

colisão com um gás. A partir da utilização do método LIFT para fragmentação de íons, os 

espectros gerados apresentarão as informações relacionadas à sequência de aminoácidos que 

compõe o peptídeo em estudo (Cunha et al., 2006; Suckau et al., 2002). 3. ISD 

(Deterioração na fonte/in-source decay) - não é exatamente uma técnica in tandem, pois não 

existe a necessidade de se associar dois analisadores de massa, já que os fragmentos são 

gerados na fonte, antes de adentrarem o primeiro analisador. ISD é frequentemente utilizado 

como uma etapa adicional de fragmentação in tandem, pois é utilizado para proteínas 

intactas (Walther e Mann, 2010).  

Os detectores, sistemas de recolhimento de íons, medem a abundância relativa de 

fragmentos de cada massa. Diferentes tipos de detectores são disponíveis para 

espectrômetros de massas. O detector usado para a maioria dos experimentos de rotina é o 

multiplicador de elétrons. Outro tipo de detector é o de placas fotográficas revestidas com 

emulsão de brometo de prata, que é sensível aos íons energéticos (Suckau et al., 2003). 

O MALDI LIFT-TOF/TOF, utilizado neste estudo, é um espectrômetro de massaque 

combina ionizador MALDI e analisador TOF/TOF. Esse conjunto é capaz de gerar: 1º. o 

peptide mass fingerprint (PMF) que fornece informação relativa à massa molecular dos 

peptídeos oriundos da digestão enzimática e 2º. MS/MS fornece resultados obtidos pela 

fragmentação de peptídeos individuais previamente detectados, ou seja, fornece o 

sequenciamento da proteína adquirido a partir da fragmentação do peptídeo. Essa 

fragmentação pode ser analizada através do sequenciamento De Novo (Cantú et al., 2008). 

Ao final do processo, os resultados de massa molecular (MM) dos peptídeos, obtida a 

partir do PMF, bem como a informação da seqüência de aminoácidos dos peptídeos, 

contida nos espectros de fragmentação (MS/MS), são usados pelos softwares de busca para 

"localizar" as proteínas nos bancos de dados. Os softwares mais conhecidos e comumente 

empregados são o Sequest e o Mascot (Kumar e Mann, 2009). A identificação pode ser 

feita pelo padrão obtido das massas intactas dos fragmentos trípticos, o PMF, pela 

sequência específica de fragmentos do MS/MS (Sequênciamento De novo) ou pela 

combinação desses (Pappin, 1997; Mann et al.,1993; Henzel, 1993; Yates et al., 1993; 

James et al., 1993).  
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Um produto gênico pode se apresentar em diferentes formas como resultado de 

“splicing” alternativo e de modificações pós-traducionais (como fosforilações, 

glicosilação, acilação, etc). Estudos em eucariotos e procariotos têm demonstrado que o 

modelo “um gene, uma proteína” não é válido. Múltiplos produtos gênicos podem ser 

conseguidos de apenas um gene. Em muitos casos os níveis de RNA mensageiro (RNAm) 

transcritos não apresentam uma relação direta com a expressão proteica (Jensen, 2004). 

Gygi et al. (1999), realizaram um estudo sobre a correlação entre a abundância de proteínas 

e de RNAm em leveduras e demonstraram que os níveis de transcrição não indicam a 

extensão da expressão da proteína. Devido às modificações pós-traducionais são processos 

um RNAm transcrito não tapresenta correspondência direta com a expressão proteica. As 

modificações pós-traducionais ocorrem em todos os tipos de proteínas, como os fatores de 

transcrição nuclear para enzimas, as proteínas estruturais e os receptores. Elas afetam as 

propriedades físico-químicas das proteínas (Bahk et al., 2013). 

A Neurociências é uma área que têm utilizado as técnicas proteômicas para esclarecer 

a participação das proteínas em processos neurobiológicos e de neurodegeneração. 

Neuroproteômica é o termo utilizado para a o uso da proteômica em estudos do sistema 

nervoso (Tannu e Hemby, 2006). Esta se dedica à catalogação ou ao estudo do perfil 

qualitativo e quantitativo do neuroproteoma (O’Brien et al., 2006; Bierczynska-Krzysik et 

al., 2006). A neuroproteômica funcional aborda as propriedades funcionais de proteínas 

individuais e sua organização em subestruturas, complexos e redes (Husi et al., 2000, 

Phillips et al., 2005; Fields e Song, 1989; Giot et al., 2003; Cusick et al., 2005). A 

neuroproteômica clínica é dedicada à identificação de biomarcadores e dos mecanismos de 

doenças neurodegenerativas e psiquiátricas, ainda auxilia na descoberta de novas drogas 

(Lovestone, 2007; O’Brien et al., 2006; Bierczynska-Krzysik et al.2006). E, por fim, a 

neuroproteômica associada à informática utiliza ferramentas computacionais e bases de 

dados necessárias para a manipulação e análise dos dados do proteoma (Kumar e Mann, 

2009; Huang et al., 2009; Gentleman et al. 2004). 
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JUSTIFICATIVA 

A redução nos níveis de B1 teciduais interfere no metabolismo e pode causar 

alterações na expressão de proteínas - proteoma – em regiões do SNC, envolvidas em 

disfunções que podem desencadear processos neurodegenerativos, como, por exemplo, a 

Encefalopatia de Wernicke. Alexander-Kaufman et al., 2007 mostraram modificações nos 

níveis de proteínas no Vérmis Cerebelar, dentre estas haviam enzimas dependentes de 

tiamina. Dados anteriores, obtidos pelo nosso grupo (Laboratório de Neurociência 

Comportamental e Molecular - LaNeC - UFMG) mostraram que a deficiência em tiamina 

altera o proteoma talâmico e que algumas das alterações observadas estão relacionadas 

com o desempenho do animal em tarefas de navegação espacial. Além da importância de 

reproduzir esses dados preliminares, o presente trabalho representa uma continuidade desse 

estudo, no sentido de identificar e caracterizar uma das proteínas alteradas. Vários 

pesquisadores, incluindo o nosso grupo de pesquisa, têm investigado os efeitos deletérios 

da deficiência em tiamina sobre o sistema nervoso, e os dados obtidos mostram alterações 

neuroquímicas e cognitivas (déficits no aprendizado e na memória), sendo o tálamo uma 

das primeiras regiões a ser afetada. Entretanto, os mecanismos moleculares responsáveis 

por essas lesões/disfunções precisam ser estudados detalhadamente. 

Ao identificar alterações na expressão de proteínas do tálamo em modelo 

experimental com deficiência em B1, novas hipóteses podem ser formuladas sobre os 

mecanismos moleculares que induzem as lesões causadas pela deficiência em tiamina. 

Além disso, a análise conjunta do perfil proteômico do tálamo e do desempenho de ratos 

em tarefas que envolvam aprendizagem e memória pode contribuir para compreendero 

aparato molecular envolvido déficit cognitivo observado. Outra contribuição que justifica a 

relevância do presente estudo é a possibilidade de se compreender o papel da tiamina em 

processos cerebrais específicos, relacionados ou não à cognição espacial. Em casos de uma 

associação significativa com aspectos da aprendizagem e/ou memória, destaca-se também 

a possibilidade de esclarecimento sobre as bases neurobiológicas desses processos 

cognitivos. 
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OBJETIVOS 

GERAL 

Estudo do efeito de um episódio de deficiência grave de tiamina sobre o perfil proteômico do 

tálamo, com identificação e caracterização de proteínas talâmicas cuja expressão esteja 

associada com aspectos cognitivos espaciais. 

ESPECÍFICOS 

- Reproduzir os achados obtidos em estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, 

relacionados aos efeitos da deficiência grave de tiamina sobre o:  

- desempenho dos animais em tarefa de navegação espacial; 

- perfil proteômico do tálamo  

- Identificar e caracterizar proteína(s) que apresenta(m) expressão(ões) alterada(s) no tálamo 

de ratos com deficiência grave de tiamina. 

- Avaliar as relações entre a(s) alteração(ões) protéica(s) e o desempenho de ratos em tarefas 

de aprendizagem e memória espacial. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

MODELO EXPERIMENTAL 

Foram utilizados um total de 28 ratos machos, sendo 14 ratos no primeiro experimento e 

14 no segundo experimento, réplica do primeiro. Os dados comportamentais apresentados são 

referentes aos dois experimentos (N=28). Os dados da análise proteômica e do Western Blot 

são provenientes apenas do 2o experimento (réplica, n=14). Os animais, com 

aproximadamente três meses de idade, foram provenientes do Biotério do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. O biotério de experimentação 

localiza-se dentro do Laboratório de Neurociência Comportamental e Molecular- LaNeC. A 

luminosidade foi controlada com ciclo 12/12h - claro/escuro. Os animais foram mantidos em 

gaiolas de polipropileno (22x30x40cm³), com 3 ratos cada, dispostas sobre prateleiras em uma 

estante de aço inoxidável.  

O planejamento amostral da pesquisa, em relação ao dimensionamento numérico das 

amostras, foi realizado de acordo com o descrito por outros autores (Norman e Streiner, 2008; 

Almeida e Fontelles, 2010). Para o cálculo do tamanho amostral foi adotada a fórmula 

N=1+[2C*(s/d)2], onde o poder do teste foi de 95%, i.e., zβ= 1,645 e zα= 1,96. O cálculo 

considerou o poder do teste e o nível de significância C = (1,96 +1,645)2= 12,996. O desvio 

foi de 36% (s) e a diferença entre os grupos foi de 50% ou 0,5 (d). Desta forma, para 

N=1+[2C*(s/d)2] temos: N= 1+[2*12,996*(0,36/0,5)2] = 14,47 ou de 14 a 15 ratos/grupo. 

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: I - controle (C, n = 14): 

animais tratados com ração padrão e injeções diárias de solução salina, II - deficiente em 

tiamina (DT, n = 14): animais tratados com ração deficiente em tiamina e injeções diárias de 

piritiamina (0,25 mg/kg, Sigma®) que é um inibidor da enzima responsável pela produção da 

forma ativa de tiamina. 

As rações, com e sem tiamina, foram produzidas no próprio laboratório de acordo com 

os requerimentos descritos por Warner (1962), sendo que a composição da ração deficiente 

em tiamina difere da ração padrão apenas em relação à ausência de tiamina (Tabelas 1, 2 e 3).   

O critério para interromper o episódio de deficiência em tiamina foi a apresentação de 

sinais neurológicos desta deficiência, ou seja, perda do reflexo de endireitamento e/ou 

convulsão, o que for detectado primeiro (Mosseau et al., 1996; Ciccia e Langlais, 2000). Após 

um período de um mês, para recuperação dos sinais clínicos da deficiência, os animais dos 

dois grupos foram submetidos ao LAM onde foi avaliado o aprendizado espacial. Finalizados 

os testes, os animais foram mortos por decapitação para a avaliação dos níveis de proteínas do 
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tálamo. A figura 12 representa o resumo do delineamento experimental até o momento da 

eutanásia. Todos os procedimentos experimentais adotados neste trabalho estão em 

concordância com as normas internacionais de uso de animais em laboratório (National 

Research Council, 1985) e foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFMG). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 12. Delineamento experimental: D = Dia, D0: Primeiro dia de experimento. LAM: Labirinto Aquático de 
Morris. Esse delineamento foi executado em dois experimentos independentes (Ntotal=28), sendo n=14 (grupos C: 
n=7 e DT: n=7) para cada um deles. 
 
 

Tabela 1. Composição da ração padrão produzida no laboratório. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*A Caseína da ração restrita em tiamina foi autoclavada, seca e triturada antes do uso para garantir a ausência de 
vitamina B1 na mesma. 
** A composição da Mistura de Sais da ração produzida no laboratório está apresentada na tabela 2.  
*** A composição da Mistura de Vitaminas da ração produzida no laboratório está apresentada na tabela 3. 
 
 
 
 
 

 
Nutrientes 

 
Quantidade em g/Kg de ração 

Amido de Milho 507  
Polvilho 169  
Caseína* 200  
Óleo de Soja 50  
Mistura de Sais** 50  
Mistura de Vitaminas*** 10  
Celulose 10  
Colina-HCl 4,0  
Tocoferol (vitamina E) 0,4  
BHT (conservante) 0,1  

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Início da indução de 
deficiência em tiamina 

 
 

Interrupção da 
deficiência em tiamina 

 
Recuperação 

 
LAM 
 

Eutanásia 
 

D-0 
 

D-15 a 17 
 

D-18 a 48 
 

D-55 a 56 
 

D-49 a 54 
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      Tabela 2. Composição da mistura de sais da ração padrão produzida no laboratório. 
Sais minerais % por mistura de sais 

NaCl 13,93 
KI 0,08 
MgSO4.7H2O 5,73 
CaCO3 38,14 
MnSO4.H2O 0,40 
FeSO4.7H2O 2,70 
ZnSO4.7H2O 0,05 
CuSO4.5H2O 0,05 
CoCl2.6H2O 0,02 
KH2PO4 38,90 

 
 

      Tabela 3. Composição da mistura de vitaminas da ração padrão produzida no laboratório. 

Vitaminas % por mistura de 
vitaminas 

Acetato de Retinol 0,40 
Colecalciferol 0,06 
Menadiona 0,05 
i-Inositol 1,00 
Niacina 0,40 
Pantotenato de Cálcio 0,40 
Riboflavina 0,08 
Tiamina-HCl* 0,05 
Piridoxina-HCl 0,05 
Ácido fólico 0,02 
Biotina 0,004 
Vitamina B12 0,0003 
Sacarose 97,49 

 
 

ESTUDO COMPORTAMENTAL – AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO  

COGNITIVO DOS ANIMAIS: APRENDIZAGEM ESPACIAL 

 

Os estudos comportamentais foram realizados através de um experimento e uma réplica, 

contendo cada um deles 32 animais do primeiro experimento e 14 animais da réplica. 
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Portanto, os dados comportamentais apresentados se referem ao desempenho de 46 animais, 

sendo 23 controles e 23 deficientes de tiamina.  

Equipamento 

 A tarefa de navegação espacial foi realizada no Labirinto Aquático de Morris, que 

consiste em uma piscina circular (labirinto) de fibra de vidro, com aproximadamente 1,80m 

de diâmetro, contendo água a 25oC até o nível de 30cm, conforme previamente descrito 

(Morris, 1981) (Figura 13). A piscina é dividida virtualmente em quatro quadrantes 

denominados noroeste (NO), sudoeste (SO), nordeste (NE) e sudeste (SE). Uma plataforma de 

escape, circular (15 cm de diâmetro) e de acrílico transparente foi fixada no centro de um 

desses quadrantes que, por isto, é denominado quadrante alvo (NE), a dois centímetros abaixo 

do nível da água. Para impedir a localização visual da plataforma, a água foi turvada com a 

adição de 80 g de leite em pó. A piscina não possui nenhuma pista, marca ou sinal interno. A 

mesma se encontra alocada numa sala de 3m x 3m, com pistas estáveis visuais extra labirinto 

que servem de referência para que o animal localize a plataforma. Uma câmera de televisão 

com lente angular (lente de curto alcance, mas com amplo campo de visão) foi fixada no teto 

da sala, bem acima da piscina, para registrar o desempenho dos animais durante cada sessão 

do treino e do teste. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Foto da sala onde são realizados os testes no Labirinto Aquático de Morris. Nessa foto pode-se 
observar: a piscina=labirinto no centro da sala e algumas das pistas visuais extra labirinto (por exemplo, torneira 
e mangueira à esquerda, caixa azul à direita). O círculo e a seta preta foram desenhados sobre a foto para indicar 
a localização da plataforma submersa e um animal nadando, respectivamente. 
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Experimento: treino - Aprendizagem Espacial 

Foram realizadas cinco sessões de treinos, uma por dia em dias consecutivos, sendo que 

cada sessão foi constituída por 4 tentativas. Cada tentativa teve uma duração máxima (teto) de 

60 segundos.  Em cada tentativa, o animal foi colocado na piscina em uma posição cardeal 

diferente, sinalizada na borda (norte, sul, leste, oeste) com o focinho voltado para a parede da 

piscina. A tentativa era finalizada quando o animal encontrava a plataforma no quadrante alvo 

(NE), ou quando o tempo de 60” era atingido. Se o tempo máximo fosse atingido o animal era 

gentilmente conduzido até a plataforma pelo experimentador (Figura 14). Depois de encontrar 

ou ser guiado até a plataforma, os ratos eram deixados neste local por 15 segundos e, em 

seguida, retirados da piscina.  

 
Figura 14: Imagem mostrando um rato sobre a plataforma submersa 

                                                após encontrá-la ou ser conduzido até ela. 
 

O intervalo entre as tentativas foi de aproximadamente 12 minutos. Todas as sessões 

foram gravadas e, posteriormente, as imagens analisadas em programa de computador 

(analisador de imagens), obtendo-se, assim, a “latência” (tempo gasto, em segundos, para o 

animal encontrar a plataforma). Portanto, o desempenho cognitivo do animal foi expresso em 

latência (s). Quanto menor a latência, melhor o desempenho do animal. A figura 

15exemplifica o desempenho do animal, através do trajeto realizado, no início do treino e 

após aprender a tarefa. O trajeto, apesar de não ter sido utilizado para avaliar o desempenho, 

está indicado na figura para demonstrar o motivo da latência ir diminuindo ao longo do 

aprendizado. 
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Figura 15. Esquema mostrando o LAM e o desempenho do animal no início do treino (A) e após aprender  
a tarefa (B). A linha representa o trajeto do rato no LAM até encontrar a plataforma. 

  

DISSECAÇÃO DO CÉREBRO: OBTENÇÃO DO TÁLAMO 

Um dia após o teste comportamental, 14 animais, 7 de cada grupo, do segundo 

experimento (réplica), foram submetidos à eutanásia por decapitação, sem sedação. Os 

cérebros foram rapidamente retirados da cavidade craniana e os tálamos foram dissecados de 

acordo com as coordenadas estereotáxicas apresentadas por Paxinos e Watson (1986). As 

amostras foram então armazenadas a -80ºC para a posterior realização dos ensaios 

bioquímicos: análise proteômica, PCR em Tempo Real e Western blot, conforme detalhado 

abaixo. As amostras de tálamo dos outros 14 animais, do primeiro experimento, foram 

utilizadas em estudo prévio, em ensaios por eletroforese bidimensional, onde foram pela 

primeira vez observados os efeitos da deficiência em tiamina sobre os níveis de 16 proteínas 

talâmicas (Resende, 2012), figura 1 presente nas considerações gerais. 

ANÁLISE PROTEÔMICA 

PREPARAÇÃO DA AMOSTRA  

As amostras de tálamo provenientes dos 14 animais do experimento réplica, como 

mencionado acima, 7 controles e 7 deficientes de tiamina, foram preparadas como descrito 

por Paulson et al., (2004). Cada tálamo foi homogeneizado em clorofórmio/metanol/água 

(4/8/3, v/v/v), a suspensão foi agitada continuamente por 1 hora e centrifugada à 478,1 x rcf 

(Relative Centrifugal Force = g) (Centrífuga Sorval RC 5B – rotor Sorval SS-34) durante 10 

minutos. O sobrenadante, contendo os lipídeos, foi descartado e esse processo de 

deslipidização foi repetido por mais duas vezes. O precipitado foi seco à ± 4 °C durante a 

noite. Em seguida, o precipitado foi dissolvido em 100 µL tampão da amostra contendo:  

uréia 7 M, tiouréia 2 M, 1% C7bZO e Tris 40 mM. O objetivo desta etapa foi fazer a extração 

de proteínas. As amostras foram incubadas neste tampão por 4 horas e, após, centrifugadas à 

A B 
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2.988 x rcf durante 5 minutos e, após, o sobrenadante foi coletado. A concentração de 

proteína total de cada amostra foi determinada pelo Método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL 

O protocolo para a eletroforese bidimensional, figura 16, foi seguido conforme descrito 

anteriormente por Wildgruber et al. (2000). As amostras (600 µg de proteínas) foram 

solubilizadas em 200 µl de tampão de reidratação (uréia 7 M, tioureia 2 M, CHAPS 2%, IPG 

0,5%, azul de bromofenol 0,002%) e aplicadas às tiras com gradiente de pH imobilizado (IPG 

strips, 11 cm, pH 3-11 NL) (GE Healthcare, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) por 12 horas à 

temperatura ambiente.  

A focalização isoelétrica foi realizada na unidade IPGphor (Pharmacia Biotech, San 

Francisco, CA, E.U.A) seguindo os seguintes parâmetros: 50 V durante 8 h, 500 V durante 1 

h, 1000 V durante 1 h e 30 min, 8000 V e, finalmente, 8.000 V para um total de 35 

Milvolts/hora (MVH)  por 1 h e para finalizar 500 V pelo tempo de 24 h. Antes da segunda 

dimensão, as tiras foram submersas duas vezes, por 15 min cada, em tampão de equilíbrio 

(Tris-HCl 75 mM, pH 8.8, uréia 6M, glicerol 30%, azul de bromofenol 0,002%,  SDS 2%),  

contendo, na 1ª vez: DTT 1% (p/v) e, em seguida, na 2ª. vez: iodoacetamida 3%  (p/v).  

Na segunda dimensão, as proteínas foram separadas em gel de SDS-poliacrilamida 

12,5% no Vertical Electrophoresis System Midi (BioAmerica Equipments, Miami, Florida, 

USA) Model: BIOAVS-17G. As tiras IPG foram mergulhadas por um minuto no tampão de 

corrida e, em seguida, posicionadas horizontalmente no topo do gel e cobertas com solução de 

agarose morna (agarose 0,5%, SDS 1% e traços de azul de bromofenol) para selar. A 

eletroforese foi feita limitando-se a corrente a 120 volts até o azul de bromofenol atingir o 

limite inferior do gel. 

Após eletroforese, as proteínas foram fixadas no gel por duas horas, nas seguintes 

condições: uma hora e meia (3 X 30 minutos) em solução de etanol 30%, ácido ortofosfórico 

2%, em seguida, mais 30 minutos (3 X 10 minutos) em ácido fosfórico 2% e, finalmente, mais 

30 minutos na solução de ácido fosfórico 2%, etanol 18%, sulfato de amônio. Após a etapa de 

fixação, os géis foram corados com Coomassie Blue Coloidal 12% (G250 Sigma®) por cinco 

dias.  
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Figura 16. Esquema apresentando as etapas para separação de uma mistura de proteínas por Eletroforese 
Bidimensional. Na primeira dimensão as proteínas são separadas de acordo com seus pontos isoelétricos em gel 
em gradiente de pH. Posteriormente, essas proteínas são separadas, em uma 2ª dimensão, de acordo com suas 
massas moleculares por eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil-sulfato de sódio (SDS-
PAGE). 
 

EXCISÃO DE SPOTS DOS GÉIS BIDIMENSIONAIS, DESCOLORAÇÃO E  

DIGESTÃO PROTEICA IN GEL 

A excisão dos spots de interesse foi feita manualmente com o auxílio de uma ponteira 

de tamanhos P1000 ou P200 de acordo com o diâmetro do spot. Todos os procedimentos 

foram feitos sobre placas de vidro limpas e a ponteira foi trocada a cada excisão para evitar 

qualquer tipo de contaminação. Cada spot foi fragmentado com auxílio de uma lâmina de 

bisturi e, em seguida, transferido para um tubo Eppendorff. 

A descoloração dos géis foi feita adicionando 200 µl de bicarbonato de amônio 200 mM 

em acetonitrila 40% aos fragmentos de gel e incubando em banho-maria a 37 °C, durante 30 

minutos. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes até a descoloração completa dos 

géis. Em seguida, a solução do tubo foi descartada e o fragmento de gel foi seco em centrífuga 

à vácuo por cerca de 20 minutos. 

A digestão das proteínas foi feita em solução de tripsina previamente reconstituída com 

HCl 1 mM. Nesta, à tripsina do frasco, 20 µg da enzima liofilizada, (Sigma®- Trypsin 

proteomics grade) foi adicionado 100 µl de HCl 1mM, em seguida foi adicionado 900 µl de 

bicarbonato de amônio 40 mM em solução aquosa de acetonitrila 9%. A concentração final de 

tripsina foi de 20 µl/ml. 
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Vinte microlitros dessa solução, ou seja, 0,4% de tripsina foram adicionados a cada tubo 

contendo as amostras, de forma a cobrir os fragmentos de gel. Estes ficaram incubados por 1 

hora em gelo para que a tripsina penetrasse no gel sem que a digestão iniciasse. Após a 

completa reidratação, as amostras foram retiradas do gelo e colocadas em banho-maria a 37ºC 

onde permaneceram overnight para completa digestão das proteínas. Ao fim deste período, a 

solução de tripsina, contendo também os peptídeos, foi recolhida de cada tubo e transferidas 

para um novo tubo rotulado. 

A mistura de peptídeos foi então purificada, para retirada de contaminantes como sal, 

detergente e açúcares da amostra, utilizando uma coluna ZipTip C18 (Millipore, Billerica, 

MA, USA). A ponteira foi lavada duas vezes com 8 µl de acetonitrila 100% com o objetivo de 

ativar a coluna. Em seguida, lavada cinco vezes com 10 µl de ácido trifluoracético 0,1% para 

equilibrar a coluna. Para os peptídeos ficarem retidos na coluna, a amostra - solução de 

tripsina com os peptídeos - foi homogeneizada 15 vezes com a pipeta. Em seguida, para 

remoção dos contaminantes, retido na coluna com os peptídeos, esta foi lavada três vezes com 

ácido trifluoracético 0,1%. Os peptídeos foram eluídos da coluna em 5 µl de solução 50% 

acetonitrila e 0,1% ácido trifluoracético (5 µL TFA em 2.5 mL H2O milliQ + 2.5 mL ACN 

100%) e o eluato coletado em um novo tubo. 

 

ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DO TIPO MALDI –LIFT- 

TOF-TOF E IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS  

Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados utilizando um 

espectrômetro de massas do tipo Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization/Time-of-Flight 

Mass Spectrometry (MALDI- LIFT - TOF/TOF-MS) AutoFlex III equipado com smart 

beam (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Os espectros de massa foram adquiridos no 

modo positivo refletido e registrados pelo programa Flex Controlv. 3.0. Os peptídeos foram 

aplicados sobre a placa do espectrômetro de massas com matriz constituída de ácido alfa-

ciano-4-hidroxicinamínico (HCCA) e depois de cristalizados, como mencionado, foram 

analisados por espectrometria de massa. O MALDI LIFT-TOF/TOF inicialmente fragmenta os 

peptídeos gerando um espectro que representa o peptide mass fingerprints (PMFs) que 

fornece alta sensibilidade à impressão digital da massa do peptídeo. Posteriormente, uma 

segunda aceleração é realizada de forma a gerar o sequenciamento de um dos fragmentos do 

espectro anterior que apresentava elevado grau de rendimento e de sensibilidade (Suckau et 

al., 2003). 
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Os fragmentos dos peptídeos foram sequenciados no modo LIFT e os espectros 

resultantes foram submetidos à pesquisa no banco de dados Mascot (Matrix Science Ltd. 

London, UK), admitindo score ≥ 60 (correspondente ao p ≤ 0,05). Os seguintes parâmetros 

foram utilizados para refinar a pesquisa: enzima - tripsina, base de dados - NCBIinf, 

taxonomia - Rattus, modificações fixas - carbamidometil, modificações variáveis - oxidação. 

  

WESTERN BLOT (WB) 

O experimento de WB foi realizado como descrito por Ribeiro et al., (2010). Após a 

realização da 2-DE, as proteínas foram transferidas do gel para uma membrana de 

Polyvinylidene fluoride membrane (PVDF), por eletroblotting, através do sistema Trans Blot-

turbo/Transfer System (BioRad). A membrana e o gel foram hidratados com tampão de 

transferência (Tris-glicina 1X com metanol 20%) por 10 min e a montagem para a 

transferência foi feita da seguinte forma: papel de filtro – membrana – gel – papel de filtro. A 

transferência foi realizada nas seguintes condições: 25 V; 1,0 A; 30 min. Terminada a 

transferência, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 10% em tampão de 

lavagem (NaCl 150 mM, Tris-HCl 10mM, pH 7,0 e de Triton™ X100 0,075%) overnight e, 

em seguida, incubadas por 2 horas com anticorpo primário anti-VDAC (Catalog Number-

AB10527 Millipore) na diluição de 0,1:1000, em tampão de lavagem contendo 3% leite 

desnatado. As membranas foram então lavadas 3 vezes por 5 minutos com tampão de 

lavagem.  

Em seguida, as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundário anti-

coelho conjugado (Catalog Number-AQ132P Millipore) com peroxidase na diluição de 

0,2:1000 em tampão de lavagem contendo 3% de leite desnatado. As membranas foram 

lavadas três vezes por 10 min com tampão de lavagem. A detecção dos imunoblots foi 

realizada pelo processo de quimioluminescência. A membrana foi incubada em solução do Kit 

ECL plus, por 5 minutos, e a revelação da membrana finalizada com Image Quant LAS 400 

(GE). A densidade relativa dos spots relativos à VDAC foram analizados pelo programa 

Image J. O Image J é um programa de processamento de imagem. É um software de domínio 

público, disponível gratuitamente em http://imagej.nih.gov/ij/.  
 

ANÁLISE MOLECULAR POR PCR EM TEMPO REAL 

EXTRAÇÃO DO RNA TOTAL  
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As amostras de tálamo foram descongeladas e mantidas em gelo (4 ºC) até o início das 

extrações. Foi colocado 1,0 mL de TRizol® (Invitrogen, São Paulo, Brasil). Foram 

homogeneizados durante 90 segundos (Sonics – Vibra-Cell VCX130-Sonics & Materials, 

Newtown, USA). Após, a suspensão ficou em temperatura ambiente (20-25 ºC) por 5 minutos. 

Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio, agitado por inversão por 15 segundos 

e incubado por mais 2-3 minutos a temperatura ambiente. Depois, foi centrifugado a 17.210,7 

x rcf por 15 minutos a 4 ºC. Após a centrifugação, 0,5 mL do sobrenadante foram transferidos 

para um novo tubo e foram adicionados 0,5 mL de isopropanol 100%, misturado por inversão 

durante 15 segundos e incubado por mais 10 minutos à temperatura ambiente. A 

centrifugação foi feita a 17.210,7 x rcf por 10 minutos a 4 ºC. Em seguida, o sobrenadante foi 

desprezado cuidadosamente, ao precipitado foi adicionado 1mL de etanol 75% gelado, 

misturado por inversão e centrifugado a 6.722,9 x rcf durante 5 minutos a 4 ºC. Ao término da 

centrifugação, o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e o precipitado foi seco por 

aproximadamente 20 a 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 20 µL de água ultra pura® 

(Qiagen, São Paulo, Brasil). O RNA total foi quantificado utilizando NanoDrop ND-2000v3 

1.0® (Thermo Fisher Scientific). As amostras utilizadas apresentaram razão 260/280 nm ≥ 

1,6.  

DESENHO DOS INICIADORES  

A sequência dos exons dos genes de interesse foi retirada dos bancos de dados National 

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e comparadas com as 

depositadas no Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). Foram 

selecionados os exons adjacentes mais próximos a extremidade 3” do gene. A sequência foi 

colocada no programa Primer3 v0.4.0 (Rozen Skaletsky, 2000) disponível on-line no 

endereço http://frodo.wi.mit.edu/ restringindo o tamanho do produto (70-150 bases), tamanho 

do iniciador (mínimo 19 bases, ótimo 20 bases e máximo 21 bases), TM (Melting 

Temperature/Temperatura de dissociação) mínimo 59 °C, ótimo 60 °C e máximo 61 °C), 

%GC (Porcentagem Citosina + Guanina: mínimo 20%, ótimo 50% e máximo 80%) e os 

demais parâmetros não foram alterados. Em seguida, os pares de iniciadores (Quadro 2) foram 

avaliados através do programa NetPrimer (www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/ 

netprlaunch.html) a fim de se evitar pares com maior formação de dímeros, alças, 

palíndromos etc. Após, foi verificada a especificidade das sequências escolhidas através da 

análise por alinhamento (Primer-BLAST) disponível no endereço 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome.  
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CONFECÇÃO DO DNAc  

A partir do RNA total extraído foi utilizado 2 µg de amostra em um volume final de 20 

µL para a reação de confecção do DNA complementar (DNAc). Foi utilizado oligo(dT)20 

como iniciador (Prodimol Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil). Foi usada a enzima 

transcriptase reversa RevertAid®H Minus (Fermentas, São Paulo, SP, Brasil) conforme 

instruções do fabricante. 

Quadro 2: Dados obtidos da avaliação dos pares de iniciadores através do programa NetPrimer. 

  Cromossomo  
Gene 5’– Sequência – 3’ Rato Humano NM 
Gyclo  14 07 017101 
S 5’– CAAACACAAATGGTTCCCAGT – 3’ 
A 5’– GCTCATGCCTTCTTTCACCT – 3’ 
B-act  12 07 031144.2 
S 5’– AGATTACTGCCCTGGCTCCT – 3’ 
A 5’– ACATCTGCTGGAAGGTGGAC – 3’ 
Hprt  X X 012583.2 
S 5’– CAGGCCAGACTTTGTTGGAT – 3’ 
A 5’– TCCACTTTCGCTGATGACAC – 3’ 
Vdac1  10 05 031353.1 
S 5’– TGGCTACAAGACGGACGAAT – 3’ 
A 5’– CAGGCGAGATTGACAGCAG – 3’ 
Vdac2  15 10 031354.1 
S 5’– GGCTACAGGACTGGGGACTT – 3’ 
A 5’– CCTGATGTCCAAGCAAGGTT – 3’ 
Vdac3  16 08 031355.1 
S 5’– TTGACACAGCCAAATCCAAA – 3’ 
A 5’– CCTCCAAATTCAGTGCCATC – 3’ 

NOTA: sequência dos iniciadores para os genes Cyclo (peptidylprolyl isomerase A – cyclophilin A), Bact (beta 
actin), Hprt (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), Vdac1 (Voltage-dependent anion-selective channel 
protein 1), Vdac2 (Voltage-dependent anion selective channel protein 2), Vdac2 (Voltage-dependent anion-
selective channel protein 3). S: senso. A: antisenso. NM corresponde ao número de acesso da sequência de 
referência do RNAm. 
 

PCR EM TEMPO REAL  

Reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR): as reações a 

partir das amostras extraídas do tálamo de animais controles e deficientes foram feitas no 

7900 HT® Fast Real Timer PCR (Applied Biosystems, São Paulo, Brasil). Em todas as reações 

foi utilizado SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, São Paulo, Brasil). Foi 

adotado protocolo sem etapa de extensão (95 ºC por 10 minutos, 95 ºC por 15 segundos e 60 

ºC por 60 segundos por 40 ciclos), sendo a captação da fluorescência feita na temperatura de 

60 ºC. Foi feita uma curva de diluição em 5 concentrações (50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng e 
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3,125 ng) para cada gene analisado, sendo os reagentes para as reações pipetados em triplicata 

para a curva e em duplicata para os demais procedimentos. O coeficiente de correlação 

mínimo adotado foi de 0,90. Em todas as reações foi feito um controle negativo, i.e., sem 

amostra (NTC: No Templete Control/Controle sem fita molde) e o volume da reação mantido 

em 5 µL. As curvas de dissociação foram analisadas e não foi verificado nenhum produto 

espúrio nem dímeros de iniciador. A concentração escolhida foi de 12,5 ng de acordo com a 

melhor eficiência relativa. 

NORMALIZAÇÃO DOS DADOS DA PCR EM TEMPO REAL  

Foram utilizados 3 genes constitutivos ou de referência (B-act – ß-actina; Cyclo ou 

PpiA – peptidilprolil isomerase A; Hprt - hypoxanthine phosphoribosyltransferase) para 

normalizar os níveis de RNAm dos genes alvo. Esses genes foram escolhidos com base na 

estabilidade (i.e., menor variabilidade) e no nível de transcrição que apresentam no sistema 

nervoso central. Os ciclos limite ou quantification cycle (Cq) foram colocados em uma 

planilha do Excel e a quantidade relativa dos transcritos foi calculada conforme 

Vandesompele et al., (2002). Segundo esse cálculo, a média aritmética das réplicas é 

transformada em quantidade relativa da amostra considerando a eficiência da curva de 

diluição para cada gene. A amostra com o menor Cq é considerada como o valor máximo 

(igual a 1) e é tida como referência para o cálculo das quantidades relativas das demais 

amostras. Depois essas quantidades relativas foram normalizadas dividindo-as pela média 

geométrica dos 2 genes de referência (fator de normalização). Esse procedimento foi feito 

para cada gene alvo separadamente. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados relativos ao aprendizado no LAM foram analisados por ANOVA 2 x 5, com 

medidas repetidas no último elemento, sendo os fatores: deficiência em tiamina (dois níveis) e 

desempenho nas cinco sessões consecutivas de treino.  

Para a comparação da expressão proteica entre o grupo controle e DT foi realizada a 

normalização dos spots, ou seja, a intensidade óptica de cada spot foi mensurada pela 

somatória dos “pixels” dentro da área do spot (volume do spot) e convertida para uma 

porcentagem em relação à intensidade do total de spots do gel. Dessa forma os dados foram 

analisados em %V = (volume spot/∑volumes de todos os spots presentes no gel). A 

distribuição gaussiana dos dados foi verificada considerando os valores de porcentagem de 

volume dos spots. O teste t de Student foi utilizado para verificar se houve diferença 
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significativa no volume relativo de cada proteína entre o grupo controle e deficiente em 

tiamina. Essa avaliação foi realizada utilizado o programa de análise de imagens Image 

MasterTM2D Platinum v. 6.0 (GE Healthcare, Pittsburgh, Pennsylvania, USA). 

Foram feitas análises de regressão linear entre os valores de porcentagem de volume dos 

spots que apresentaram níveis de expressão alterados com a latência no LAM na terceira e na 

quarta sessão.  

Os resultados dos testes comportamentais foram analisados através do programa 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 12.0. 

Dados obtidos no PCR: A distribuição da normalidade foi testada através do teste de 

Kolmogorov-Smirnov e a homocedasticidade da variância pelo teste de Lilliefors. A 

quantidade relativa de RNAm normalizada para cada gene candidato foi comparada usando 

teste t para amostras independentes. As análises foram realizadas com o programa 

STATISTICA v. 6.1 (Stasoft, São Caetano do Sul, Brazil). O nível de significância utilizado 

foi p<0,05. Em todos os testes as diferenças foram consideradas significativas no nível de 5 % 

(p<0,05). 
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RESULTADOS 

ESTUDO COMPORTAMENTAL – AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO COGNITIVO DOS 
ANIMAIS: APRENDIZAGEM ESPACIAL 

O resultado da aquisição da tarefa espacial nas cinco sessões de treino no LAM está 

expresso em latência (segundos), tempo gasto pelo animal para encontrar a plataforma.  

O teste ANOVA com medidas repetidas no último elemento (2x5), fatores: deficiência 

em tiamina e sessões) mostrou efeito significativo do tempo (F(40,4) = 28,7; p=0,000), e da 

deficiência em tiamina (F(43,1) = 6,6; p=0,013) (Figura 17). As análises estatísticas mostraram 

que o desempenho dos animais do grupo controle foi significativamente melhor quando 

comparado ao grupo deficiente em tiamina na na primeira (t = 2.34, p = 0.022), na terceira (t 

= 2.94, p = 0.005) e na quarta sessão (t = 2,71, p = 0.01).  

Embora os ratos com deficiência em tiamina tenham apresentado um pior desempenho 

na aprendizagem que os ratos controle, eles foram capazes de aprender a tarefa, uma vez que 

na quinta sessão não houve diferença significativa (t = 1,0, p = 0,33) entre os desempenhos 

dos ratos dos dois grupos. 

 

 
Figura 17. Curvas de aquisição da tarefa no Labirinto Aquático de Morris. As latências em segundos estão 
representadas como a média do grupo ± erro padrão (n=46/referentes a 32 animais do primeiro experimento e 14 
da réplica), ao longo das cinco sessões do treino. 
 

ANÁLISE PROTEÔMICA 

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL  

A Figura 18 mostra o perfil de proteínas (réplica) detectado por eletroforese 

bidimensional. As amostras utilizadas são proteínas extraídas de tálamos de ratos dos grupos 

* 

* 
DT 

C 

* 
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controle (painel A) e do grupo DT (painel B). A primeira dimensão foi realizada em tiras IPG 

de 11 cm faixa de pH 3 a 11 e a segunda dimensão em gel de poliacrilamida 12,5% em 

presença de SDS. Os géis foram corados com Coomassie. Os retângulos nas laterais da figura 

representam um aumento da área do gel para melhor visualização do spot 8105 apontado pela 

seta preta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Imagem do gel 2-DE retratando o perfil de proteínas dos tálamos de ratos dos grupos controle (painel 
A) e do grupo DT (painel B).  
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ANÁLISE PROTEÔMICA 

 

DADOS DA ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DO TIPO MALDI –LIFT-TOF-

TOF E IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

Através da espectrometria de massa o spot da proteína 8105 foi identificado. As informações 

obtidas do spot, ou seja, as relações massa/carga (m/z) e intensidade dos picos obtidos no 

espectro de PMF e o sequenciamento obtido pelo MS/MS foram compiladas em um arquivo 

texto (extensão txt). Esse arquivo foi usado para realizar a busca no banco de dados, através 

do programa Mascot. A figura 19 representa os espectrogramas gerado pelo MALDI / TOF-

TOF da proteína correspondente ao spot 8105. 

Uma vez anexado o arquivo com a informação espectral um banco de dados é 

pesquisado para identificar a proteína. Neste estudo foi utilizado o Mascot, um software de 

referência para identificação e caracterização de proteínas utilizando dados de espectrometria 

de massa. Este Software proporciona excelentes resultados a partir de picos produzidos por 

instrumentos de diferentes fabricantes incluindo o Bruker Daltonics utilizado para este 

experimento. O Mascot pode ser acessado gratuitamente em 

http://www.matrixscience.com/. O software trabalha com algoritimo do tipo 

aproximação probabilística, de modo que é calculada a probabilidadecom que o match 

(alinhamento) observado entre o dado experimental e os dados do banco escolhido seja 

um evento randômico. Assim, o match que apresentar a menor probabilidade de ser um 

evento aleatório é considerado melhor, indicando a proteína procurada para o dado 

experimental. 

A busca foi realizada no banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) através do Mascot (http://www.matrixscience.com). Foi selecionada a 

taxonomia Rattus (acesso 20/05/2013). Os parâmetros de busca utilizados no Mascot foram: 

(i) peptídeos trípticos com ausência de um único fragmento; (ii) ausência de restrições no 

peso molecular da proteína; (iii) taxonomia rattus; (iv) oxidação da metionina e 

carbamidometilação da cisteína como modificações variável e fixa, respectivamente por causa 

das modificações dos resíduos de cisteína reduzidos e alquilados com iodoacetamida para 

carbamidometilação, e a oxidação da metionina, que ocorre comumente nos resíduos da 

metionina durante a SDS-PAGE; (v) valores de massa monoisotópica; carga do peptídeo 1+; e 

tolerância de 0,05% da massa do MS e do MS/MS.  
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Figura 19: Espectrogramas gerados pelo MALDI / TOF-TOF da proteína correspondente ao spot 8105. 
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O score global do MASCOT que correspondente à significância estatística de p<0,05 foi 

utilizado para validar a identificação da proteína. A escolha destes parâmetros está presente na 

figura 20, uma imagem da captura de tela (print screen) da página de acesso ao MASCOT. 
 

 
Figura 20: Imagem da captura de tela (print screen) da página de acesso ao MASCOT. Os campos estão 
preenchidos com os parâmetros empregados, no presente estudo, para as buscas realizadas com os dados obtidos 
por MALDI-TOF-TOF. 
 

Uma vez concluída a busca de acordo com a sistemática do programa, o Mascot informa 

o resultado, usando para isso um gráfico de barras para as quais existe um valor (score) tido 

como limite de confiança. Escores abaixo deste valor limite indicam eventos randômicos, ou 

seja, sem valor estatístico. Por outro lado, se o escore atribuído para uma determinada 

proteína exceder o valor limite a chance de identificação gerada ser um evento randômico é de 

5%. Quanto maior o score acima do limite, maior a probabilidade da identificação estar 

correta. A figura 21 apresenta o resultado da busca no banco de dados através de um 

histograma da identificação da Proteína VDAC1 (isoforma 1 da VDAC). As colunas 

vermelhas na vertical representam proteínas. No eixo X estão representados os valores de 

confiança na identificação destas proteínas (Protein Score). No eixo Y estão representados o 

número de eventos (number of hits) semelhantes encontrados para determinada proteína, ou 
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seja, a altura da barra vermelha indica a quantidade de proteínas com o mesmo score (valor de 

confiança). No histograma, os valores maiores que 34 indicam que as proteínas têm 

identidade ou extensa homologia com os peptídeos utilizados na pesquisa (p<0,05). P é a 

probabilidade de se observar um evento correspondente aleatório. As proteínas presentes na 

área esverdeada não apresentam identidade com os peptídeos estudados, apenas alguma 

semelhança, sendo portando, não significativo (Perkins, et al., 1999). 

 

 
Figura 21: Histograma apresentado pelo programa Mascot. A área sombreada em verde indica eventos 
aleatórios de matching (alinhamento), enquanto que a barra vermelha fora da área sombreada com score 50, 
representa um evento não aleatório, ou seja, o match com maior probabilidade de identidade da proteína. 
 

A proteína identificada foi o VDAC (Canal Aniônico Dependentede Voltagem) com 

pontuação 50 (P <0,005) / NCBI: 20130519, com massa: 32060. No quadro 3 está a descrição 

dos parâmetros referentes à identificação da proteína, spot 8105, submetido à análise por 

MALDI-TOF-TOF e Mascot. Proteína VDAC1 
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Quadro 3: Descrição dos parâmetros referentes à identificação da proteína, spot 8105, submetido à análise por 
MALDI-TOF-TOF e Mascot. Proteína VDAC1. 
 

 

SPOT: 8105 

 
RESULTADOS EXPERIMENTAIS (GEL 2D) 

pI:≈8,35    MM(kDa) ≈32.060 
 

 
MASCOT – SCORE: 50 - Cut-off: 34 
 
BANCO DE DADOS: NCBI 

 
TAXONOMIA: Rattus (Rattus Norvegicus) 

 
 
Nome da proteína: VDAC1 protein 
Código de acesso (NCBI): gi|38051979 
Organismo:Rattus Novergicus 
 

 
PEPTÍDEOS IDENTIFICADOS 

 
m/z 

observada 
MM 

Experimental 
MM 

Calculada 
Sequência 

 
WNTDNTLGTEITVEDQLAR 
EHINLGCDVDFDIAGPSIR 

VNNSSLIGLGYTQTLKPGIK 

Score 

2176,0 
2127,9 
2103,1 

2175,0 
2126,9 
2102,1 

2175,0 
2127,0 
2102,2 

18 
30 
3 

 

SEQUÊNCIA PRIMÁRIA (297 AMINOÁCIDOS) 

1 GVAAAAPAVT ASENMAVPPT YADLGKSARD VFTKGYGFGL IKLDLKTKSE 
51 NGLEFTSSGS ANTETTKVNG SLETKYRWTE YGLTFTEKWN TDNTLGTEIT 

101 VEDQLARGLK LTFDSSFSPN TGKKNAKIKT GYKREHINLG CDVDFDIAGP 
151 SIRGALVLGY EGWLAGYQMN FETSKSRVTQ SNFAVGYKTD EFQLHTNVND 
201 GTEFGGSIYQ KVNKKLETAV NLAWTAGNSN TRFGIAAKYQ VDPDACFSAK 
251 VNNSSLIGLG YTQTLKPGIK LTLSALLDGK NVNAGGHKLG LGLEFQA 

 

 

Cobertura da sequência: 19% 

Nota: NCBI = National Center for Biotechnology Information. MM= Molecular Mass (massa molecular). O 
destaque em vermelho representa a sequência de aminoácidos dos peptídeos analisados (19% de cobertura em 
relação à sequência completa de 297 aminoácidos) por espectrometria de massa. Relação m/z = Relação 
massa/carga. 

WESTERN BLOT  

Para confirmação dos resultados da análise quantitativa do gel 2D-SDS-PAGE pelo 

Image Master e validar os resultados da espectrometria de massa, onde o spot 8105 foi 

identificação como sendo a proteína VDAC1, foi realizado uma análise por Western Blot. 

Conforme detalhado em Material e Métodos, foram utilizadas 7 amostras de tálamos obtidas 

de ratos DT e 7 de ratos controle. Os resultados do Western blot mostraram que a proteína 

identificada (spot 8105) correspondia ao VDAC. Através do cálculo da densidade relativa 

pelo programa Image J, foi verificado que a proteína VDAC está reduzida em tálamos de 

ratos DT em comparação com os ratos do grupo controle (p = 0,029) (Figura 22). Estes 

resultados confirmam os dados obtidos pela análise quantitativa do spot 8105 detectado por 

eletroforese-2D, no qual verificou-se uma diminuição significativa do spot 8105 em amostras 

obtidas de tálamo dos animais DT e a identificação da proteína por MS/MS. 
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Figura 22. Painel A: Imagem representativa da análise por Western blot. Confirmada a identidade do spot 8105, 
VDAC, ponto indicado pela seta. Os outros pontos provavelmente referem-se a isoformas de VDAC. Painel B: 
Os resultados quantitativos da análise de densidade relativa, com uma diferença significativa entre os grupos C 
(n = 7) e DT (n = 7). DT = deficiente em tiamina; VDAC=Canal Aniônico Voltagem Dependente. 

 
DADOS DA ANÁLISE MOLECULAR POR PCR EM TEMPO REAL 

Depois das reações de PCR em tempo real serem realizadas, os dados obtidos foram 

tratados por análise estatística. Não foi observada diferença significativa entre os grupos para 

os RNAm dos genes Vdac1, Vdac2 e Vdac3. A tabela 4 apresenta as medidas descritivas para 

os grupos e a comparação dos níveis de RNAm entre eles. 

Tabela 4. Comparação dos níveis de RNAm entre as amostras obtidas de animais dos grupos Controle (C) e 
Deficientes em tiamina (DT). 

 
Teste T 

      RNAm                Grupos                     Média± SE                            t                     p 
VDAC1 C 

DT 
0,72 ± 0,12 
0,66 ± 0,12 

            - 0,32 0,75 

VDAC2 C 
DT 

0,97 ± 0,09 
0,91 ± 0,09 

          - 0,43           0,68 

VDAC3 C 
DT 

1,21 ± 0,12 
1,07 ± 0,09 

         - 0,9          0,64 

 
NOTA: valores expressam a média ± erro padrão (SE=Standard Erro) dos níveis de RNAm de cada isoforma de 
VDAC, para cada grupo (C: controle, n= 5; DT: deficiente, n= 5). Teste t independente (*p<0,05). 
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RESUMO GRÁFICO  

A figura 23 foi elaborada para uma visualização mais geral dos procedimentos realizados 

e dos resultados obtidos nos experimentos bioquímicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 – Resumo gráfico dos métodos utilizados no presente trabalho e dos resultados obtidos. Os valores do 
tamanho da amostra (n=7 para cada grupo) se referem ao segundo experimento (réplica).  

 

 
 
 
 
 
 

- VDAC: confirmado. 
- Os níveis de VDAC 
estão diminuídos no 
tálamo de animais DT. 
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DISCUSSÃO  
Os principais resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a deficiência em tiamina: 

(i) afetou a aprendizagem espacial, (ii) aumentou e diminuiu os níveis de proteínas talâmicas, 

(iii) que quatro das proteínas alteradas no tálamo estão relacionadas com o desempenho 

cognitivo espacial de ratos, (iv) que alterações na VDAC, uma das quatro proteínas, estão 

relacionadas à aprendizagem espacial dos ratos, indicando uma associação dos níveis 

talamicos da proteína VDAC com o pior desempenho dos animais no treino e (v) que não 

houve efeito da deficiência em tiamina sobre os níveis de RNAm dos genes Vdac1, Vdac2 e 

Vdac3.  

No modelo experimental utilizado neste trabalho, os animais com deficiência em tiamina 

mostraram prejuízo na aquisição da tarefa espacial no LAM. Esses resultados são consistentes 

com achados prévios obtidos por nosso grupo (Pires et al., 2005, Carvalho et al., 2006) e 

outros autores (Mumby et al., 1995; Langlais e Savage, 1995), nos quais ratos com deficiência 

em tiamina apresentaram déficits no aprendizado espacial. Neste estudo e em outros do nosso 

laboratório, a diferença significativa entre os grupos aparece na terceira e quarta sessão do 

processo de aprendizado. Entretanto, no presente estudo, além dos efeitos do tratamento na 3ª 

e 4ª sessões, observamos também um efeito na 1ª sessão. Como esse último efeito não é 

relatado por outros autores e nem foi observado em estudos prévios realizados pelo nosso 

grupo, utilizando esse mesmo modelo experimental, hipotizamos que não seja um efeito sobre 

o desempenho cognitivo. Essa hipótese se baseia no fato de que na 1ª sessão os animais ainda 

não sabem as regras e não aprenderam a tarefa, portanto, o sucesso ao encontrar a plataforma 

(reforço) possa representar apenas um resultado aleatório. O desempenho dos animais em 

teste cognitivo espacial está principalmente associado ao hipocampo (Morris et al., 1990; 

Moser et al., 1995). O presente estudo é o primeiro a mostrar que o déficit no desempenho na 

tarefa no LAM em animais submetidos à deficiência em tiamina se relaciona com alterações 

nos níveis de algumas proteínas do tálamo, indicando a participação dessas proteínas no 

mecanismo neurobiológico do aprendizado espacial. 

De acordo com Aggleton e Brown (1999), a ligação entre hipocampo, corpos mamilares 

e núcleos talâmicos anteriores (NTA), através do fórnix, é fundamental para uma memória 

episódica normal. Estudos realizados para determinar o papel do tálamo na amnésia 

diencefálica produzida por deficiência em tiamina confirmaram essa relação. Danos à lâmina 

medular interna (LMI) e aos núcleos talâmicos anteriores (NTA) foram associados a déficit de 

aprendizagem e de memória observada em ratos DT (Langlais et al., 1992; Langlais e Savage, 

1995). Segundo Langlais et al. (1992) ratos DT sem cicatrizes glióticas na LMI, ou seja, que 
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não desenvolveram lesão com a deficiência em tiamina, exibem uma curva de aprendizado no 

LAM semelhante aos ratos controles, enquanto que os ratos DT e com lesões na LMI tem 

latências maiores, o que significa um pior desempenho em relação aos controles. Os NTA 

também são importantes para a aprendizagem e memória, sendo que danos a esta região 

produz a síndrome amnésica persistente. De acordo com Langlais e Savage (1995) existe 

evidência de lesões extensas com perda neuronal considerável, cerca de 50-90%, nos NTA 

após episódio de deficiência em tiamina. A presença de lesões extensas nos NTA prejudica o 

desempenho em testes comportamentais que avaliam a aprendizagem e a memória. Em 

contraste, ratos DT sem lesão ou com pequena perda neuronal nos NTA não apresentam 

desempenho comprometido no teste cognitivo espacial de alternância espontânea. Desses 

resultados, se conclui que déficits de aprendizagem e de memória estão intimamente 

relacionados com o grau de dano em regiões do diencéfalo. 

Existem evidências de que os processos de aprendizagem e a memória envolvem um 

fenômeno conhecido como plasticidade neuronal. Essa refere-se às alterações funcionais e/ou 

estruturais nas sinapses, como resultado de processos adaptativos do organismo (Kaas, 1996), 

como acontece, por exemplo, no caso da aprendizagem, que significa mudança do 

comportamento frente a estímulos do meio. O processo de plasticidade neuronal inclui 

alterações na atividade sináptica, como por exemplo, alterações neuroquímicas, crescimento 

axonal e dendrítico (Kaas, 1996; Marshall, 1984). 

Alterações neuroquímicas de longo prazo no tálamo e seu envolvimento em déficits 

cognitivos em animais DT também foram relatados, mesmo após a restauração de níveis de 

tiamina. Há reduções significativas nos níveis de GABA (Ácido γ-aminobutírico) e de 

glutamato total no tálamo (Langlais et al., 1988) causadas pela deficiência em tiamina. De 

forma similar, significante aumento de serotonina e do seu metabólito foram relatados por 

Langlais et al. (1988), após a deficiência em tiamina. Vigil et al. (2010) observaram 

correlação significativa entre parâmetros serotonérgicos e o desempenho dos ratos em tarefas 

de aprendizado e memória espacial, indicando que a maior concentração talâmica de ácido 5-

hidroxiindolacético (5-HIAA) está associada a um pior desempenho no início do processo de 

aquisição.  

Embora o papel do tálamo nos déficits comportamentais relacionados à deficiência em 

tiamina tenha sido reconhecido por muitos anos, os mecanismos moleculares, associados a 

essas mudanças, ainda são desconhecidos. Os dados do presente estudo, além de demonstrar a 

ocorrência de aumento e diminuição dos níveis de proteínas no tálamo de ratos DT, também 
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indicam que algumas destas proteínas podem ter um papel no mecanismo molecular 

envolvido no processo de aprendizagem espacial. 

É interessante mencionar que uma correlação significativa entre os volumes das 

proteínas alteradas foi verificada apenas com a latência – desempenho dos animais - para 

encontrar a plataforma na terceira sessão da tarefa no LAM. Em outros estudos mostramos 

que, mesmo após a recuperação de um episódio de deficiência em tiamina, os ratos 

apresentam prejuízo em sua capacidade de aprender uma tarefa de navegação espacial. No 

entanto, com treinamento adicional, os ratos deficientes são capazes de atingir um 

desempenho semelhante aos animais do grupo controle. Esta curva de aprendizagem, 

mostrando um déficit cognitivo durante as sessões intermediárias (3a eou 4a) do treino e 

recuperação do desempenho ao longo da repetição da tarefa, foi observada anteriormente pelo 

nosso grupo (Carvalho et al., 2006) e por outros autores (Langlais et al., 1992), tanto para 

ratos submetidos à deficiência em tiamina como para ratos idosos (Oliveira-Silva et al., 2007; 

Oliveira et al., 2010). Em todas as situações, o déficit cognitivo é seguido por uma 

recuperação do desempenho - semelhante aos ratos controle – observada na última sessão. 

Uma possível explicação para esses achados é que a aprendizagem, que envolve um processo 

neurobiológico dinâmico, parece ter um mecanismo cinético em que os passos intermediários 

são essenciais na codificação das informações. Assim, como consequência dos processos 

neurodegenerativos, a velocidade de aprendizagem é afetada, mas, durante as sessões do 

treino, com a repetição da tarefa, todos os ratos são capazes de aprender.  

 A neuroproteômica é um método que permite uma melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares associados a função cerebral (Becker et al., 2006). As tecnologias 

proteômicas permitem verificar o perfil de expressão e estudos funcionais do proteoma 

(Bayés e Grant, 2009). Segundo GALLART-PALAU et al., 2015 a aplicação dessas tecnologias 

melhora a compreensão da neurodegeneração através da identificação de proteínas específicas desse 

processo. A MS é o método de escolha para a identificação de proteínas, pois proporciona uma 

identificação de proteínas em grande escala. Entretanto, as técnicas empregadas para a 

separação das proteínas diferem entre os estudos. Alguns pesquisadores utilizam a 

eletroforese bidimensional (François-Michel et al., 2012; Suk, 2012; Hemming et al., 2008), 

por ser uma técnica com ótima reprodutibilidade e consegue a separação de centenas a 

milhares de spots de proteínas.  

Alexander-Kaufman et al. (2006, 2007) usando uma abordagem proteômica, 

demonstraram que os níveis de expressão da transcetolase e da piruvato desidrogenase 

subunidade E1 β, estavam significativamente alterados na região BA9 (área de Brodmann 9, 
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responsável pela memória de curto prazo) de indivíduos alcoolistas tanto sem complicações, 

como com cirrose. Em contraste, alterações nos níveis de expressão dessas enzimas não foram 

observadas no hipocampo e no splenum do corpo caloso (Kashem et al., 2009), o que sugere 

que a deficiência em tiamina pode não ter influência no mecanismo que leva aos danos 

induzidos por álcool no hipocampo. 

Poucos estudos têm investigado alterações protéicas em modelo experimental grave de 

deficiência em tiamina. Vetreno et al. (2012) mostraram recentemente redução no Fator 

Neurotrófico Derivado do cérebro (BDNF: Brain-derived neurotrophic factor) no hipocampo 

após período de recuperação de DT. A capacidade do BDNF de influenciar a função neuronal 

pode ser intrínseca à sua capacidade para modular a transmissão sináptica regulando a 

sinapsina I através do seu receptor tirosina quinase B (TrkB) (Jovanovic et al., 2000). A 

sinapsina I prende pequenas vesículas sinápticas ao citoesqueleto de actina, de uma forma 

dependente de fosforilação, regulando assim a disponibilidade vesicular nos terminais 

nervosos e a libertação do neurotransmissor (Greengard et al., 1993). Nosso grupo de 

pesquisa mostrou que o tratamento crônico com etanol associado à DT induz alterações nos 

níveis de fosforilação de algumas proteínas hipocampais, principalmente a proteína com peso 

molecular de 86kDa. Uma possível candidata para a p86K é a sinapsina I (Pires et al. 2007) 
Utilizando 2-DE, MS e Western Blot demonstramos que a proteína referente ao spot 

8105, cuja concentração apresentou-se diminuída nos animais do grupo DT, é o VDAC. 

Conforme mencionado, os níveis dessa proteína – expressos como volume relativo - mostrou 

correlação negativa com a latência para encontrar a plataforma na terceira sessão do treino no 

LAM, nos animais do grupo DT. Quanto menor a expressão desta proteína no tálamo, maior 

foi o tempo gasto para encontrar a plataforma na terceira sessão do treino, ou seja, pior o 

desempenho dos animais do grupo DT.  

Esta é a primeira vez que a proteína identificada, VDAC, foi associada à disfunção 

induzida por deficiência em tiamina. Com relação à sua participação em processos cognitivos, 

Weeber et al. (2002) demonstraram que camundongos knockout deficientes em VDAC 

apresentaram déficit de aprendizagem na tarefa do LAM, conforme explicado adiante. 

O VDAC, também conhecido como porina, é a proteína mais abundante na membrana 

mitocondrial externa (Linden et al., 1984). Esta proteína realiza importantes funções, como: 

participação do processo de apoptose (Zaid et al., 2005; McCommis e Baines, 2012), 

transporte de metabólitos entre a mitocôndria e o citoplasma e regulação do metabolismo 

energético, através da manutenção dos níveis de ATP celular (Colombini, 2004; Shoshan-

Barmatz et al., 2006). Kielar et al. (2009) mostraram níveis aumentados de VDAC associados 
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à neurodegeneração no tálamo de camundongos usados como modelo da Doença de Batten. 

Yoo et al. (2001), em estudos post-mortem, verificaram que pacientes com Doença de 

Alzheimer tinham significante diminuição dos níveis de VDAC1. Weeber et al. (2002) 

constataram que VDAC, pode participar de funções sinápticas no hipocampo, como a 

Potencialização de Longo Prazo. Esta resulta no aumento da força sináptica após repetições 

de um mesmo estímulo que tem sido correlacionada com a aprendizagem e memória e está 

prejudicada em camundongos knockout para VDAC1 (Weeber et al., 2002). Segundo estes 

autores, a expressão alterada de VDAC pode modificar a função sináptica, com consequente 

interferência na aprendizagem e memória. De fato, alterações na plasticidade sináptica são 

acompanhadas do aumento ou diminuição da expressão de proteínas sinápticas, no entanto, 

pouco se sabe sobre as proteínas específicas que são alteradas (Nair et al., 2013; Henninger et 

al., 2007; Piccoli et al., 2007). Weeber et al. (2002) ainda relataram que camundongos 

knockout deficientes em VDAC apresentaram pior desempenho no LAM, quando comparados 

aos animais controles. Estes resultados são semelhantes aos obtidos neste trabalho, uma vez 

que a diminuição da expressão de VDAC em ratos DT está relacionada ao baixo desempenho 

destes animais na 3ª e 4ª sessão do aprendizado espacial. A alteração no nível de expressão de 

VDAC pode ter gerado um desequilíbrio na sua participação em processos apoptóticos que 

pode ter como consequência a neurodegeneração. 

Segundo Kroemer et al. (2007) o VDAC participa do processo que leva à morte celular 

apoptótica, através da formação do complexo pró-apoptótico VDAC 1-Bax, que induz a 

liberação do Citocromo C da mitocôndria. Desta forma, alterações nos níveis de VDAC 

podem induzir processos apoptóticos, com consequente disfunção sináptica. Esta disfunção 

poderia estar associada às doenças neurodegenerativas (Törnroth-Horsefield e Neutze, 2008). 

Dados da literatura corroboram essa hipótese, pois, como mencionado anteriormente, foi 

observado em exames post mortem de pacientes com Doença de Alzheimer, uma diminuição 

dos níveis totais de VDAC1 no córtex frontal e no tálamo. Esses resultados foram 

relacionados à perda neuronal comuns em pacientes com Doença de Alzheimer (Yoo et al., 

2001). Van Laar et al. (2008) também encontraram redução dos níveis de VDAC associado à 

perda de neurônios. Neste estudo foram estudados os neurônios dopaminérgicos, que estão 

implicados na neurodegeneração da Doença de Parkinson.  

A importância dos dados obtidos no presente estudo é que das 320 proteínas 

detectadas no perfil proteômico do tálamo, nas condições utilizadas da eletroforese 

bidimensional, apenas 7 apresentaram alterações, sendo que os níveis de 4 destas estão 

relacionadas ao desempenho cognitivo. Se a alteração de proteínas fosse devido à perda de 
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células, todas as proteínas deveriam ter sua expressão alterada e não apenas 7 delas. Além 

disso, algumas proteínas tiveram aumento da expressão e não apenas diminuição. É 

importante destacar que, como existem outras áreas do cérebro que desempenham um papel 

no aprendizado e memória espacial além do tálamo (Aggleton et al., 2010), estudos de 

proteômica adicionais em outras áreas são importantes para determinar se as mudanças 

demonstradas aqui são específicas ou não da região do tálamo.  

 Sobre a participação do VDAC nos processos cognitivos, até aonde pudemos 

pesquisar, encontramos apenas um estudo publicado na literatura científica. Weeber et al. 

(2002) observaram que adepleção de VDAC pode provocar déficits de aprendizagem e 

memória. Neste trabalho, Weeber e colaboradores observaram que camundongos knockout 

para VDAC1 têm a memória prejudicada. Camundongos knockout para VDAC3 apresentam 

uma tendência ao prejuízo de memória e quando há ausência de VDAC1 e VDAC3 o efeito do 

enfraquecimento da memória é significativo. Ainda neste estudo, mostrou-se que os registros 

eletrofisiológicos de fatias de hipocampo de ratos com deficiência em VDAC revelaram 

déficits na plasticidade sináptica, evidenciando indiretamente um papel funcional para VDAC 

na aprendizagem e plasticidade sináptica. 

A análise por Western Blotfoi utilizada para confirmar a identificação de VDAC pela 

MS. Na figura 22, que representa a análise por Western Blot, VDAC está indicado por uma 

seta preta. Entretanto, podemos verificar a presença de outras marcações. Destacamos que os 

anticorpos anti-VDAC (Catalog number – AB10527 Millipore) utilizados aqui são 

policlonais. Estes apresentam a desvantagem de apresentar um maior numero de reações 

cruzadas por reagir com outros epitopos (Ramos-Vara, 2005). A escolha inicial, para este 

trabalho, foi o anti-VDAC1, referente à isoforma apontada pelo Mascot. Esse anticorpo, 

também policlonal, gera reações cruzadas com VDAC2 e VDAC3. Desta forma, optamos pelo 

anti-VDAC, apesar de também ser policlonal. Não há no mercado opções de anticorpos 

monoclonais para esta proteína. 

Com o objetivo de esclarecer se a redução dos níveis de VDAC na deficiência em 

tiamina ocorreu devido a alterações no processo de transcrição ou em modificações pós-

traducionais (p.ex. na síntese ou na degradação de proteínas) e se os efeitos da deficiência 

foram diferentes em relação às três isoformas de VDAC, determinamos os níveis de RNAm 

obtidos do tálamo de animais controle e DT. O PCR em tempo real para as isoformas Vdac1, 

Vdac2 e Vdac3 não mostrou diferenças significativas nos níveis de RNAm entre os grupos 

para nenhuma das isoformas. Este resultado sugere que a variação dos níveis de VDAC no 

presente estudo não está associada à transcrição e pode ser uma consequência de alterações 
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pós-traducionais. A ausência de uma relação entre transcritos de RNAm e a expressão de 

proteínas pode ser explicada por um mecanismo pós-transcricional que controla a taxa de 

tradução da proteína (Harford e Morris, 1997) e por diferenças nas meias-vidas de proteínas 

específicas ou RNAm (Varshavsky, 1996). As proteínas são resultado de “splicing” 

alternativo e de modificações co- e pós-traducionais (como fosforilações, glicosilação, 

acilação, etc). O modelo “um gene – uma proteína” não é adequada. Múltiplas proteínas 

podem ser produzidas de apenas um gene (Jensen, 2004). Em muitos casos, os níveis de RNA 

mensageiro (RNAm) transcritos não apresentam uma relação direta com a expressão protéica 

(Gygi et al.,1999).  

Em seguida, exploramos o processo de ubiquitinação que participa da degradação de 

proteínas. O desequilíbrio desse processo, provocado por injúria celular, pode levar a uma 

redução de proteínas que não deveriam ser degradadas em situação fisiológica. 

Uma possível explicação para a diminuição observada no nível de VDAC induzida por 

deficiência em tiamina pode ser a ocorrência de um aumento na poli-ubiquitinação da Lys 27 

da proteína VDAC, mediada pela Parkina, que está relacionada com a neurodegeneração 

(Geisler et al., 2010; Burté et al., 2014). A proteína Parkina é uma E3 ubiquitina-ligase que 

atua em diversos substratos promovendo sua degradação via proteassoma (Shimuraet al., 

2000), como também no processo de autofagia mitocondrial, conhecido como mitofagia 

(Narendra et al., 2008). A Parkina é considerada uma proteína importante na bioenergética e 

controle de qualidade mitocondrial (Exner et al., 2012).  

A ubiquitina (Ub) é uma pequena proteína ou peptídeo de 76 aminoácidos altamente 

conservado nos eucariotas, com diferentes funções (Hershko et al., 2000). O sistema de 

ubiquitinação consiste de três enzimas: E1 (ativação), E2 (conjugação) e E3 (ligação). A 

ativação da ubiquitina requer ATP. Uma vez ativada, esta liga-se a um resíduo cisteína, 

localizado na extremidade N-terminal da enzima E1. Após, o complexo de E1-Ub interage 

com um resíduo de cisteína da enzima E2 para formar um complexo de E2-Ub.A enzima 

Ubiquitina ligase, E3, se liga ao seu substrato e interage com o complexo E2-Ub.A Ubiquitina 

finalmente é ligada ao substrato, nesse caso poderia ser o VDAC, em um dos seus resíduos de 

lisina. Esse substrato ubiquitinizado está marcado para ser degradado pelo proteassomo (Lee e 

Schindelin, 2008). A figura 24 é um esquema do processo de Ubiquitinação. 
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Figura 24. Desenho esquemático do processo de ubiquitinação de proteínas. 
 

Dados da literatura corroboram essa nossa hipótese, pois, existem evidencias do 

envolvimento da atividade da Parkina na ubiquitinação de VDAC1 após a despolarização da 

membrana mitocondrial, processo que antecede a mitofagia. Tanto a dinâmica como a 

extensão da ubiquitinação de VDAC1 são dependentes dos níveis de Parkinas funcionais 

(Geisler et al., 2010). Em seres humanos, mutações no gene que codifica a enzimas E3 

ubiquitina-ligases podem gerar doenças neurodegenerativas. Por exemplo, mutação no gene 

Ube3a que codifica a enzimas E3A, dão origem à síndrome de Angelman, uma doença 

neurodegenerativa que causa retardo mental, convulsões, perturbações do sono, perturbações 

da fala e déficit de movimento (Vu e Hoffman, 1997; Rougeulle et al., 1997). Considerando 

estas informações, a hipótese a ser testada em estudos futuros seria a possibilidade de que a 

privação de tiamina possa levar a mutações da Parkina e, por fim, também interferir com a 

ubiquitinação de VDAC1 em células neuronais, gerando a diminuição da sua presença no 

tálamo de animais DT. Entretanto, ainda não há pesquisas que tenham investigado a Parkina 

em função da deficiência em tiamina. 
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Em suma, os principais resultados do presente trabalho são: (i) deficiência em tiamina 

aumentou e diminuiu os níveis de proteínas do tálamo; (ii) quatro proteínas talâmicas 

alteradas estão relacionadas com o desempenho cognitivo espacial de ratos; (iii) mudanças 

nos níveis de VDAC no tálamo, uma das quatro proteínas alteradas pela deficiência em 

tiamina, relaciona-se à aprendizagem espacial em ratos; (iv) a correlação de VDAC é evidente 

na sessão do treino onde os animais apresentaram pior desempenho na tarefa no LAM e (v) 

não foi observada diferença no RNAm de genes Vdac, indicando que a diminuição da 

expressão de VDAC pode estar relacionada com um processo pós-transcricional. 

 

Adendo  

Com a finalidade de detalhar as características estruturais e funcionais da VDAC, 

incluímos, no presente exemplar, um anexo com uma pequena revisão da literatura sobre esse 

tema.  
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CONCLUSÃO 
Os resultados do presente estudo mostraram, pela primeira vez, que a neurodegeneração 

causada por deficiência em tiamina envolve mudanças nos níveis de algumas proteínas 

talâmicas que estão relacionados com o pior desempenho de ratos em tarefas cognitivas 

espaciais. Nossa hipótese é que, das sete proteínas alteradas pela deficiência em tiamina, 

quatro – incluindo VDAC - podem ter um papel como componente molecular do mecanismo 

neurobiológico envolvido no estágio inicial do processo de aprendizagem espacial. Além 

disso, se o treinamento persiste, a hipótese é que outros mecanismos biológicos podem entrar 

em ação. Portanto, a repetição da tarefa resultaria no acionamento de mecanismos para 

compensar a disfunção inicial e, consequentemente, os déficits comportamentais são 

minimizados de forma que o desempenho dos animais que sofreram um episódio de 

deficiência em tiamina se iguala ao desempenho dos animais do grupo controle.  

Estes dados representam uma nova via para o estudo dos mecanismos moleculares 

relacionados ao déficit de aprendizagem e memória induzido pela deficiência em tiamina. 

Outros experimentos precisam ser realizados para identificar e caracterizar as outras três 

proteínas alteradas no tálamo de animais submetidos à deficiência em tiamina. Em relação a 

estas três proteínas, os achados aqui apresentados permitem priorização de alvos para futuros 

estudos, ou seja, o presente trabalho indica qual espectro de proteínas talâmicas deveria ser 

primeiramente abordado. 

 

Resumindo, concluímos que: 

A tiamina eou os seus derivados fosforilados são importantes para a manutenção dos 

níveis de algumas proteínas talâmicas; 

Algumas das proteínas talâmicas, cujos níveis foram afetados pela deficiência em 

tiamina parecem participar como componentes do mecanismo molecular neurobiológico 

relacionado ao processo de aprendizado espacial. 

O VDAC pode ter um papel como componente molecular no processo biológico 

envolvido no início da aprendizagem espacial.  

Outro componente molecular ou processo biológico atuam para compensar o déficit de 

VDAC de forma que o atraso no aprendizado seja minimizado. 
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CANAL ANIÔNICO DEPENDENTE DE VOLTAGEM (VDAC) 

 

VDAC – ASPECTOS GERAIS 
 
A geração e a conservação de energia são essenciais para a sobrevivência e 

funcionamento normal da célula e envolvem a integração de múltiplas vias metabólicas. 

Dentre as mais importantes, estão as mitocôndrias e o metabolismo da glicose que são 

essenciais para os processos fisiológicos normais, tais como o crescimento e diferenciação 

celular (Dodson et al., 2013). 

A regulação da fisiologia mitocondrial depende da comunicação entre a matriz 

mitocondrial e o citoplasma. Essa comunicação ocorre através de um grande número de 

proteínas transmembranas encarregadas da entrada e da saída de moléculas da mitocôndria de 

acordo com seus mecanismos de abertura e fechamento. Há uma variedade destas proteínas 

denominadas porinas: complexo TOM (Budzińska et al., 2009; Kmita e Budzińska, 2000), 

SAM 50 (Kozjak et al., 2003), VDAC (Shoshan-Barmatz et al., 2006) e PTP, Poro de 

Transição de Permeabilidade (Ghosh et al., 2010). 

A VDAC (voltage-dependent anion channel) foi identificada pela primeira vez em 

1976 em mitocôndrias de Paramecium tetraurelia (Schein et al., 1976), mas também é 

encontrada na membrana mitocondrial externa (MEM) de mamíferos, incluindo de humanos 

(Blachly-Dyson et al., 1993). Aparece localizada em outros compartimentos celulares como 

membrana plasmática (Baker et al., 2004; Thinnes, 2015), membrana do retículo 

endoplasmático (Lewis et al., 1994; Shoshan-Barmatz et al., 1996) e endossomos (Reymann 

et al., 1998). De acordo com Yamamoto et al., 2006, a VDAC constitui cerca de 0,4% do total 

da população de proteínas mitocondriais. Possui alta permeabilidade iônica, baixo peso 

molecular, 30 – 35 kDa (De Pinto et al., 1985) e formam poros de difusão em forma de barril 

(Mannella, 1997), com diâmetro de aproximadamente 1,7 nm (De Pinto, 1987). Em seu 

estado aberto o canal VDAC é enorme, sendo permeável a solutos de até 5 kD, quando 

fechado, o canal ainda é permeável a 1.5kD e torna-se mais seletivo a cátions (Rostovtseva e 

Colombini, 2005; Tan e Colombini, 2007).  

O VDAC possui três isoformas: VDAC1, VDAC2 e VDAC3 (Sampson et al., 1996; 

Shinohara et al., 2000) que são codificadas pelos genes Vdac1, Vdac2 e Vdac3, sendo que o 

Vdac1 e Vdac3 possuem 9 exons e Vdac2 possuem 10 exons. Esse exon adicional na Vdac2 

codifica parte da região 5’-UTR (Sampson et al., 1996). Em humanos o Vdac1 foi mapeado 

no cromossomo 5, e o Vdac2 no cromossomo 10, enquanto que em camundongos, a Vdac1 

foi mapeada no cromossomo 11, Vdac2 no cromossomo 14, e Vdac3 no cromossomo 8. 
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Ambas as sequências de cDNA Vdac1 e Vdac2 tem 90% homologia em humanos e 

camundongos, e a sequência cDNA VDAC3 que tem 68% homologia entre humanos e 

camundongos (dados NCBI – Reddy, 2013). Estudos utilizando PCR (Polymerase Chain 

Reaction) em tempo real, mostraram que em células HeLa o gene Vdac1 é 10 vezes mais 

abundante do que a Vdac2 e 100 vezes mais prevalente do que a VDAC3 (De Pinto et al., 

2010).  

Há uma expressão diferencial tanto de VDAC1 e VDAC2 entre diferentes tecidos em 

ratos, com níveis elevados de ambas as isoformas observados no coração, fígado, músculo 

esquelético e cérebro. O VDAC1 tem uma expressão muito baixa nos testículos, entretanto, há 

um nível elevado da expressão de VDAC2 no mesmo tecido (Sampson et al., 1996). A 

isoforma VDAC3 é expressa em testículos, fígado, ovário, pulmão, renal, do baço e do rim 

(Sampson et al., 1998). 

 

VDAC – FUNÇÃO MITOCONDRIAL 
 

As mitocôndrias desempenham papel fundamental na sobrevivência celular e no 

desenvolvimento tecidual, em virtude do seu papel no metabolismo energético e na apoptose 

(Nicholls e Budd, 2002), na manutenção da homeostase intracelular do cálcio (Gunter et al., 

1998), na termogênese (Kowaltowski, 2000) e geração de espécies reativas ao oxigênio 

(Kowaltowski e Vercesi, 1999; Kowaltowski et al., 2001; Turrens, 2003). 

O VDAC é uma proteína mitocondrial que faz a mediação entre esta e o citoplasma, 

servindo como via de transporte de moléculas (ânions, cátions, ATP e outros metabótitos) 

importantes para a manutenção do metabolismo celular (Colombini, 1996). Ele também 

participa da morte celular por apoptose, embora o processo ainda seja pouco compreendido 

(McCommis e Baines, 2012; Park et al., 2015). A apoptose é o mecanismo fisiológico 

essencial para a eliminação seletiva de células. Desempenha um papel uma variedade de 

eventos biológicos incluindo a morfogênese, o processo de renovação celular e remoção de 

células nocivas. Estudos indicam que o nível de expressão VDAC pode servir como um fator 

crucial no processo de apoptose (Shoshan-Barmatz et al., 2010). Em resposta a um sinal 

apoptótico, fatores apoptóticos como o Citocromo C são liberados para o citoplasma por meio 

da ruptura da membrana mitocondrial (Kroemer et al., 2007) ou pelo aumento da 

permeabilidade da mesma (Shoshan-Barmatz et al., 2008). Conforme descrito por McCommis 

e Baines 2012, há 3 modelos propostos para a participação de VDAC na permeabilidade da 

membrana externa da mitocôndria e na indução da apoptose (Figura 10).  
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No modelo 1, o VDAC faz parte do complexo PTP e, portanto, libera Citocromo C 

através da ativação de o PTP (Szabó e Zoratti, 1993; Szabó et al., 1993). Embora, vários 

estudos afirmem que VDAC é a proteína da membrana externa de PTP, sua composição 

molecular ainda é questionada (Forte e Bernardi, 2006). Krauskopf et al., 2006 constataram 

que as propriedades de PTP em camundongos knockout para VDAC1 são idênticos aos dos 

camundongos controle, sugerindo a ausência de VDAC1 no PTP. Entretanto, estes mesmos 

autores ressaltam que a participação de VDAC na formação PTP permanece uma questão em 

aberto, pois outras isoformas de VDAC podem compensar a ausência de VDAC1. Segundo 

Crompton (1999) e Bernardi (1999), em condições fisiológicas normais, o complexo VDAC-

ANT-CyP-D, de acordo com o modelo 1, é considerado uma estrutura estável na célula e tem 

como principal função, estabelecer contato entre as membranas interna e externa da 

mitocôndria, facilitando a comunicação entre a matriz desta e o citoplasma. Em condições 

patológicas de estresse oxidativo, baixo pH intracelular, deficiência em ATP e excesso de 

Ca2+, o complexo PTP se abre e substratos de baixo peso molecular entram na matriz 

mitocondrial, resultando em uma tumefação mitocondrial e um aumento da permeabilidade da 

membrana, permitindo assim a saída de Citocromo C para o citoplasma, causando a morte 

celular por apoptose (Crompton, 1999; Shoshan-Barmatz e Gincel, 2003). 

O modelo 2 envolve ou homo-oligomerização de canais VDAC (Zalk et al., 2005) ou 

hetero-oligomerização de VDAC com Bax / Bak para produzir um grande canal capaz de 

libertar o Citocromo C (Shimizu et al., 2000), figura 10. A VDAC em suas formas 

monomérica ou oligomérica pode atuar como um canal multifuncional, controlando a energia 

mitocondrial e a homeostase de Ca2+ na célula, realizando a comunicação entre mitocôndrias 

e organelas, como o retículo endoplasmático (Shoshan-Barmatz et al., 2004). Porém, em 

resposta a estímulos apoptóticos, VDAC sofre mudança conformacional e, através da sua 

oligomerização (dímeros, trímeros, tetrâmeros ou estados oligoméricos superiores) forma 

poros capazes de permitir a saída de Citocromo C da mitocôndria (Zalk et al., 2005; Keinan et 

al., 2010, 2013), figura 11. Ainda em respostas a sinais apoptóticos, Antonsson et al., (2001) e 

Banerjee e Ghosh, (2004) relataram que proteínas pró-apoptóticas, como a Bax e Bak, podem 

sofrer oligomerização e formar complexos com VDAC, resultando em poros grandes, o 

suficiente para a saída de Citocromo C. Keinan et al., (2010) verificaram que a indução da 

apoptose por diferentes estímulos como quimioterápicos, irradiação ultravioleta e H2O2, foi 

acompanhada por um aumento aproximado de 20 vezes na oligomerização VDAC, enquanto 

que o inibidor de apoptose, como o DIDS (4,4′-diisothiocyanostilbene-2,2′-disulfonic acid), 
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inibe a oligomerização de VDAC indicando a importância deste arranjo na apoptose, podendo 

ser considerada um alvo terapêutico para o câncer e doenças neurodegenerativas. 

 

 
Figura 10. Modelos propostos para o papel de VDAC na permeabilidade da membrana externa da mitocôndria e 
na indução da apoptose.  MPTP: Poro de Transição de Permeabilidade da membrana. VDAC: Canal aniônico 
dependente de voltagem. CypD: Ciclofilina D. HK: Hexoquinase. OMM: Membrana Mitocondrial externa. 
IMM: Membrana Mitocondrial Interna. Fonte: McCommis e Baines 2012.  
 

 

 

 
 

Figura 11. Modelo para sinais apoptóticos que induzem oligomerização de VDAC1 com liberação de Citocromo 
C. (A) Vista lateral de VDAC1 (em azul) na membrana e uma proteína pró-apoptótica (em vermelho), ambos no 
estado monomérico. (B) Os sinais apoptóticos (STS, curcumina, As2O3, etoposida, cisplatina, selenito, TNF-α, 
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H2O2, radiação UV ou a sobre-expressão VDAC1) induzem oligomerização de VDAC. Formação de homo- ou 
hetero-oligômeros com formação de poros entre monômeros de VDAC. Fonte: Keinan et al., 2010. 

 
No terceiro modelo, agentes anti-apoptóticos, como Bcl-xL, modulam VDAC para 

mantê-lo no estado aberto, mantendo fluxo de ATP/ADP, mantendo assim a funcionalidade 

da membrana (Vander Heiden et al., 2000; Vander Heiden et al., 2001), figura 10. Por outro 

lado, agentes pró-apoptóticos, como tBid, induzem o fechamento de VDAC, impedindo o 

fluxo de ATP/ADP entre mitocôndrias e o citoplasma, criando assim, uma disfunção 

mitocondrial (Rostovtseva et al., 2004). Se a impermeabilidade da membrana exterior 

persistir, a perturbação da homeostasia mitocondrial culmina na perda da integridade da 

membrana mitocondrial externa com liberação do Citocromo C gerando apoptose (Epand et 

al., 2002). 

A conformação de VDAC no estado estacionário de células intactas é aberta segundo 

Jonas et al., (1999). Quando totalmente aberta, VDAC permite a troca de ATP e ADP, bem 

como substratos de transporte de elétrons da cadeia de piruvato, malato, succinato, e NADH 

através da membrana mitocondrial externa (Holden e Colombini, 1988; Sampson et al., 1996). 

Neste estado, o canal é normalmente ligeiramente aniônico-catiônico, mas torna-se seletivo no 

seu estado semi-aberto, possivelmente favorecendo Ca2+ em relação aos outros metabólitos 

(Pavlov et al., 2005). Curiosamente, esta condutância catiônica também foi observada quando 

VDAC está totalmente aberta (Pavlov et al., 2005), sugerindo um possível papel no transporte 

de metabólitos maiores carregados positivamente. Em situações que ocorrem o excesso de 

absorção Ca2+ pela mitocôndria, há um  aumento da produção de espécies reativas ao oxigênio 

(ROS), inibição da síntese de ATP, liberação de Citocromo C induzindo a transição da 

permeabilidade da membrana (Sullivan et al., 1999, 2000, 2004; Jiang et al., 2001; 

Brustovetsky et al., 2000, 2003). A transição da permeabilidade da membrana é caracterizada 

por um aumento progressivo da permeabilidade da membrana mitocondrial interna, que se 

torna permeável à água, aos íons e a outras moléculas com peso molecular até 1,5 kDa 

(Hunter e Havorth, 1976; Lehninger et al., 1978; Gunter e Pfeiffer, 1990; Halestrap et al., 

1998; Crompton, 1999). O influxo destas moléculas induz a expansão do seu volume. Como a 

superfície da membrana interna tem extensão maior do que a da membrana externa, há 

rompimento da externa provocando e liberação de proteínas pró-apoptóticas para o citosol 

(Skulachev, 1996). Desta forma, há diminuição do transporte de elétrons e falência da 

fosforilação oxidativa induzindo a morte celular. 
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VDAC – NEUROPLASTICIDADE E NEURODEGENERAÇÃO 
 

Em neurônios, a geração de ATP mitocondrial é de vital importância, pois o ATP 

fornecido na glicólise anaeróbia dura apenas 1-2 minutos (Siesjo, 1992). Além disso, as 

mitocôndrias neuronais têm uma alta capacidade de armazenamento de íons de cálcio, 

protegendo os neurônios contra aumentos transitórios das concentrações intracelulares de 

cálcio durante a atividade neuronal (Yuan e Yankner, 2000).  

As mitocôndrias do cérebro são essenciais para a neurotransmissão, a plasticidade 

neuronal de curto e longo prazo, a resistência celular ao stress e para a adaptação 

comportamental (Mattson et al., 2008). A neuroplasticidade é um termo usado para descrever 

uma série de modificações adaptativas que ocorrem na estrutura e função de células do 

sistema nervoso em resposta a perturbações fisiológicas ou patológicas. Exemplos de 

neuroplasticidade incluem a germinação e o crescimento de axónios ou dendritos, a formação 

de sinapses, o fortalecimento das sinapses em resposta à ativação repetida e neurogênese. A 

base biológica dessa capacidade de adaptação estrutural e funcional engloba um conjunto 

diversificado de mecanismos celulares e moleculares, incluindo os aparelhos de pré e pós-

sinápticos para a neurotransmissão, remodelação do citoesqueleto, o tráfico de membrana, a 

transcrição gênica, síntese de proteínas e proteólise (Shepherde Huganir, 2007; Bramham, 

2008; Greer e Greenberg, 2008; Pak et al., 2008; Tai e Schuman de 2008; Shah et al., 2010).  

Células com baixa expressão da VDAC 1 proliferam lentamente, devido à troca 

limitada de ATP/ADP entre o citosol e a mitocôndria, indicando que a VDAC 1 é necessária 

para o crescimento normal da célula (Abu-Hamadet al., 2006). Entretanto, o aumento da 

expressão do VDAC 1 em uma variedade de células promove a morte celular devido à 

formação do complexo pró-apoptótico VDAC 1-Bax, alteração do potencial de membrana e 

liberação do Citocromo C (Kroemer et al., 2007). Portanto, o desarranjo das VDACs pode 

mediar processos apoptóticos, disfunções sinápticas e neurodegeneração (Törnroth-Horsefield 

e Neutze, 2008), como por exemplo aquelas relacionadas com a deficiência em tiamina. 

Dados estruturais e bioquímicos de estudos do SNC humano, bem como estudos de células e 

modelos animais de doenças neurodegenerativas, sugerem que a disfunção mitocondrial é um 

gatilho ou um propagador da neurodegeneração. Mecanismos da mitocondriopatia e da 

neurodegeneração podem envolver o PTP (Swerdlow, 2009). As mitocôndrias são fisicamente 

ou funcionalmente modificadas em muitas doenças neurodegenerativas como a Doença de 

Alzheimer (Hirai et al., 2001) e a Doença de Parkinson (Parker et al., 1989; Bindoff et al., 

1989). 
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Dados da literatura mostram que em exames post mortem de pacientes com Doença de 

Alzheimer há uma diminuição dos níveis totais de VDAC1 no córtex frontal e no tálamo. 

Esses resultados parecem estar associados à perda sináptica e neuronal, comum em pacientes 

com Doença de Alzheimer (Yooet al., 2001). A Doença de Alzheimer é caracterizado por 

déficits na cognição e memória, assim como mudanças na personalidade e comportamento 

(Selkoe, 2001). Pesquisas sobre a enzima regulatória glicogênio sintase-quinase 3 beta 

(GSK3β) revelaram que a atividade elevada GSK3β está diretamente ligada ao aumento dos 

níveis de produção e depósito de peptídeos beta amiloide, hiperfosforilação da tau, e danos 

sinápticos em pacientes com Doença de Alzheimer e modelos animais de Doença de 

Alzheimer (Da Rocha-Souto et al., 2012; Kremer et al., 2011). É possível que a elevação da 

atividade da GSK3β em cérebros acometidos pela Doença de Alzheimer e os tecidos cerebrais 

de camundongos modelos de Doença de Alzheimer ocorra devido à associação de peptídeos 

beta amiloide com a insulina, a sinalização Wnt ou receptores NMDA (Inestrosa e Arenas, 

2010). GSK3β está associada a uma disfunção mitocondrial através da fosforilação de 

VDAC1 em pacientes com Doença de Alzheimer (Jope et al., 2007; Pastorino et al., 2005). A 

GSK3β fosforila VDAC1 na treonina em 51 resultando no desprendimento de hexoquinase de 

VDAC1 em neurônios (Pastorino et al., 2005). A ligação da hexoquinase com VDAC permite 

o acesso direto da hexoquinase ao ATP mitocondrial na via glicolítica (Nakashima et al., 

1988). Estudos também revelaram que hexoquinase inibe apoptose através da ligação ao 

VDAC e prevenção da liberação de Citocromo C (Azoulay-Zohar et al., 2004; Zaid et al., 

2005; Abu-Hamad et al., 2008), desta forma a dissociação da hexoquinase de VDAC leva a 

célula à apoptose e diminuição da glicólise e metabolismo da glicose, com consequente morte 

celular. Para determinar a relação entre VDAC1 e Doença de Alzheimer, foi verificado níveis 

de proteína VDAC1 nos tecidos corticais de cérebros post-mortem acometidos pela Doença de 

Alzheimer em diferentes fases de progressão da doença (precoce, definitivas e graves) e 

tecidos corticais de 6, 12 e 24 meses de idade. Progressivamente aumento dos níveis de 

proteína VDAC1 foram encontrados cérebros post-mortem com Doença de Alzheimer em 

relação aos indivíduos do grupo controle, e, progressivamente, aumento dos níveis de VDAC1 

também foram encontrados nos córtices cerebrais dos 6-, 12-, e 24 meses de idade ratos AβPP 

(Manczak e Reddy, 2012). Thinnes (2011) verificou que a tau fosforilada e os peptídeos beta-

amilóide estão fortemente associados a VDAC1 e pode causar o bloqueio dos poros 

mitocondriais, que por sua vez pode perturbar o transporte de proteínas e metabólitos entre 

mitocôndrias e do citoplasma, levando a defeitos de fosforilação oxidativa, disfunção 

mitocondrial e dano neuronal. 
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A Doença de Parkinson é uma desordem neurodegenerativa do movimento que afeta 

idosos. Vários estudos têm mostrado que a disfunção mitocondrial e agregação anormal da 

proteína α-sinucleína (α-sin), são dois os principais contribuintes para a progressão da doença 

(Martin et al., 2014). O VDAC também se altera na Doença de Parkinson (Hastings, 2009). O 

aumento da expressão de α-Syn pode causar a degeneração de neurônios dopaminérgicos 

através de sua interação com o VDAC1 mitocondrial, o que leva à ativação do PTP e a morte 

celular (Lu et al., 2013). 

         Sabe-se que a α-sin acumula-se nas mitocôndrias de neurônios dopaminérgicos 

interrompendo sua função. Zhu et al., 2011 identificaram um aumento da expressão de α-syn 

nas mitocôndrias de neurônios dopaminérgicos da substância negra. A α-syn liga-se ao ANT 

(transportador de nucleotídeos adenina) do PTP, com consequente deformação morfológica 

das mitocôndrias, despolarização da sua membrana e morte celular. Shen et al., 2014 

estudando células MN9D (linhagem de células neuronais dopaminérgicas imortalizadas) 

verificaram aumento no nível de espécies reativas ao oxigênio intracelular, alteração na 

morfologia mitocondrial, ativação PTP e redução na viabilidade das células. Essas alterações 

estão associadas à interação com o VDAC e ANT, sugerindo que esta é tóxica para as células, 

promovendo neurodegeneração associada com Doença de Parkinson. 

 


