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RESUMO 

 

A deficiência de tiamina (DT) leva a perdas celulares e/ou disfunções em várias regiões 

do encéfalo, sendo o tálamo e os corpos mamilares as regiões mais frequentemente afetadas. 

Tanto em modelos experimentais como em seres humanos, episódios de DT podem causar, 

entre outros sinais/sintomas, hipoatividade motora e prejuízos cognitivos. Entretanto, os 

mecanismos moleculares responsáveis pelas disfunções bioquímicas e lesões cerebrais 

associadas aos déficits cognitivos e motores continuam obscuros. Visando contribuir com o 

entendimento desses fatores, foram realizados quatro experimentos independentes cujos 

objetivos foram avaliar os efeitos da deficiência grave de tiamina sobre: perfil proteômico do 

tálamo e a relação entre o desempenho em tarefa cognitiva espacial e níveis de proteínas 

talâmicas (Experimento 1); níveis hipocampais de sinapsina I e fosfo-sinapsina I, e o 

desempenho de ratos durante tarefa cognitiva espacial (Experimento 2); níveis de GABA e 

Glutamato em diferentes regiões do Sistema Nervoso Central (SNC) e desempenho de ratos 

durante tarefas de coordenação e equilíbrio motor (Experimento 3); liberação “in vivo”de 

glutamato, GABA e acetilcolina no hipocampo e desempenho de ratos durante tarefa de 

alternação espontânea (Experimento 4). A indução do modelo de deficiência grave de 

tiamina foi similar em todos os experimentos e consistiu no tratamento dos animais com 

ração deficiente de tiamina e injeções diárias de piritiamina (inibidor da enzima responsável 

pela síntese da forma ativa da tiamina: tiamina difosfato-TPP). Animais dos grupos controles 

receberam ração DT e injeções diárias de tiamina (Experimentos 2 e 4) ou ração padrão e 

injeções diárias de salina (Experimento 1 e 3). No Experimento 1 o desempenho cognitivo 

dos animais foi avaliado através do Labirinto Aquático de Morris (LAM) e o perfil de 

proteínas do tálamo por eletroforese bidimensional. Os dados mostraram que, das proteínas 

detectadas nas condições utilizadas (1ª e 2ª dimensões: faixa de pH 3,0-11,0 e gel de 

poliacrilamida 12,5%, respectivamente), sete apresentaram níveis alterados (p< 0,05) em 

animais DT. Dessas proteínas alteradas, três mostraram-se quantitativamente  aumentadas  e 

as outras quatro reduzidas em relação ao controle. Análises de regressão linear entre as 

concentrações de cada uma dessas sete proteínas e a latência para encontrar a plataforma no 

Labirinto Aquático de Morris mostrou correlações significativas (p<0,05) direta com uma ou 

inversa com três delas. Os dados sugerem que o processo de neurodegeneração induzido por 

DT envolve up and down regulation em proteínas talâmicas específicas e que os níveis dessas 



vi 

 

proteínas parecem ter um papel no processo de aprendizagem e memória espacial. No 

Experimento 2, a memória de trabalho foi avaliada através do teste de alternação 

espontânea. Níveis hipocampais de sinapsina I e fosfo-sinapsina I foram analisados através da 

técnica de Western Blot. Os resultados mostraram efeitos significativos da deficiência de 

tiamina sobre as correlações positivas entre porcentagem de alternação e os níveis de 

sinapsina I e fosfo-sinapsina I. Ou seja, as correlações observadas em ratos controles não 

foram observadas nos animais DT. O desempenho no teste de memória espacial foi pior em 

ratos DT (p=0,01) comparado aos controles, sendo este acompanhado por uma redução 

significativa (30%) nos níveis de fosfo-sinapsina I (p=0,02). Esses resultados indicam que a 

DT rompe as associações normais entre sinapsina I e fosfo-sinapsina I e desempenho 

cognitivo dependente do hipocampo. No Experimento 3, aspectos motores foram avaliados 

através do teste do rotarod e beam balance e os níveis de GABA e glutamato foram avaliados 

post-morten no cerebelo, estriado, hipocampo e córtex pré-frontal. O desempenho dos 

animais nos testes motores não foi afetado pela DT. A restrição de tiamina afetou 

significativamente a concentração de glutamato no cerebelo (p=0,02) e a concentrações de 

GABA no hipocampo (p=0,01) e no cerebelo (p=0,01). Por outro lado, os níveis de glutamato 

e GABA no córtex pré-frontal e corpo estriado não foram afectados pela TD. Dessa forma, a 

tiamina eou seus derivados parecem desempenhar um papel específico na manutenção dos 

níveis de GABA e glutamato em algumas regiões do SNC. Como esse efeito é região-

específica, parece ser diferente da ação relacionada ao papel dessa vitamina como co-enzima 

no metabolismo energético. No Experimento 4, a liberação “in vivo” de glutamato, GABA e 

acetilcolina no hipocampo foi avaliada antes, durante e após tarefa de alternação espontânea, 

utilizando microdiálise e cromatografia líquida de alta eficiência. A DT afetou de forma 

significativa a  liberação de glutamato (p=0,03) e acetilicolina (p=0,01). Além disso, análises 

de regressão mostraram uma correlação entre acetilcolina e alternação espontânea (p=0,02) e 

uma tendência de correlação entre a liberação de acetilcolina e glutamato (p=0,07). Esses 

dados mostram o envolvimento dos sistemas colinérgico e glutamatérgico do hipocampo em 

tarefa cognitiva. Concluindo, os dados aqui apresentados além de contribuir  para o 

esclarecimento sobre os componentes dos mecanismos neuroquímicos subjacentes à 

alterações cognitivas em condições de deficiência de tiamina, também abrem um novo 

caminho para se entender, em futuros estudos, as bases moleculares do aprendizado espacial. 

 

 



vii 

 

ABSTRACT 

 

 Although, the thiamine deficiency (TD) causes lesions and/or dysfunctions in several 

brain regions, the thalamus and the mammillary bodies are the regions more frequently 

affected. Thiamine deficiency can lead to behavioral impairments, including memory, 

learning and motor deficits in both humans and animals models. However, the precise 

mechanisms underlying these pathological changes are still unknown. To approach this 

question, we performed four independent experiments whose objectives were to evaluate the 

effects of TD on: protein expression profiles in the thalamus and the correlation between 

spatial cognitive performance and the levels of thalamic proteins (Experiment 1); 

hippocampal synapsin I and phosphorylated synapsin I levels and the rat’s performance 

during spatial task (Experiment 2); gama-amminobutiric acid (GABA) and glutamate levels 

in various brain regions and motor aspects (Experiment 3); in vivo GABA, glutamate and 

acetylcholine release and the rat’s performace during spontaneous alternation task 

(Experiment 4). The TD treatment was similar in all experiments and consisted of treating the 

animals with thiamine deficient diet associated with daily pyrithiamine (inhibitor of the 

enzyme that produces the active phosphorylated form of thiamine-TTP) injections. Controls 

animals received thiamine-deficient chow associated to daily injections of thiamine 

(Experiments 2 and 4) or standard chow combined with saline injections (Experiments 1 and 

3). In the Experiment 1 behavioral aspects were assessed using Morris Water Maze (MWM) 

test and protein expression of thalamus was analyzed using two-dimensional electrophoresis 

gel. Seven protein spots were found to be differentially regulated as a function of TD: three 

increased and four decreased (p < 0.05). Regression analysis between the concentrations of 

each one of these seven proteins and latencies to find the platform in the MWM revealed a 

significant correlation with four speficic proteins (p<0.05). The data suggest that the process 

of neurodegeneration induced by severe TD involves alterations (both up and down 

regulation) in specific proteins within the thalamus. In the Experiment 2 we used the 

spontaneous alternation task to evaluate working memory. Western blot was performed to 

analize hippocampal synapsin I and phosphorylated synapsin I levels. Positive correlations 

between spontaneous alternation behavior and hippocampal levels of synapsin I or 

phosphorylated synapsin I were found only in control rats. However, spontaneous alternation 

performance was impaired in PTD rats (p=0.01) and was accompanied by a significant 
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reduction (30%) in phosphorylated synapsin I (p=0.02). These data suggest thiamine 

deficiency degrades the link between spatial behavior and hippocampal synapsin I and 

phosphorylated synapsin I protein levels. In the Experiment 3 motor coordination and 

balance in rodents were evaluated using rotarod and beam balance tasks and excitatory and 

inhibitory neurotransmitter’s concentrations in the hippocampus were assessed using HPLC. 

There was no effect of thiamine deficiency on the assessed motor aspects. The DT reduced 

the levels of glutamate in the cerebellum (p=0.02) and the levels of GABA in the 

hippocampus (p=0.01) and cerebellum (p=0.01). On the other hand, the glutamate and GABA 

levels in prefrontal cortex and striatum were not affected by TD. Thus, thiamine and/or its 

derivatives seem to play a specific role in the maintenance of levels of GABA and glutamate 

in some regions of the CNS. Because this effect is region-specific, it might not be related to 

the role of this vitamin as a coenzyme in energy metabolism. That is, it seems to involve a 

different mechanism of action. In the Experiment 4, Using HPLC, the GABA, glutamate and 

acetylcholine hippcampal levels were measured in vivo before, during and after spontaneous 

alternation task. There were significant effects of thiamine deficiency on the glutamate (p= 

0.03) and acetylcholine (p=0.01) release over the phases. In addition, positive correlation 

between spontaneous alternation behavior and the amount of acetylcholine released during the 

performance of the maze task was found. There was a tendency (p=0.07) to correlation 

between the amounts of acetylcholine and glutamate released. These data show that the 

hippocampus cholinergic and glutamatergic system are involved in the spatial learning and 

memory events. In conclusion, the present data show thalamic protein changes and 

hippocampal neurochemical dysfunction associated with behavioral changes in animal model 

of severe thiamine deficiency, contributing to clarify part of the mechanisms underlying this 

disorder. 
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A tiamina, também conhecida como vitamina B1, é um nutriente essencial encontrado 

em arroz integral, cereais, carne e vegetais verdes. Em animais, está presente em altas 

concentrações em músculos, órgãos e tecido cerebral (Hass, 1988). De acordo com dados da 

Organização Mundial de Saúde (WHO, 1999), apesar do número de pessoas mal nutridas no 

mundo ter diminuído nas últimas décadas, a deficiência de tiamina (DT) ainda é um fator 

preocupante principalmente em países em desenvolvimento, países atingidos por guerras e 

catástrofes naturais que necessitam de ajuda humanitária e países asiáticos cuja base da 

alimentação é o arroz polido. Além disso, a carência de B1 adquire caráter mais significativo 

devido ao crescente número de indivíduos com dependência alcoólica, uma vez que o 

consumo crônico de etanol pode levar à DT (Thompson et al., 1988; Langlais & Savage, 

1995).  

A redução nos níveis de B1 no tecido nervoso pode interferir em mecanismos 

celulares, neuroquímicos, desencadear processos neurodegenerativos e disfunções cerebrais 

como a Síndrome de Wernicke-Korsakoff (SWK) que é caracterizada como um transtorno 

comportamental, patológico e heterogêneo comumente observado em pessoas desnutridas e 

alcoolistas crônicos. Os pacientes apresentam uma variedade de danos neuropsicológicos que 

vão desde pequenos comprometimentos na memória, passando por moderados déficits 

cognitivos, até a completa demência (Bowden, 1990). 

Lesões cerebrais semelhantes as apresentadas por indivíduos com a SWK podem ser 

induzidas experimentalmente de forma direta em ratos por meio da utilização de dieta 

deficiente em tiamina (Langlais & Savage, 1995; Pires et al., 2001) por administração 

parental de piritiamina - um inibidor da pirofosfoquinase, enzima que transforma a tiamina na 

sua forma ativa - ou por uma combinação desses dois procedimentos (Langlais et al., 1996; 

Pires et al., 2005, Carvalho et al., 2006; Vigil et al., 2010) estabelecendo dessa forma, um 

modelo experimental da SWK. 

Vários pesquisadores, incluindo o grupo de pesquisa do Laboratório de Neurociência 

Comportamental e Molecular (LaNec) da Universidade Federal de Minas Gerais utilizando 

esse modelo, têm investigado os efeitos deletérios da DT no sistema nervoso de ratos adultos. 

Os dados obtidos indicam que a deficiência dessa vitamina resulta em alterações 

neuroquímicas e comportamentais, incluindo déficits no aprendizado, memória e coordenação 

motora. Portanto, esse modelo é um instrumento interessante para se estudar as relações entre 

componentes/processos neurobiológicos e aspectos comportamentais.  
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Visando compreender melhor as disfunções moleculares de processos neurobiológicos  

associados à DT e consequentemente à SWK e suas relações com aspectos comportamentais, 

o presente estudo aborda dois fenômenos: (i) função cognitiva espacial (aprendizado e 

memória operacional e de referência) e (ii) atividade motora. Esse estudo é constituído  de 

quatro experimentos independentes divididos da seguinte forma: 

 

Parte I - Alterações Protéicas e Função Cognitiva em Modelo de Deficiência Grave 

de Tiamina 

 Experimento 1 -  Déficit cognitivo espacial em modelo de deficiência grave de 

tiamina está relacionado com alterações em proteínas talâmicas. Cópia 

manuscrito no anexo 4 (submetido à Neuroscience Letter).  

 Experimento 2 - Deficiência de tiamina altera a correlação entre alternação 

espontânea e níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I no hipocampo. Cópia 

artigo (BehaviouralBrain Research) no anexo 3. 

 

Parte II– O Papel do GABA, Glutamato e Acetilcolina em Aspectos 

Comportamentais no Modelo de Deficiência Grave de Tiamina 

 Experimento 3 - Comportamento motor e níveis de GABA e glutamato em 

modelo de deficiência grave de tiamina 

 Experimento 4 - Deficiência de tiamina altera a liberação de glutamato e 

acetilcolina  durante tarefa  cognitiva espacial. 

 

 Os experimentos 1 e 3 foram realizados no Laboratório de Neurociência 

Comportamental e Molecular (LaNeC – UFMG). Com o apoio da CAPES, através de uma 

bolsa de doutorado sanduíche, os experimentos 2 e 4 foram realizados na State University of 

NewYork at Binghamton através de um projeto em colaboração com a Dr. Lisa Maria Savage.
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 A tiamina e sua Deficiência 

A Tiamina, também conhecida como vitamina B1, foi isolada em 1926 (Jansen & 

Donath, 1926) e sintetizada pela primeira vez na década de trinta (Williams & Cline, 1936). 

Reconhecida originalmente como fator preventivo do Beribéri, é formada por um grupamento 

tiazólico unido por uma ponte metilênica a um grupo pirimidínico (Fig. 1). A síntese dessa 

vitamina ocorre naturalmente em plantas, fungos e muitos outros microorganismos. 

Entretanto, humanos e outros mamíferos não biossintetizam essa vitamina, sendo dependentes 

de uma suplementação exógena.  

 

Fig. 1. Estrutura da tiamina pirofosfato. Formada por um grupamento tiazólico unido por uma ponte metilênica a 

um grupo pirimidínico. 

 

Nos organismos superiores, os ésteres fosfatos da tiamina sofrem ação de fosfatases no 

lumém intestinal, sendo absorvida como tiamina livre por transporte passivo. Após ser 

captada pelos tecidos, a tiamina pode ser fosforilada dando origem às formas mono, di e tri-

fosfatadas. Destas, a tiamina pirofosfato (TPP ou TDP) representa sua forma ativa como 

coenzima das enzimas transcetolase, complexo piruvato desidrogenase e α-cetoglutarato 

desidrogenase, enzimas chaves no metabolismo energético celular (Haas, 1988). As enzimas 

dependentes de tiamina participam no metabolismo da glicose na via glicolítica, ciclo do 

ácido cítrico e ciclo das pentoses. 

 Uma das principais funções dessas vias é gerar adenosina trifosfato (ATP), fornecendo 

dessa forma, energia para as células. A atividade reduzida dessas enzimas, devido à DT, pode 

levar a uma redução na síntese de ATP, que por sua vez, pode causar danos e/ou morte 

celular. Se o mecanismo responsável pelas disfunções e lesões observadas no processo 

neurodegenerativo causado pela DT estivesse relacionado apenas com uma redução na síntese 

de ATP, seria de se esperar que todos os neurônios, por serem aeróbicos, seriam afetados e 

todas as regiões cerebrais seriam igualmente comprometidas. No entanto, a DT induz à morte 
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neuronal em regiões específicas do Sistema Nervoso Central (SNC) que incluem 

principalmente o tálamo e os corpos mamilares (Langlais et al, 1992). Portanto, parece que a 

tiamina e/ou seus derivados desempenham outras funções específicas em algumas regiões do 

SNC e, a restrição mesmo que parcial dessa vitamina desencadeia mecanismos envolvidos 

com a morte neuronal, o quais antecederiam a morte celular causada por uma baixa de ATP. 

 Evidências obtidas em estudos com cultura primária de neurônios têm indicado uma 

possível função da tiamina na modulação de canais iônicos (Oliveira et al., 2007). O papel da 

tiamina trifosfato (TTP) ainda permanece incerto, embora existam indícios que esta forma da 

vitamina tem um papel na condutância de sódio nas membranas do axônio (Hass, 1988). 

Além disso, outros aspectos devem ser considerados, como o fato do complexo 

piruvato desidrogenase ser necessário para produzir acetil-CoA que é um dos precursores do 

neurotransmissor acetilcolina (Ach) (Fig 2) e também de ácidos graxos que são importantes 

na produção de mielina, garantindo assim um funcionamento neuronal apropriado. No ciclo 

do ácido cítrico a -cetoglutarato desidrogenase, que depende de TDP, também desempenha 

um papel na manutenção dos níveis dos neurotransmissores glutamato, ácido gama-

aminobutírico (GABA) e aspartato, assim como na síntese protéica (Martin et al, 2003). 

 

 

Fig. 2. Esquema de vias metabólicas indicando a participação de duas enzimas dependentes de tiamina-  piruvato 

desidrogenase e -cetoglutarato desidrogenase no metabolismo energético celular. Figura retirada de Martins et 

al, 2003. 
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Até meados de 1930, o beribéri era a única doença relacionada à DT, sendo conhecida 

como uma doença do sistema nervoso periférico, do coração e dos músculos estriado. 

Posteriormente se percebeu que a Encefalopatia de Wernicke (EW) era a manifestação 

cerebral aguda da deficiência grave de tiamina. Beribéri ainda permanece como um grande 

problema em todo o mundo, principalmente em países subdesenvolvidos, e a SWK é uma 

consequência comum da DT associada ao alcoolismo crônico (Haas, 1988). 

 

1.  Síndrome de Wernicke-Korsakoff 

A EW foi descrita em 1881 por Carl Wernicke como uma poliencefalite hemorrágica 

aguda em dois homens alcoolistas e uma paciente com vômitos persistentes após ingestão de 

ácido sulfúrico. As alterações patológicas descritas por Wernicke foram hemorragias na 

substância cinzenta ao redor do terceiro e quarto ventrículos e do aqueduto de Sylvius 

(Thomson et al., 2008). A EW é considerada uma síndrome neuropsiquiátrica aguda causada 

por DT, comum em alcoolistas, mas também é reportada em indivíduos com bulimia, AIDS e 

problemas gastrointestinais (Vetreno et al., 2012). O alcoolismo crônico pode resultar em DT 

através de mecanismos que incluem inadequado consumo de alimentos, redução da absorção 

e/ou diminuição da taxa de fosforilação de B1 para um de seus metabólitos ativos, a tiamina 

difosfato (Langlais & Savage, 1995). Os sintomas da EW incluem ataxia (perda do 

movimento muscular coordenado), nistagmo (movimento involuntário dos olhos) ou 

oftalmoplegia (paralisia do movimento do olho) e confusão mental (Thomson et al., 2008). 

Cerca de 20% dos pacientes não apresentam a tríade clássica da EW (ataxia, disfunção ocular 

e confusão mental), sendo comum que um ou mais sintomas apareçam mais tarde no decorrer 

da doença (Harper, 2006). 

A Síndrome de Korsakoff (SK) é caracterizada por profunda amnésia, desorientação e 

confabulação resultante da DT (Harper, 2006). Em geral, os pacientes apresentam um prejuízo 

desproporcional da memória em relação a outras disfunções cognitivas, ocorrendo uma perda 

crônica marcante da memória de trabalho
1
 com relativamente pouca perda da memória de 

referência
2
. Além disso, alterações emocionais podem se desenvolver, incluindo apatia ou 

leve euforia, com pouca ou nenhuma reação aos eventos (Kopelman, 1985).  

 

1 
memória de trabalho: informações mantidas por curtos períodos de tempo durante os quais são relevantes 

para a execução de uma determinada tarefa. Dependente do contexto que foi adquirida.  
2
 memória de referência: informações arquivadas por intervalos de tempo mais longos, utilizada em diferentes 

tarefas. Indenpendente do contexto que foi adquirida.  

Detalhes na sessão 3 da Introdução Geral. 
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O diagnóstico é confirmado por neuroimagens ou resultados de autópsias que mostram 

degeneração talâmica e de corpos mamilares e atrofia do lobo frontal (Reed et al., 2003). 

A compreensão da relação entre EW e SK tem sido fortemente influenciada por 

estudos em alcoolistas crônicos. Victor et al. (1989) mostraram que 84% dos alcoolistas com 

um diagnóstico de EW, com o passar do tempo desenvolviam a SK o que levou os autores a 

concluir que as duas doenças são as fases aguda e crônica de uma mesma síndrome 

relacionada à DT, sugerindo o emprego do termo síndrome de Wernicke-Korsakoff. Essa 

síndrome é atualmente considerada como constituída de dois componentes separados que 

resultam da DT: a EW que é uma condição aguda que se apresenta como uma tríade de 

sintomas, os quais são confusão, ataxia, e anormalidades oculares. Em contraste, a síndrome 

ou psicose de Korsakoff é uma doença mental com psicose irreversível em virtude da DT por 

um longo período (Martin et al, 2003). O estado amnésico característico da psicose de 

Korsakoff é marcado por uma lacuna permanente na memória do paciente. O principal 

aspecto da amnésia é o déficit de aprendizagem (Zubaran, 1997). 

Algumas regiões do cérebro são lesadas na SWK, mas os dados sobre os substratos 

neurais subjacentes aos déficits cognitivos permanecem controversos. A redução do 

neocórtex, em particular das áreas frontal e pariental e a perda de substância branca são 

consequências do consumo excessivo de álcool (Mishkin, 1982). As consequências 

anatômicas da exposição prolongada a DT são lesões bilaterais em diferentes núcleos do 

tálamo (núcleo anterior, núcleos da linha média e posterior), nos corpos mamilares e também 

na fimbria/fornix e no trato mamilotalâmico que interconecta estruturas do sistema límbico 

(Vetreno et al., 2011). Essa neurodegeneração pode culminar em amnésia retrógrada
3
 

temporária e amnésia anterógrada
4
 grave, caracterizada por déficits na memória explícita

5
 

indicando disfunção hipocampal. No entanto, em análises post-morten dos cérebros de 

indivíduos com diagnóstico da SWK, observou-se que não ocorrem lesões no hipocampo 

(Langlais et al., 1992). Apesar dos estudos extensivos, o papel do hipocampo e das estruturas 

do lobo temporal na amnésia resultante da DT é ainda controverso. O uso de modelos animais 

da SWK tem auxiliado a elucidar esta questão.  

 

  

 

 

3 
amnésia

 
retrógrada: incapacidade de lembrar experiências que ocorreram antes do início da amnésia. 

4
 amnésia anterógrada: capacidade de armazenar, reter e relembrar conhecimentos recém-adquiridos. (pós-

traumática)
 

5
memória explícita: refere-se à retenção de experiências sobre fatos e eventos do passado, o indivíduo tem 

acesso consciente ao conteúdo da informação. Detalhes na sessão 3 da Introdução Geral. 
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2.  Modelos Animais da Deficiência de Tiamina 

O uso de modelos animais fornece a oportunidade de uma investigação 

experimental profunda de várias características, entre elas, aspectos anatômicos, 

fisiológicos e moleculares de transtornos psiquiátricos. Além disso, resultados obtidos em 

modelos experimentais podem contribuir para o entendimento das relações entre 

fenômenos fisiológicos e comportamentais e esclarecer a hipótese de que cada aspecto do 

comportamento seria mediado por um mecanismo molecular neural específico. Sistemas 

como o cérebro do rato, por exemplo, são modelos úteis para o entendimento dos 

princípios e fundamentos básicos dessa interação (Ribeiro e Pereira, 1998). 

 Modelos animais da SWK têm fornecido significante conhecimento da alteração 

estrutural, neuroquímica e cognitiva associada à DT, assim como têm se mostrado uma 

ferramenta útil para o entendimento dos processos de memória no cérebro intacto (Vetreno 

et al., 2012). Vários protocolos têm sido utilizados para induzir a DT em animais (Savage 

et al, 2012): 

I. Dieta deficiente em tiamina: Os animais são alimentados com ração deficiente de 

tiamina que pode ser manipulada no próprio laboratório, ou adquirida em empresas 

especializadas. O tratamento demora semanas ou até meses para induzir os sinais 

neurológicos associados à DT os quais são: redução no comportamento de auto limpeza 

(grooming), seguido por ataxia, perda do reflexo de endireitamento e convulsão (Troncoso 

et al., 1981; Witt, 1985). Entretanto, somente nove dias em dieta DT são necessários para 

reduzir neurogênese hipocampal em roedores (Zhao et al., 2008). Além disso, depois de 14 

dias há evidência de redução no número de neurônios colinérgicos no prosencéfalo (Zhao 

et al., 2008) e depois de 30 dias, os níveis de acetilcolinesterase (AChE) e fibras 

colinérgicas estão reduzidos no córtex e hipocampo (Pires et al., 2001, 2005; Nakagawasai 

et al., 2000; 2001). Nesse período, déficits na memória espacial são observados (Pires et 

al., 2005). 

II. Dieta deficiente em tiamina e tratamento com etanol: A exposição de ratos ao 

etanol em combinação com uma dieta DT com a utilização ou não de piritiamina tem sido 

empregada para verificar os efeitos separados e combinados desses fatores na disfunção 

e/ou lesão cerebral. Em alguns modelos, os animais são cronicamente tratados com etanol 

20%, sendo essa a única fonte de fluido e também recebem uma dieta DT. O episódio de 

DT é interrompido antes dos animais apresentarem sinais neurológicos (Pires et al., 2001). 
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Em modelos da SWK, os animais são primeiramente expostos ao etanol e então submetidos 

a injeções diárias de piritiamina associada a uma dieta DT (Homewood et al., 1997; Pires et 

al., 2005). Kril & Homewood (1993) utilizaram um modelo de consumo prolongado de 

etanol no qual os animais foram expostos há um breve período de DT no início (4 

semanas), no meio (depois de 15 semanas) e no final (26 semanas) do período de 

tratamento com etanol. Outros estudos têm utilizado animais com preferência por etanol 

10% (Pfefferbaum et al., 2007; He et al., 2007). Os resultados indicam que  os sinais 

clínicos associados com a DT desenvolvem mais rapidamente quando ratos são submetidos 

à deficiencia associada ao consumo de etanol (Zimitat et al., 1990). Pires et al. (2001) 

mostraram que o sistema colinérgico parece responder diferentemente a DT e ao consumo 

crônico de etanol, e a associação dos dois tratamentos induz a um aumento do efeito de 

inibição da liberação de acetilcolina. Em outro estudo, Pires et al. (2005) encontraram que 

a DT pode causar amnésia anterógrada, sendo este déficit aumentado pelo uso de etanol. A 

interação entre DT e etanol não é sempre sinérgica. Aprendizagem e memória de referência 

parecem ser sensíveis a interação sinérgica do etanol e DT, no entanto, memória de 

trabalho é mais afetada pelo etanol (Ciccia & Langlais, 2000).  

III. Dieta deficiente em tiamina associada ao uso de piritiamina. A associação de 

uma dieta DT com injeções de piritiamina acelera o aparecimento dos sinais neurológicos, 

que surgem entre o 13
0 

e 15
0  

dias de tratamento (Witt, 1985; Vetreno et al., 2011; Vetreno 

et al., 2012). Neurodegeneração ocorre principalmente no tálamo e corpos mamilares, 

progredindo em uma linha de tempo bem estabelecida (Langlais et al., 1992, Savage et al., 

2012). Alterações neuroquímicas estão presentes no hipocampo, substância cinzenta 

periaquitutal, vermis cerebelar e regiões periventriculares do tronco cerebral (Victor et al., 

1989), havendo evidências de disfunções no sistema límbico e regiões corticais (Anzalone 

et al., 2010). Esse modelo reproduz as lesões cerebrais e os déficits comportamentais 

encontrados nos indivíduos com a SWK (Witt, 1985; Vetreno et al., 2011). Após o 

episódio de DT, ratos apresentam déficits motores e cognitivos quando comparados com 

controles, incluindo déficits na aprendizagem e memória espacial. 
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3. Alterações comportamentais induzidas pela deficiência de tiamina 

 3.1. Aprendizagem, Memória e Amnésias 

Aprendizagem e memória são funções básicas do SNC e fundamentais para a 

adaptação de um organismo ao meio ambiente. O termo memória se refere ao processo 

mediante o qual adquirimos, codificamos, conservamos e evocamos informação. A fase de 

aquisição da informação é coloquialmente chamada de “aprendizagem”, enquanto a 

evocação recebe também as denominações de expressão, recuperação e lembrança da 

informação armazenada (Cohen, 1984).  

De acordo com seu conteúdo, a memória pode ser classificada em dois diferentes 

tipos: (i) a memória declarativa ou explícita e (ii) memória não declarativa, implícita ou 

procedural. A memória declarativa refere-se à retenção de experiências sobre fatos e 

eventos do passado, por exemplo, o indivíduo tem acesso consciente ao conteúdo da 

informação, sendo adequada para o arquivamento de associações arbitrárias após uma 

única experiência. A memória declarativa é flexível e prontamente aplicável a novos 

contextos. A memória declarativa é adicionalmente subdividida em memória para fatos (ou 

semântica) e para eventos (ou episódica). De acordo com Tulving (1972), memória 

episódica é a memória de eventos autobiográficos que podem ser lembrados  

conscientemente. A memória episódica armazena marcos espaciais e temporais que 

identificam o tempo e o lugar em particular em que um evento ocorreu. Por exemplo, uma 

memória episódica poderia envolver a memória de uma saída para jantar em um 

determinado restaurante com um certo amigo em uma noite particular. A memória 

semântica, ao contrário da episódica, envolve o conhecimento organizado do mundo, por 

exemplo, recordar onde determinado restaurante está localizado. 

Contrariamente, a memória não-declarativa não pode ser descrita com palavras, ou 

seja, corresponde aquelas memórias cujo acesso não é consciente e seria evidente apenas 

através do desempenho. Esse tipo de informação é adquirida ao longo de diversas 

experiências, estando fortemente ligada à situação de aquisição original; seria, portanto, 

inflexível e pouco acessível a outros sistemas (Cohen, 1984; Squire & Zola-Morgan, 1991; 

Squire, 1992). A memória não-declarativa ou procedural pode ainda ser subdivida em 

habilidades e hábitos, pré-ativação, condicionamento clássico simples e aprendizagem não 

associativa (Squire e Zola-Morgan, 1991; Xavier, 1993).   
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A memória também pode ser classificada quanto ao seu tempo de duração, como: 

(i) memória de curta duração, responsável pelo arquivamento temporário de informações e 

(ii) memória de longa duração, responsável pelo arquivamento de informações por 

períodos de tempo mais longos (Peterson & Peterson, 1959). No final da década de 70, foi 

proposta uma nova classificação de memória que considera o fator determinante para a 

manutenção da informação o tipo de processamento inicial que a originou e não mais o 

tempo cronológico (Olton, 1979; Olton et al., 1979). De acordo com este novo conceito, 

informações apresentadas em contextos temporais específicos seriam manipuladas por um 

sistema de memória denominado operacional (ou memória de trabalho), sendo as 

informações mantidas por períodos de tempo durante os quais essas informações fossem 

relevantes para a execução de uma determinada tarefa, devendo ser posteriormente 

“apagadas”. Já informações que são usadas em diferentes situações e que, portanto, 

independem do contexto específico em que foram adquiridas, seriam arquivadas sob a 

forma de memória de referência, podendo ser arquivadas por diferentes intervalos de 

tempo. Independente da classificação adotada, a existência de pelo menos dois sistemas de 

memória com características distintas tanto de processamento da informação quanto de 

tempo de manutenção desta informação está bem estabelecida (Olton, 1979; Olton et al., 

1979). 

A perda da memória e/ou capacidade de aprender novas informações é conhecida 

como amnésia. A amnésia pode ser definida como um estado mental patológico em que a 

memória e o aprendizado estão afetados em proporções maiores que as demais funções 

cognitivas em pacientes sem alteração do nível de consciência (Kopelman, 2002). A 

amnésia anterógrada caracteriza-se pela diminuição da capacidade de consolidar novos 

conhecimentos após o evento que causou o trauma, levando o indivíduo a uma 

incapacidade parcial ou completa de recordar o passado recente. Já a amnésia retrógrada é 

definida pela perda de acesso a eventos que ocorreram, ou a informação que foi aprendida, 

antes do trauma. A amnésia também pode ser caracterizada de acordo com a região afetada. 

Indivíduos com amnésia diencefálica apresentam lesões principalmente em estruturas do 

diencéfalo, sendo o núcleo medial dorsal do tálamo e os corpos mamilares no hipotálamo 

as regiões mais atingidas (Victor et al., 1989). Já amnésia temporal é causada por lesões 

principalmente no lobo temporal medial (ou áreas anatomicamente relacionadas), sendo o 

hipocampo a estrutura crítica no desencadeamento dessa síndrome. As primeiras sugestões 

sobre a importância dos lobos temporais mediais para a memória vieram de observações 
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sobre o paciente H.M., que logo após sofrer ablação bilateral dessa região começou a 

apresentar uma grave e inesperada deficiência de memória (Milner et al., 1968). 

Atualmente, estudos neuropsicológicos têm fornecido mais informações sobre as  

estruturas e conexões cerebrais que são importantes para a memória. Além disso, testes 

comportamentais específicos em animais de laboratório permitem o estudo dos diferentes 

tipos de memória.  

A avaliação da aprendizagem e memória de referência e/ou trabalho pode ser feita  

utilizando o teste no Labirinto Aquático de Morris (LAM) (Morris et al., 1981). Nesta 

tarefa, o animal aprende a localizar uma plataforma submersa (reforço positivo) em uma 

piscina (água=estimulo aversivo) utilizando, para isso, dicas espaciais distribuídas na sala 

de teste (Fig. 3). Uma das vantagens  do labirinto aquático em relação a outras técnicas de 

estudo de aprendizagem espacial é que não depende de privação alimentar nem de 

apresentação de choques elétricos (Gimenes-Júnior, 2008). 

 

 

Fig. 3. Desenho esquemático indicando componentes da sala do teste comportamental e do Labirinto 

Aquático de Morris. 
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Outro teste utilizado para avaliar memória é o teste de alternação espontânea, que 

leva em consideração a tendência natural de ratos, camundongos e outros animais de 

explorar de forma abrangente um novo ambiente. Dessa forma, quando expostos ao 

labirinto, os animais tendem a alternar a escolha dos braços de maneira não reforçada, 

utilizando dicas espaciais presentes fora do labirinto. Este teste tem sido cada vez mais 

usado em estudos farmacológicos, como um método simples e rápido de mensurar 

aquisição e retenção de informação, não exigindo treinamento extensivo e uso de reforços 

convencionais (Hughes, 2004). Durante o teste, o animal deve lembrar os braços recém 

explorados, de forma a ser capaz de alternar sua escolha na tentativa seguinte, usando para 

isso a memória de trabalho de dicas  espaciais presentes no ambiente. A tarefa de 

alternação envolve algumas regiões cerebrais, entre elas, o giro denteado do hipocampo, 

apresentando-se prejudicada em animais com lesões nessa região (Lalonde, 2012).  

Uma série de estudos utilizando diferentes testes comportamentais, entre eles o 

LAM e o teste de alternação espontânea têm revelado alterações cognitivas em ratos DT 

similares às alterações encontradas em pacientes com a SWK. Langlais et al. (1992) 

mostraram que após um período de recuperação do episódio de DT, ratos apresentaram 

déficits na habilidade para encontrar a plataforma no LAM. Esse resultado é consistente 

com dados obtidos pelo nosso grupo que observou que animais DT apresentaram um pior 

desempenho que ratos 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). 

Entretanto, os déficits nos ratos DT são observados somente nas primeiras sessões do 

LAM, ou seja, não existe diferença entre os grupos DT e controle no desempenho na última 

sessão do treino. Esse dado indica que os animais DT apresentam uma velocidade de 

aprendizado menor, mas se continuam sendo treinados são capazes de aprender a tarefa de 

forma similar aos controles.   

 Déficits cognitivos também foram observados em ratos DT em tarefas de: 

alternação espontânea (Savage et al., 2003) conforme mencionado acima, alternação tardia, 

esquiva ativa e esquiva passiva (Mair et al., 1985). Irle & Markowitsch (1983) observaram 

um pior desempenho de ratos submetidos à DT e ao consumo crônico de etanol na 

aquisição da esquiva passiva quando comparados ao grupo controle. Nesse estudo, exames 

histológicos revelaram danos neurológicos proeminentes no tálamo e cerebelo. Além disso, 

foi observada perda neuronal nos corpos mamilares, em algumas regiões do córtex e no 
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tronco encefálico próximo ao terceiro ventrículo. Os resultados de Savage et al. (2003) 

estão de acordo com esse dados, pois mostram que a DT em ratos produz déficits 

cognitivos perssistentes em tarefas envolvendo alternação espontânea em Labirinto em 

Cruz, constituído de quatro braços fechados. 

Os efeitos da DT na memória, causando amnésia retrógrada ainda são controversos. 

Em um dos poucos estudos, no qual os autores avaliaram a presença de amnésia retrógrada 

em ratos DT, os animais mostraram retenção normal da localização da plataforma. Nesse 

caso, a localização da plataforma  foi inicialmente aprendida durante um período de duas 

semanas antes do início do tratamento com piritiamina (Langlais et al. 1992). Esses 

resultados são confirmados em estudo conduzido pelo nosso grupo, que não encontrou 

efeito do etanol, da DT e nem da combinação de ambos os tratamentos na memória remota 

(Pires et al. 2005). Por outro lado, amnésia retrógrada foi encontrada em um estudo em que 

os animais foram incapazes de recuperar o desempenho na tarefa de alternação espacial que 

haviam aprendido antes do episódio de DT (Mair et al., 1985). 

Béracochéa (2005) propôs três hipóteses sobre a localização da disfunção neural 

responsável pelos déficits cognitivos resultantes da DT. A primeira hipótese é que 

relevante dano funcional é restrito ao diencéfalo, sendo o tálamo uma das primeiras regiões 

a apresentar sinais de neurodegeneração. A segunda hipótese é que a DT afeta estruturas do 

lobo temporal, incluindo o hipocampo e que a amnésia diencefálica surge devido a uma 

disfunção entre o diencéfalo e o lobo temporal medial (Béracochéa, 2005; Savage et. al., 

2003). Evidências sugerem que até mesmo um dano discreto no diencéfalo altera a função 

de outras regiões, em particular o hipocampo. A terceira hipótese é que os danos causados 

pela DT são amplamente distribuídos e engloba múltiplas regiões corticais (Paller et al. 

1997). Essas hipóteses permanecem sendo consideradas e muitos pontos continuam 

obscuros sobre as relações entre os substratos neurobiológicos e os aspectos de disfunções 

cognitivas. 
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3.2  Atividades e  Disfunções Motoras 

 

 O equilíbrio motor é a capacidade física que permite ao indivíduo controlar 

qualquer posição do corpo sobre uma base de apoio, que esteja estacionária ou em 

movimento. O equilíbrio estático caracteriza-se pelo tipo de equilíbrio conseguido em 

determinada posição, ou pela capacidade de manter certa postura sobre uma base estática. 

O equilíbrio dinâmico é aquele conseguido com o corpo em movimento, determinando 

sucessivas alterações da base de sustentação, mantendo, dessa forma, uma resposta natural 

do organismo ao desequilíbrio provocado pelo deslocamento (Shumway-Cook & 

Woollacott, 2006). 

 A coordenação motora é definida como a capacidade de produzir a contração dos 

músculos de forma tal que sua atividade orquestrada resulta em um movimento 

biologicamente adequado ao contexto. Para a realização de um ato motor, o sujeito deve 

ser capaz de produzir ou ter arquivada uma estimativa interna dos parâmetros necessários 

para a sua execução (Vargas et al., 2008). 

 Em um modelo proposto por Wolpert & Kawato (1998), o sistema motor é visto 

como uma alça sensoriomotora fechada: comandos motores geram contrações musculares, 

que, por sua vez, acionam uma alça de realimentação sensorial que desencadeia um novo 

movimento. Essa retroação é composta pelas informações sensoriais derivadas tanto do 

próprio movimento como das modificações nas relações físicas entre as partes do sistema 

musculoesquelético e as informações provenientes do ambiente. O novo comando motor 

incorpora essas informações, gera outro comando motor e assim por diante. 

Evidências sugerem que a predição, a correção e a execução dos movimentos estão 

organizadas em três níveis de controle: a medula espinhal, os sistemas descendentes do 

tronco encefálico e as áreas motoras do córtex cerebral. A integração é realizada por 

retroalimentação, por feed-forward e por mecanismos adaptativos, distribuídos entre os três 

níveis de controle motor. Os três níveis dos sistemas motores recebem entradas sensoriais e 

estão sob a influência de dois sistemas subcorticais: os núcleos da base e o cerebelo  

(Mussa-Ivaldi & Bizzi, 2000). 

O cerebelo e os núcleos da base participam tanto do planejamento motor quanto do 

controle da execução do movimento. Essas regiões cerebrais subcorticais projetam para o 

córtex cerebral por meio de núcleos talâmicos distintos. O cerebelo melhora a precisão do 
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movimento pela comparação entre os comandos motores descendentes e a informação 

sobre a ação motora resultante. Essas correções pelo cerebelo dependem da atividade 

cerebelar sobre o tronco encefálico e as áreas motoras corticais, que se projetam 

diretamente para a medula espinhal, monitorizando tanto sua atividade como os sinais de 

retroalimentação que recebem da periferia (Kandel et al.,1997). 

Os núcleos da base representam uma importante conexão subcortical entre o córtex 

motor e o restante do córtex cerebral. Eles são constituídos por grandes estruturas bem 

delimitadas, dentre as quais se destacam pela importância o corpo estriado (caudado e 

putamen), o globo pálido e a substância negra. O principal circuito motor do qual os 

núcleos da base participam origina-se nas áreas de associação. Dos núcleos da base, fibras 

projetam-se para o córtex-motor através do tálamo. As principais conexões aferentes do 

estriado originam-se do globo pálido constituindo a ansa lenticulares e o fasciculus 

lenticulares, feixes de fibras que se projetam aos núcleos talâmicos que, por sua vez, 

projetam-se ao córtex motor. Essas conexões formam o circuito cortico-estriado-tálamo-

cortical. Através dessa e de outras vias, os núcleos da base implementam o processamento 

cortical e influenciam outros sistemas motores descendentes (Brandão, 1991). 

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

processo de aprendizagem motora, ao passo que o estriado é significativamente mais ativo 

durante a execução de tarefas já aprendidas. Até pouco tempo atrás, considerava-se que o 

cerebelo e os núcleos da base não eram interconectados, entretanto, achados contradizem 

essa visão e outros autores propõem uma importante interconexão entre essas estruturas 

(Hoshi et al., 2005). 

O córtex pré-frontal está envolvido no planejamento de comportamentos complexos 

como, por exemplo, decidir levantar em determinada hora para chegar ao trabalho no 

horário, decidir parar na biblioteca para devolver um livro ou decidir que tipo de quadro 

pintar para uma aula de artes. O córtex pré-frontal especifica o objetivo para o qual os 

movimentos devem ser direcionados, e não os movimentos precisos a serem executados. 

Para executar um planejamento, o córtex pré-frontal envia instruções ao córtex pré-motor, 

que produz sequências complexas de movimento, apropriadas à tarefa. Se o córtex motor 

for lesionado, tais sequências não poderão ser coordenadas e o objetivo não poderá ser 

alcançado (Kolb & Whishaw, 2002). 
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Vários testes têm sido empregados para avaliar o comportamento motor em 

modelos experimentais, entre eles pode-se citar o rotarod e o beam balance. O teste no 

rotarod, desenvolvido inicialmente por Dunham e Miya (1957) é uma tarefa 

frequentemente utilizada para testar os efeitos de drogas no SNC. O procedimento requer 

que o animal mantenha o equilíbrio e a coordenação motora em uma base giratória, sendo, 

portanto, uma ferramenta útil para avaliar a função motora.  

O teste no beam balance tem sido utilizado para avaliar a função vestibulomotora. 

O sistema vestibular, além de estabilizar a imagem na retina e participar do equilíbrio, 

fornece informações ao SNC para orientação espacial e percepção de movimento. Do ponto 

de vista funcional, a percepção estática e de movimento e o controle do equilíbrio 

necessitam da integração dos sistemas vestibular, proprioceptivo e visual, o que torna essas 

funções multisensoriais. Enquanto o rotarod é uma tarefa útil para determinar déficits 

motores grossos em ratos, a detecção de déficits motores mais sutis como coordenação 

motora fina, requer o uso de diferentes métodos como o beam balance (Buccafusco, 2001).  

Dados obtidos por diferentes autores têm demonstrado que importantes estruturas 

encefálicas envolvidas na modulação e integração das respostas motoras (Lalonde & 

Strazielle, 2007) são seletivamente comprometidas na DT, destacando-se o cerebelo 

(Butterworth, 2003, Martin et al., 2003), o corpo estriado (Sjöquist et al. 1988, Yamashita 

et al., 1993) e o córtex pré-frontal (Carvalho et al., 2006). 

 A degeneração cerebelar é consideravelmente mais comum entre os alcoolistas do 

que a SWK, desenvolvendo-se em média 10 anos após o consumo crônico de álcool 

(Charness, 1993). Em estudos de autópsia, 40% dos alcoolistas apresentaram sinais dessa 

lesão (Torvik, 1987), que é caracterizada por retração de determinadas regiões do cerebelo, 

área envolvida principalmente na coordenação muscular. Dados de outros estudos também 

demonstram o papel dessa região em vários aspectos do funcionamento cognitivo e 

sensorial (Parks et al. 2003).  

 Freeman et al. (1987) relataram diminuição do comportamento exploratório em 

animais DT no teste “campo aberto”, tanto no que diz respeito à distância percorrida 

quanto ao número de levantamentos sob as patas traseiras, o que pode indicar, além de 

disfunção no componente motivacional, alterações no comportamento motor dos animais. 

Os efeitos da DT no desenvolvimento motor de animais experimentais também foram 

avaliados nas proles de mães submetidas à deficiência de B1 durante a lactação e a 
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gestação (Bâ & Seri, 1993, 1995; Bâ, 2008). Conforme resultados apresentados por esses 

autores, a DT se relaciona com níveis baixos de desenvolvimento funcional para algumas 

habilidades relacionadas ao controle motor dos animais (Bâ, 2008). Da mesma forma, 

nosso grupo de pesquisa (Ferreira-Vieira, 2009) observou que animais provenientes de 

mães restritas de tiamina no período perinatal apresentam uma redução significativa no 

tempo de permanência no teste do rotarod e um aumento na largura do passo no teste de 

impressão de patas.  

Esses resultados sugerem que indivíduos com deficiência de B1 podem apresentar 

déficits relacionados à função motora, sendo provável que, considerando a complexidade 

dos sistemas neuroanatômicos relacionados com atividades motoras descritos acima, os 

mecanismos responsáveis pelas lesões neuropatológicas sejam múltiplos e necessitem de 

estudos mais detalhados para melhor entendê-los. 

4. Alterações neuroquímicas induzidas pela deficiência de tiamina 

 4.1. GABA e Glutamato 

 Dentre os diversos circuitos envolvidos na neurotransmissão no SNC de mamíferos, 

a interação coordenada entre os estímulos excitatórios e inibitórios originados nos sistemas 

glutamatérgico e GABAérgico, respectivamente; é fundamental tanto para o 

desenvolvimento quanto para a manutenção de funções cognitivas complexas como 

aprendizado e memória (Foster & Kemp, 2006). 

Baseados em evidências indiretas alguns autores consideram que um aumento na 

liberação de neurotransmissores no hipocampo, principalmente de glutamato, seja o 

primeiro passo para a formação do potencial de longa duração (LTP - long term 

potentiation) (McGaugh, 2000; McGaugh & Izquierdo, 2000). O LTP é um fenômeno 

caracterizado por um aumento na eficácia da comunicação sináptica, sendo o principal 

correlato eletrofisiológico dos processos de aprendizado e memória. 

O mecanismo molecular relacionado a formação do LTP no hipocampo envolve a 

ativação inicial do receptor glutamatérgico ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol 

propiônico (AMPAR), seguido pela ativação dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) 

e metabotrópicos (mgluR). Esse processo abre canais de cálcio promovendo dessa forma, a 

ativação de enzimas como proteína quinase cálcio-dependente (PKC), proteína quinase 
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cálcio calmodulina dependente classe II (CaMKII), proteína quinase dependente de AMPc 

(PKA), que por sua vez ativam mecanismos intracelulares que culminam com a síntese  de 

proteínas necessárias para a manutenção do potencial de longa duração (McGaugh & 

Izquierdo, 2000). Manipulações farmacológicas envolvendo a LTP parecem estar 

associadas a alterações comportamentais, dependentes do hipocampo, que podem ser 

quantificadas por um déficit no desempenho de tarefas que envolvem aprendizado espacial 

(Boast et al., 1999, Bikbaev et al., 2008). 

Outra substância fundamental no processamento da memória é o GABA (ácido 

gama-aminobutírico), um importante neurotransmissor inibitório do SNC (Chapouthier & 

Venault, 2002; Ramirez et al., 2005). Diversos tipos de neurônios GABAérgicos já foram 

localizados no hipocampo (Han et al., 1993) e a utilização de agonistas e antagonistas de 

receptores GABAérgicos corroboram o importante papel deste circuito na aprendizagem e 

memória.  

Evidências científicas indicam que drogas que ativam o sistema GABAérgico 

promovem prejuízo na formação da memória quando administradas no ventrículo lateral, 

prosencéfalo basal, hipocampo e amígdala (Nagahara & McGaugh, 1992; Spanis et al., 

1999; Maruki et al., 2001). Da mesma forma, um aumento da função inibitória 

GABAérgica provocado pela administração sistêmica de diazepam induz prejuízo 

cognitivo quando os indivíduos são avaliados no Labirinto Aquático de Morris (Arolfo & 

Brioni, 1991; McNamara et al., 1993). Por outro lado, drogas que inibem o sistema 

GABAérgico, promovem melhora no aprendizado e na memória (Nutt & Malizia, 2001; 

Getova & Dimitrova, 2007). 

Além da participação do GABA e do Glutamato em processos cognitivos, estudos 

têm sugerido o envolvimento desses neurotransmissores em atividades relacionadas à 

funções motoras (Ozawa et al. 1998). Wardas et al. (1997) utilizando ligantes radioativos, 

em estudos com ratos jovens e idosos, mostraram evidências da participação do sistema 

glutamatérgico em processos relacionados à motricidade, sugerindo que distúrbios motores 

encontrados em ratos idosos podem ser consequentes à alterações em subunidades de 

receptores glutamatérgicos centrais. Sanchez- Perez et al. (2005) também demonstraram 

que os receptores de glutamato cerebelares do tipo N-Metil D-Aspartato (NMDA) são 

essenciais para a aquisição do aprendizado motor e para a execução de atividades 
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relacionadas à coordenação motora, corroborando a participação do circuito glutamatérgico 

no controle motor. 

O papel do Glutamato e do GABA nos déficits comportamentais associados à DT é 

pouco investigado. Resultados de estudos nessa área têm mostrado que manipulações 

farmacológicas nos sistemas glutamatérgicos e GABAérgico alteram os danos neurológicos 

e cognitivos asssociados a DT. Injeções intra septal de bicuculina (antagonista GABAA) 

aumentam a liberação de acetilcolina (ACh) no hipocampo e resulta na recuperação do 

déficit comportamental em tarefa de memória espacial (Roland & Savage, 2009). Em 

contraposição, injeção de MK-801 (antagonista não competitivo do receptor NMDA) 

administrada 30 minutos antes do teste comportamental aumenta a disfunção cognitiva 

presente em ratos DT (Savage et al., 1999). Nosso grupo de pesquisa encontrou  

diminuição nos níveis de GABA e glutamato no córtex pré-frontal e aumento significativo 

na concentração de GABA na substância cinzenta periaquedutal em modelo de deficiência 

grave de tiamina. Além disso, correlações entre esses neurotransmissores e desempenho no 

LAM foram observadas nesse estudo. As concentrações de glutamato e GABA não foram 

afetadas no tálamo (Andrade, 2011).  

Os efeitos da DT nos níveis de Glutamato e GABA e em aspectos motores também 

foram investigados pelo nosso grupo de pesquisa. Nesses estudos a DT foi induzida em 

ratos através da dieta, sem o uso de piritiamina. Observamos que a DT reduziu 

significativamente o tempo de permanência dos animais no beam balance e no rotarod 

além de aumentar a largura do passo em teste de impressão de patas. Foi também 

observada redução significativa de glutamato e GABA no cerebelo (Pereira-Caixeta, 2011). 

Deve-se mencionar que os sinais neurológicos apresentados apareceram três meses após o 

tratamento, sendo o processo neurodegenerativo muito mais lento que quando se utiliza 

piritiamina. Uma limitação ao uso desse modelo é o fato desse protocolo causar lesões 

principalmente no tronco cerebral e cerebelo, não ocorrendo processo degenerativo no 

tálamo e nos corpos mamilares (Troncoso et al. 1981; Witt, 1985), sendo portanto um 

modelo mais adequado da EW (fase aguda) que da síndrome de Korsakoff (fase crônica) 

(Savage et al., 2012).  
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 4.2. Acetilcolina 

Existem várias evidências que sugerem um envolvimento do sistema colinérgico 

central em processos cognitivos (Chang & Gold, 2003; Parent & Baxter, 2004; 

Friellingsdorf et al., 2006). Alguns autores mostraram que a liberação de ACh está elevada 

em eventos de aprendizagem e memória (Stefani & Gold, 2001; McIntyre et al., 2002; 

Chang & Gold, 2003) e que o uso de antagonistas muscarínicos (Izquierdo et al., 1992) e 

nicotínicos (Felix & Levin, 1997) no hipocampo afeta a memória. Estudos 

comportamentais dos efeitos de danos a núcleos colinérgicos evidenciaram disfunção 

cognitiva associada a lesões na banda medial/diagonal e no núcleo basal (Hepler et al., 

1985; Kesner et al., 1986). Outra evidência que relaciona função cognitiva e sistema 

colinérgico é o fato de que, transplantes no hipocampo de tecido de cérebro fetal rico em 

células colinérgicas podem restaurar a memória perdida por danos cerebrais (Dunnet et al., 

1985).  

Existem evidências que o consumo crônico de etanol resulta em perda de neurônios 

colinérgicos, diminuição da atividade da colina acetiltransferase e da concentração de ACh 

no córtex e hipocampo (Arendt et al, 1989; Casamenti et al., 1993; Cadete-Leite et al, 

1995). Alguns autores encontraram diminuição na atividade da colina acetiltransferase no 

córtex cerebral e hipocampo de animais após tratamento crônico com etanol (Beracochea et 

al., 1986; Arendt et al,., 1989, Casamenti et al., 1993). Dados obtidos pelo nosso grupo 

indicam que a DT induz uma diminuição na atividade da enzima AChE tanto no córtex 

quanto no hipocampo, enquanto o tratamento crônico com etanol diminui a atividade da 

AChE no hipocampo, mas não em outras regiões. Além disso, tanto o tratamento crônico 

com etanol quanto a DT diminuem a liberação basal e estimulada de ACh no córtex. Nesse 

estudo, foram encontradas correlações entre o desempenho dos animais nos testes  

cognitivos espaciais e os parâmetros colinérgicos (Pires et al., 2005).  

Esses resultados estão de acordo com dados obtidos por Savage et al. (2003) que 

avaliaram a liberação de acetilcolina “in vivo” durante tarefa de alternação espontânea. 

Nesse estudo, foi observado um aumento desse neurotransmissor durante o teste 

comportamental, tanto em animais controles quanto DT. No entanto, a liberação de 

acelticolina foi significativamente maior em animais controles que nos animais DT, sendo 

também observada uma correlação entre liberação de acetilcolina e desempenho no teste. 

Dados de estudo envolvendo o uso de injeções de fisostigmina (inibidor de 
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acetilcolinesterase) antes do teste mostraram melhora no desempenho de animais em 

tarefas de alternação espontânea (Roland et al., 2008), confirmando o papel do sistema 

colinérgico em tarefas de aprendizagem e memória. 

 

5. Outros aspectos moleculares relacionados à deficiência de tiamina 

Apesar dos vários estudos realizados, os mecanismos moleculares responsáveis 

pelas lesões e disfunções cerebrais induzidas por DT não são completamente conhecidos. 

Alguns autores relacionaram a morte neuronal observada em deficientes de tiamina ao 

estresse oxidativo gerado por danos mitocondriais (Park et al., 2000), descontrole do 

metabolismo oxidativo (Pannunzio et al., 2000), acidose (Hakim & Pappius, 1983) e à 

redução de atividade das enzimas α-cetoglutarato desidrogenase (Butterworth et al., 1986), 

transcetolase (Giguère & Butterworth, 1987) e complexo piruvato desidrogenase 

(Butterworth, 1985), que certamente levam a um déficit energético no cérebro (Lavoie & 

Butterworth, 1995). 

Muitas informações acerca das alterações metabólicas decorrentes da DT têm sido 

provenientes de estudos com indivíduos alcoolistas, uma vez que há evidências de que 

muitas das doenças descritas no sistema nervoso destes indivíduos são, particularmente, 

consequências da DT (Baker et al., 1999; Phillips, 1990). 

Lavoie & Butterworth (1995) compararam a atividade da transcetolase, do complexo 

piruvato desidrogenase e da α-cetoglutarato entre indivíduos alcoolistas e controle e 

observaram redução da atividade apenas da primeira (35% no cerebelo e tálamo, 22% no 

córtex frontal, 20% no córtex temporal, 19% no córtex prefrontal) e da segunda enzima (25% 

no córtex prefrontal).  

Corroborando a observação de Lavoie & Butterworth (1995), Alexander-Kaufman et 

al. (2006, 2007), usando uma abordagem proteômica, também demonstraram que os níveis de 

expressão da transcetolase e da piruvato desidrogenase subunidade E1β, estavam 

significativamente alterados na região BA9 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 DT pode não ter influência no mecanismo que leva aos danos induzidos por álcool no 

hipocampo.  
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Poucos estudos têm investigado alterações protéicas em modelo experimental grave de 

DT. 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).  

 O uso de técnicas proteômicas (eletroforese bidimensional, análise de imagens e 

espectrometria de Massa) para estudar os efeitos da DT em modelo experimental ainda não 

foi empregado. A proteômica estuda os processos biológicos através da análise sistemática 

das proteínas expressas nas células ou tecidos em condições fisiológicas específicas. Sendo 

assim, o proteoma reflete o estado de funcionamento do sistema, em um determinado 

momento e condição, ou seja, a expressão funcional do genoma. O tema foi prontamente 

absorvido pela comunidade acadêmica como uma das vertentes da era pós-genômica. 

Enquanto o genoma de um organismo permanece relativamente estável ao longo da sua vida, 

o proteoma é extremamente dinâmico e variável já que considera as mudanças nas taxas de 

expressão das proteínas, presença de isoformas, interações proteína-proteína, presença ou 

ausência de novas moléculas associadas a doenças, como também a maioria das modificações 

pós-traducionais (Tyers & Mann, 2003). A utilização dessa técnica pode auxiliar na 

elucidação dos mecanismos moleculares responsáveis pelas lesões e disfunções cerebrais e 

comportamentais induzidas pela DT.  
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ALTERAÇÕES PROTÉICAS E FUNÇÃO COGNITIVA EM MODELO DE 

DEFICIÊNCIA GRAVE DE TIAMINA
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PARTE I – EXPERIMENTO 1 

 

HIPÓTESE: O perfil proteômico do tálamo é afetado pela deficiência de tiamina e o déficit 

cognitivo espacial, observado em estudo prévio usando modelo de deficiência grave dessa 

vitamina, se relaciona com alterações em proteínas talâmicas. 

 

1.  Objetivo Geral 

Estudar os efeitos da deficiência grave de tiamina, em ratos adultos, sobre o perfil proteômico 

do tálamo e avaliar a relação entre o desempenho em tarefa cognitiva espacial e níveis de 

proteínas no tálamo*. 

 

2. Específicos 

 

Em ratos adultos, submetidos ou não à deficiência grave de tiamina, avaliar: 

2.1. O perfil de proteínas do tálamo; 

2.2. A correlação entre os níveis de proteínas no tálamo e o desempenho dos ratos em tarefa 

de aprendizagem e memória espacial. 

 

* Os tratamentos controle e de DT e os testes comportamentais foram conduzidos em um 

grupo de animais (sub-grupos: controle e deficiência de tiamina) com duas propostas de 

estudos neurobiológicos: (i) avaliar parâmetros serotonérgicos no tálamo e (ii) avaliar o perfil 

proteômico também no tálamo. Os dados comportamentais e neurobiológicos referentes à 

proposta (i) foram publicados na Behavioral Brain Research (Vigil et al., 2010). 

 O experimento 1, parte do presente estudo, se refere à proposta (ii), no qual foram utilizadas  

as amostras de tálamo de um dos hemisférios desses animais para o estudo da expressão de 

proteínas. As concentrações das proteínas que foram significativamente alteradas pela DT 

foram utilizadas para a investigação da relação entre esse parâmetro e o desempenho em 

tarefa cognitiva espacial. Esses dados foram submetidos à publicação na Neuroscience Letter 

(cópia do manuscrito no anexo 4). Embora os experimentos referentes às avaliações 

comportamentais não façam parte desse trabalho, optamos  pela apresentação detalhada  de 

todo o método visando um melhor entendimento do estudo.  
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1. Delineamento Experimental 

 Trinta e dois ratos machos, com aproximadamente três meses de idade, provenientes 

do Biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

foram divididos em dois grupos experimentais: I - Grupo controle (C, n = 16): animais 

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

tiamina (DT, n = 16): animais tratados com ração deficiente em tiamina e injeções diárias de 

piritiamina (0,25 mg/ kg, Sigma Chemical Co.).  

  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 com relação à ausência de tiamina 

(Anexos 5, 6 e 7). O critério para interromper o episódio de DT foi clínico. No momento em 

que os animais apresentaram sinais neurológicos desta deficiência, ou seja, convulsões e/ou 

perda do reflexo de endireitamento o tratamento foi interrompido através de injeções de 

tiamina (100 mg/kg). Após o período de recuperação - aproximadamente um mês - os animais 

foram submetidos ao teste no LAM onde aspectos da aprendizagem espacial foram avaliados. 

Um dia após os testes comportamentais, os animais foram mortos por decapitação e o cérebro 

foi separado. A região do tálamo foi dissecada e as amostras processadas para a avaliação do 

perfil de proteínas dessa região (Fig. 4). Os procedimentos experimentais adotados neste 

trabalho estão em concordância com as normas internacionais de uso de animais em 

laboratório (National Research Council, 1985)  

 

 

Fig. 4. Esquema do Delineamento Experimental. DO: Dia Zero = primeiro dia do tratamento. Tratamento= 

episódio de deficiência de tiamina. LAM= Labirinto Aquático de Morris. 
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2. Estudo Comportamental – Labirinto Aquático de Morris. 

 

2.1. Equipamento 

 Os testes foram realizados no Labirinto Aquático de Morris, que consiste em uma 

piscina circular de fibra de vidro, com 1,80 m de diâmetro, contendo água a 25
0
C até o nível 

de 30 cm, conforme previamente descrito (Morris, 1981) (Fig. 5). Esta piscina é dividida, 

virtualmente, em quatro quadrantes denominados NW (noroeste), SW (sudoeste), NE 

(nordeste) e SE (sudeste). Uma plataforma de resgate, circular (15 cm de diâmetro) e de 

acrílico transparente foi fixada no centro de um desses quadrantes, 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, 

mas se encontra instalada em uma sala de 3 x 3 m, com pistas visuais estáveis extra-labirinto, 

que servem de referências espaciais para que o animal localize a plataforma. Uma câmera de 

televisão com lente angular foi fixada no teto da sala bem acima da piscina para registrar os 

testes. Essa camara é acoplada a um computador onde um programa de análise de imagens é 

utilizado para tratamento dos dados registrados durante o teste. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 5. Foto da sala onde são realizados os testes no Labirinto Aquático de Morris. Nessa foto pode-se observar: 

(i) a piscina azul no centro da sala e (ii) algumas das pistas visuais extra-labirinto (p.ex. torneira e mangueira à 

esquerda, caixa azul à direita). O círculo branco foi desenhado na foto para indicar a localização da plataforma 

submersa. 
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2.2. Treino  
 

 Cada animal foi submetido a um treino constituído de quatro tentativas por sessão. As 

sessões foram diárias durante cinco dias consecutivos. A plataforma estava localizada em uma 

posição fixa no centro de um dos quadrantes, denominado quadrante alvo. Em cada tentativa 

o animal foi colocado na piscina a partir de 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 ou quando era conduzido até ela caso não 

a encontrasse no tempo máximo previamente estipulado, que foi de 60 segundos. Depois de 

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

em seguida retirados da piscina. O intervalo entre as tentativas foi de aproximadamente 12 

minutos. A latência, tempo em segundos gasto pelo animal para encontrar a plataforma e a 

distancia percorrida (cm) foram utilizadas para avaliar a aquisição da informação espacial. 

Quanto maior a latência ou a distância percorrida, pior o desempenho do animal. 

 

3. Dissecação do cérebro  

 No dia seguinte à última avaliação comportamental, os animais foram mortos por 

decapitação. O cérebro foi rapidamente retirado da cavidade craniana e dissecado de acordo 

com as coordenadas estereotáxicas apresentadas por Paxinos & Watson (1986). O cérebro foi 

colocado ventralmente sobre uma superfície plana. Em seguida foi realizado um corte sagital 

para possibilitar a visualização da região medial diencefálica e permitir a retirada do tálamo.  

 

4. Estudo bioquímico - Análise Proteômica 

4.1. Preparação da amostra  

 As amostras de tálamo provenientes de oito animais, sendo estes quatro controles e 

quatro deficientes de tiamina foram preparadas como descritas previamente por Paulson et al. 

(2004), com algumas modificações. Em resumo, 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 2000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante, contendo os lipídios, foi 

descartado e esse processo foi repetido por mais duas vezes. O precipitado (pellet) foi seco à ± 

4°C durante a noite. Em seguida, o pellet foi dissolvido em 100 µL de tampão da amostra 

contendo: urea 7M, tiourea 2M, heptil fenil hidroxipropil dimetilamoniopropanosulfonato 
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(C7bZO) 1% e Tris 40mM. As amostras foram incubadas por 4 horas e, após centrifugação 

(5000 x g por 5 minutos) o sobrenadante foi coletado. A concentração de proteína total de 

cada amostra foi determinada por método espectrométrico, usando o Kit Quant 2-D (GE 

Healthcare). 

 

4.2. Eletroforese Bidimensional e análise quantitativa 

 O protocolo para a eletroforese bidimensional foi seguido conforme descrito 

anteriormente por Wildgruber et al. (2000). As amostras, 250 μg de proteína, foram 

solubilizadas em tampão de rehidratação, contendo: uréia 7M, tiourea 2M, colamidopropil 

dimetilamonio propanosulfonato (CHAPS) 2%, gradiente de pH imobilizado (IPG) 0,5%, azul 

de bromofenol 0,002% e aplicadas às tiras com IPG (7cm, pH 3-11 NL) (GE Healthcare) por 

12 horas à temperatura ambiente. Posteriromente, foi realizada a focalização isoelétrica na 

unidade IPGphor (Pharmacia Biotech, San Francisco, CA, E.U.A) ajustando-se as condições 

(parâmetros) da “corrida” nas seguintes sequências: 200V durante 6 h, 500V durante 1 h, 

1000V durante 1 h, 8000V (gradiente) e, finalmente, 8.000V para um total de 35 

Milvolts/hora (MVH). Antes de proceder a segunda dimensão as tiras foram tratadas por 15 

minutos, sob suave agitação, em tampão de equilíbrio (Tris-HCl 74mM, pH 8.8, uréia 6M, 

glicerol 30%, azul de bromofenol 0,002%, SDS 2%) contendo DTT 1% e, em seguida por 

mais 15 minutos contendo iodocetamida 3%. 

 Na segunda dimensão as proteínas foram separadas em gel 12,5% de poliacrilamida 

em presença de SDS (PAGE-SDS) no sistema miniVE Vertical (Amersham Biosciences, San 

Francisco, CA). As tiras IPG foram mergulhadas por alguns minutos 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 “corrida” 

eletroforética foi realizada limitando-se a corrente a 100 V 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% e sulfato de amônio 12%. Após a 

etapa de fixação, os géis foram corados com Coomassie Blue Coloidal (G250 - Sigma) 2%, 

por cinco dias.  
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 Análise quantitativa: Os mapas bidimensionais obtidos foram escaneados no Image 

Master LabScan v. 3.0 e analisados através do programa Image Master
TM

2D Platinum v. 6.0 

(GE Healthcare). A detecção dos spots foi realizada de modo automático adotando os 

seguintes parâmetros: smooth=2, área mínima=5 e saliência= 65,000. Após este procedimento 

alguns ajustes (correções) manuais foram realizados, sendo estes: separação de dois spots 

próximos detectados como um único spot pelo programa, adição de spots não detectados pelo 

programa, remoção de manchas (backgrounds) detectadas pelo programa como spot. 

 Os spots coincidentes em função da sua posição no gel foram pareados 

automaticamente a partir de landmarks.  O gel com o maior número de spots foi escolhido 

como o gel referência.  

 

5.  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: tratamento (dois níveis: deficiência de 

tiamina e controle) e desempenho nas cinco sessões consecutivas de treino. Os resultados dos 

testes comportamentais foram analisados através do programa Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS), versão 17.0. 

 Para a comparação do perfil de proteínas entre os grupos 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 detectados no 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 significativa no volume relativo de cada proteína entre o grupo controle e DT. Essas 

análises foram feitas utilizando-se o programa de análise de imagens Image Master
TM

 2D 

Platinum v. 6.0 (GE Healthcare).  

Foram feitas análises de regressão linear entre os valores de porcentagem de volume dos 

spots (proteína) - que apresentaram níveis de expressão alterados – de cada animal e a sua 

latência na terceira sessão do LAM. Em todas as análises, diferenças foram consideradas 

significativas no nível de 5 % . 
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1.  Estudo Comportamental (Vigil et al., 2010) 

O resultado da aquisição da tarefa espacial nas cinco sessões de treino no Labirinto 

Aquático de Morris está expresso em latência (tempo gasto, em segundos, para o animal 

encontrar a plataforma) e apresentado na figura 6. O teste ANOVA com medidas repetidas no 

último elemento (2x5, fatores: tratamento e sessões) mostrou efeito significativo da deficiência 

de tiamina (F(1,30) = 6,00; p=0,02) e da sessão (F(4,12) = 27,06; p=0,00). Houve uma tendência 

de interação entre deficiência de tiamina e sessão (F(4,12) = 2,30; p=0,06). O desempenho dos 

animais do grupo controle foi significativamente melhor quando comparado ao grupo 

deficiente de tiamina na terceira (t(30)= 2,7, p = 0,01) e na quarta sessão (t(30)= 3,6, p = 0,001).  

Apesar do efeito significativo da deficiência de tiamina no aprendizado, os animais 

submetidos à deficiência foram capazes de aprender a tarefa espacial, diferindo dos animais 

controles apenas na velocidade de aquisição, pois ao final do período de treino (5ª sessão) 

todos os animais apresentaram o mesmo desempenho.  

 

Fig. 6. Curva de aprendizagem no Labirinto Aquático de Morris (LAM) durante as cinco sessões de treino. O 

desempenho dos animais é apresentado para os grupos DT=Deficiente de Tiamina e C=Controle. Detalhes no 

texto. 
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2.  Estudo Bioquímico - Análise Proteômica 

A Figura 7 mostra o perfil das proteínas expressas no tálamo de ratos dos grupos 

controle (painel a) e deficiente de tiamina (painel b), detectadas nas condições empregadas no 

presente estudo (detalhes na sessão de métodos, item 4.2). Cerca de 320 spots foram 

detectados em cada um dos géis dos animais de ambos os grupos. Ou seja, não houve diferença 

no número de proteínas expressas entre deficiente de tiamina e controle. A comparação entre 

os géis pode ser limitada pela dificuldade de sobreposição dos spots. Entretanto, neste estudo, 

em média 257 spots em cada gel (cerca de 80% dos spots) apresentaram correspondência no 

gel de referência, permitindo excelente comparação entre os grupos. 

 

Fig. 7. Perfil de proteínas, detectadas por eletroforese bidimensional, expressas no tálamo de ratos dos grupos 

controle (painel a) e deficiente de tiamina (DT= painel b). A primeira dimensão foi realizada em tiras IPG de 7 cm 

faixa de pH 3 a 10 e a segunda dimensão em gel de poliacrilamida 12,5% em presença de SDS. Os géis foram 

corados com Coomassie Coloidal. PM=peso molecular. 

 

 

 

 

 



Experimento 1- Resultados 
 

49 
 

Aplicando-se o teste t, unilateral, para comparar a % de volume das proteínas dos 

animais dos grupos controle e deficiente de tiamina, observou-se que 16 proteínas 

apresentaram padrões diferenciais de expressão (p<0,05). Esses spots (16 proteínas) estão 

indicados com um círculo, na foto do gel apresentado na Fig. 8. Considerando os resultados 

obtidos no teste t de student bilateral, somente sete proteínas apresentaram-se alteradas de 

forma significativa no grupo deficiente de tiamina (Fig. 8 - setas). Dessas proteínas 

significativamente alteradas no grupo deficiente de tiamina, três mostraram-se com o volume 

aumentado e as outras quatro com o volume reduzido em relação ao controle.  (Fig. 9). 

 

Fig. 8. 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. 
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Fig. 9. Imagem tridimensional gerada pelo programa Image Master
TM

2D Platinum v. 6.0  das sete proteínas do 

tálamo diferencialmente expressas em amostras controle (coluna à esquerda) e deficiente de tiamina (DT: coluna à 

direita). A deficiência de tiamina teve efeito significativo (p<0,05, bilateral) sobre a expressão dessas proteínas, 

sendo que quatro foram reduzidas (spots 7868, 7858, 7869, 8105) e três aumentadas (spots 8228, 8096, 8123) em 

relação aos controles. 
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Os resultados das análises de regressão entre o desempenho dos animais no LAM e os 

níveis de cada uma das sete proteínas que tiveram expressão alterada pela DT, monstraram que 

quatro dessas proteínas apresentaram correlação significativa com a latência para encontrar a 

plataforma, na terceira sessão do treino  no LAM (Fig. 10). Para três delas (spots 7858, 8123 e 

8228) a correlação não foi significativa. Foi verificada 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 = 

0,02] e a latência na terceira sessão do treino do LAM. Ou seja, quanto menor a expressão 

dessas proteínas maior o tempo (pior o desempenho) que os animais gastaram para encontrar a 

plataforma no terceiro dia de treino no LAM. Uma proteína, spot 8096, apresentou correlação 

positiva com a latência na terceira seção do LAM [r = 0,90; p=0,002].  

 

 

Fig. 10. 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 Labirinto Aquático de Morris. 
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Como descrito por Vigil et al. (2010) animais DT mostraram prejuízo na aquisição da 

tarefa espacial no Labirinto Aquático de Morris. 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 & Savage, 1995) nos quais ratos com DT apresentaram 

déficits no aprendizado espacial. O desempenho em teste cognitivo espacial é principalmente 

associado ao hipocampo (Morris et al., 1990; Moser et al., 1995). No entanto, o presente 

estudo é o primeiro a mostrar que o déficit no LAM em animais DT 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 & Brown (1999) a comunicação do hipocampo com os corpos 

mamilares e o núcleo talâmico anterior, através do fórnix, é fundamental para a memória 

episódica normal. Além disso, danos a esse eixo são responsáveis pelos déficits centrais em 

memória (Aggleton & Sahgal., 1993; Savage et a., 2011). 

Uma série de estudos tem sido realizada com o objetivo de determinar a relação entre 

disfunção talâmica e amnésia em modelo experimental de DT. Lesões na lâmina medular 

interna (LMI) e no núcleo anterior do tálamo são aparentemente responsáveis pelos déficits de 

memória e aprendizagem presentes em ratos submetidos a DT. Langlais et al. (1992) 

mostraram que ratos DT com a LMI pouco lesionada possuem uma curva de aquisição no 

LAM similar aos animais controles, enquanto animais com LMI amplamente lesionada 

possuem maiores latências para encontrar a plataforma. Da mesma forma, Langlais & Savage 

(1995) observaram déficits em tarefa de alternação espacial somente em animais com amplas 

lesões na LMI. O núcleo anterior do tálamo também parece estar envolvido em processos de 

aprendizagem e memória espacial, uma vez que dano nessa região produz amnésia persistente. 

Há evidências de considerável perda neuronal (50- 90%) no núcleo anterior do tálamo após 

episódio de DT (Langlais & Savage, 1995). Ampla lesão nessa região piora o desempenho de 

roedores em dois tipos de tarefa dependente do hipocampo (alternação espontânea e alternação 

espontânea tardia). Em contraposição, pequena lesão no núcleo anterior do tálamo não altera o 

desempenho na alternação espontânea (Savage et al., 2011). 

Correlações entre alterações neuroquímicas no tálamo e déficits cognitivos também têm 

sido reportadas em animais DT. De modo geral, há uma significante redução dos níveis de 

GABA e glutamato no tálamo após a restauração dos níveis de tiamina e aumento nos níveis de 

serotonina e seus metabólitos (Langlais et. al., 1988). Vigil et al. (2010) observaram uma 
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correlação entre parâmetros serotonérgicos e desempenho em tarefa de aprendizagem espacial, 

indicando que níveis elevados de ácido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) estão correlacionados 

com um prejuizo no desempenho de ratos no LAM. 

Apesar do papel do tálamo nos déficits comportamentais associados à DT ter sido 

reconhecido há muitos anos, os mecanismos moleculares subjacentes a essas alterações são 

desconhecidos. O presente estudo, além de reportar tanto aumento quanto redução nos volumes 

de proteínas do tálamo, também mostra que algumas dessas proteínas estão envolvidas no 

mecanismo neurobiológico associado ao desempenho dos animais no LAM. 

É interessante destacar que a correlação entre os volumes das proteínas alteradas só foi 

verificada com a latência para encontrar a plataforma na terceira sessão do LAM. Uma típica 

curva de aquisição no LAM para animais DT mostra um déficit nas etapas intermediárias do 

processo de aprendizagem (3
0
 e 4

0 
sessões) seguido por um desempenho similar aos controles 

(5
0 

sessão) (Langlais et al., 1992, Carvalho et al., 2006). Uma possível explicação para esses 

resultados é que o processo de aprendizagem, que pode ser considerado um processo 

neurobiológico dinâmico, possui uma característica cinética que seja crítica, em etapas 

intermediárias, para a codificação da informação responsável pela mudança do 

comportamento. Então, como consequência da neurodegeneração, a velocidade do processo é 

afetada, mas ao longo do treino, todos os animais são capazes de aprender a tarefa. Nesse caso, 

pode-se dizer que as sete proteínas alteradas que foram mostradas nesse estudo têm um papel 

no início do processo, sendo um dos substratos biológicos para aprendizagem espacial. Além 

disso, pode-se supor que caso o treino continue, outros mecanismos biológicos são requisitados 

para compensar a disfunção e os déficits comportamentais induzidos pela deficiência de 

tiamina. 

Estudos adicionais são necessários para caracterizar, por espectometria de massa, as 

proteínas alteradas. Até o momento, somente a proteína G (GTP-binding nuclear protein Ran) 

foi identificada. Proteína G é uma classe de proteínas envolvida na tradução de sinais celulares. 

Quando um ligante ativa o receptor acoplado à proteína G, ele induz uma mudança 

conformacional no receptor que permite que este funcione como um fator que ativa a troca do 

nucleotídeo guanina, colocando GTP no local do GDP que está na subunidade Gα. Isso 

desencadeia a dissociação da subunidade Gα do dímero Gβγ e do receptor. Ambas, Gα-GTP e 

Gβγ, podem então ativar diferentes cascatas de sinalização (vias de segundo mensageiro, como 

o AMPc, por exemplo) e proteínas efetoras (Hamm, 1998). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_acoplado_%C3%A0_prote%C3%ADna_G
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Segundo_mensageiro&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/AMPc
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Estudos genéticos, farmacológicos e eletrofisiológicos em uma variedade de 

organismos têm ressaltado a importância da via AMPc/PKA na plasticidade sináptica, 

aprendizado e memória. Experimentos realizados em aplyisias e drosófilas forneceram as 

primeiras evidências que mecanismos de sinalização mediados por AMPc acoplado à 

proteína G exercem um papel importante em formas de aprendizado e memória (Barco et al. 

2002;  Bourtchouladze 2002;  Lonze & Ginty 2002). Não há nenhum relato na literatura sobre 

o papel da proteína G no déficit de aprendizagem presente em ratos DT. 

Os dados do presente estudo sugerem que o processo de neurodegeneração induzido 

pela DT envolve alterações em proteínas específicas no tálamo, tanto no sentido de aumentar 

quanto diminuir a expressão dessas moléculas. Além disso, nosso trabalho confirma o papel 

do tálamo na amnésia presente em ratos DT, provendo um novo caminho para estudo dos 

mecanismos moleculares subjacentes aos déficits comportamentais induzidos pela DT. Além 

disto, os dados obtidos abrem um novo caminho para se entender, em futuros estudos, as 

bases moleculares do aprendizado espacial. 
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PARTE I – EXPERIMENTO 2 

 

 HIPÓTESE: A deficiência grave de tiamina altera os níveis de sinapsina I e/ou fosfo-

sinapsina I no hipocampo, interferindo com a relação dessas proteínas com o desempenho 

dos animais no teste comportamental de alternação espontânea.  

 

 

1.  Objetivo Geral 
 

Verificar os efeitos da deficiência de tiamina nos níveis hipocampais de sinapsina I e fosfo-

sinapsina e no desempenho de ratos durante tarefa de navegação espacial. Além disso, avaliar 

a correlação entre os níveis hipocampais dessas proteínas e o desempenho no teste de 

alternação espontânea *. 

 

 

2. Específicos 

 

Em ratos adultos, submetidos ou não à deficiência grave de tiamina, avaliar: 

2.1. Aspectos cognitivos em tarefa de alternação espontânea;  

2.2. Os níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I no hipocampo; 

2.3. A correlação entre os níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I com o desempenho dos 

animais no teste comportamental. 

 

 

 

* Os dados obtidos nesse estudo foram publicados na Behalvioural Brain Research. O 

artigo encontra-se no anexo 3. 
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1. Delineamento Experimental 

 Foram utilizados dezessete ratos machos com aproximadamente dois meses de idade 

da raça Sprague-Dawley (Harlan Co., Indianapolis, IN, USA). Inicialmente os animais foram 

alojados em dupla com ilimitado acesso a água e ração em um biotério com ciclo de 12 horas 

claro/escuro. Os animais foram então divididos em dois grupos experimentais de acordo com 

o tratamento: (1) controle (C, n = 8) ou (2) deficiente em tiamina (DT, n = 9). Os animais do 

grupo DT foram tratados com dieta deficiente em tiamina ad-libitum e injeções diárias de 

piritiamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA). Entre os dias 14-16 do tratamento, os 

animais DT mostraram perda do reflexo de endireitamento e convulsões generalizadas. Após 

4,25 horas do início das convulsões, os ratos receberam duas injeções de tiamina (100 mg/kg) 

intercaladas em um período de oito horas. Ratos do grupo controle foram tratados com ração 

deficiente de tiamina em quantidade equivalente a consumida pelos animais do grupo DT e 

receberam injeções diárias de tiamina (0,4 mg/kg i.p.). Durante o período de convulsões, 

todos os animais foram colocados individualmente nas gaiolas. Após o tratamento, os animais 

receberam ração comercial normal e foram então alojados em dupla. 

  Após o período de recuperação - aproximadamente um mês- os animais foram 

submetidos ao teste de alternação espontânea, onde aspectos da aprendizagem espacial e 

memória foram avaliados. Imediatamente após o teste, os animais foram mortos por 

decapitação e o cérebro foi separado. O hipocampo foi removido para as deteminações das 

concentrações de sinapsina I e fosfo-sinapsina I (Fig. 11). Os procedimentos experimentais 

adotados neste trabalho estão em concordância com as normas internacionais de uso de 

animais em laboratório (National Research Council, 1985). 

 

 

Fig. 11. Esquema do Delineamento Experimental. DO: Dia Zero = primeiro dia do tratamento. Tratamento= 

episódio de deficiência de tiamina.  
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2. Estudo Comportamental - Teste de Alternação Espontânea 

 O teste de alternação espontânea foi realizado no Labirinto em Cruz Elevado conforme 

descrito por Savage et al. (2003) com algumas modificações. O labirinto consiste de quatro 

braços de igual distância (55 cm cada), feitos com piso de madeira e paredes laterais de 

acrílico (12 cm de altura). O equipamento está posicionado 80 cm acima do chão, em uma 

sala onde há várias dicas (cartazes, portas, mesas) que são utilizadas como referência espacial 

pelos ratos (Fig. 12). Os braços do labirinto foram individualmente nomeados A, B, C e D. 

Dessa forma, para a realização do teste de alternação espontânea, o animal foi colocado no 

centro do labirinto e a seqüência de entradas nos braços (Ex: ABCBADC) foi registrada. 

Posteriormente, foi realizada uma análise dos registros determinando a porcentagem de 

alternação e o número de braços visitados. Uma alternação foi definida como uma entrada em 

cada um dos quatro braços durante uma sequencia sucessiva de quatro escolhas. Dessa forma, 

o número máximo de alternações possíveis seria o total de entradas nos braços menos três 

(referentes as três primeiras tentativas). O desempenho do animal foi expresso como 

percentual de alternações, calculado através do total de alternações realizadas/máximo de 

alternações possíveis x 100. Imediatamente após o teste comportamental, o animal foi 

decapitado e seu cérebro foi removido da caixa craniana. Foi realizado um corte sagital 

separando os dois hemisférios. O hipocampo de um dos hemisférios foi dissecado e 

armazenado a -80
0
 C até posterior análise dos níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I 

 

 

Fig. 12. Foto do Labirinto em Cruz Elevado onde foram realizados os testes de alternação espontânea. 
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3.  Estudo Bioquímico 

 Para a análise dos níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I no hipocampo, foi utilizada 

a técnica de Western blot como descrito por Werner et al. (2011) com algumas modificações.  

 Em resumo, os hipocampos foram homogeneizados em tampão de lise (SDS 1%, 

EDTA 1mM, Tris 10 mM) contendo inibidores de proteases e fosfatases. A concentração de 

proteína de cada amostra foi determinada usando o método do ácido bicinconínico (Pierce, 

Rockford, IL, EUA) e comparada com padrões de albumina de soro bovino. As amostras (25 

μg de proteína) foram desnaturadas e separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida  (8-

16%) (Life Technologies, Grand Island, NY). Posteriormente, as proteínas de cada gel foram 

transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Life Technologies) e 

bloqueadas durante a noite em tampão TBS (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e NaCl 150 mM) 

contendo Tween 0,01% e BSA 1%. Em seguida foram feitas três lavagens com tampão TTBS 

(Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e NaCl 150 mM, Tween 0,01%) por 10 minutos cada, e as 

membranas foram então incubadas durante a noite com anticorpo de fosfo-sinapsina I 

(diluição 1:250; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Após três lavagens (10 minutos 

cada) com tampão TTBS, as membranas foram expostas ao anticorpo secundário conjugado 

com peroxidase (diluição 1:15000, anti-cabra HRP, Santa Cruz, CA) durante 1 h. Após novas 

lavagens, as bandas foram reveladas e os níveis da proteína foram detectados através do 

método de quimioluminescência (GE Healthcare, Amersham, UK). As membranas foram 

subsequentemente expostas ao anticorpo de sinapsina I (diluição 1:250, Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) e β-actina (diluição 1:500; Millipore, Billerica, 

MA). A sinapsina I e a fosfo-sinapsina I possuem pesos moleculares diferentes, não ocupando 

a mesma região do gel. Amostras de cada rato foram analisadas em duplicata e, portanto, para 

cada rato, o resultado representa a média dos dados obtidos nas duas análises. 
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4. Análise estatística 

 A distribuição gaussiana dos dados foi verificada para os resultados comportamentais 

e bioquímicos. O efeito da DT na porcentagem de alternação e no número total de braços 

visitados durante tarefa no Labirinto em Cruz Elevado foi verificado utilizando o teste t de 

Student. 

 Os níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I foram normalizados utilizando a razão 

entre a intensidade de cada blot e a intensidade correspondente de β-actina e, convertido em 

porcentagem em relação ao grupo controle. Os níveis normalizados de sinapsina I e fosfo-

sinapsina I e a taxa de fosforilação de sinapsina I (razões entre os níveis de sinapsina I e 

fosfo-sinapsina I) em animais deficientes de tiamina e controle foram então comparados 

utilizando o teste t de Student. Foram feitas análises de regressão linear entre os dados 

comportamentais e bioquímicos. 

 Todos os dados foram analisados através do programa Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS), versão 17.0. Diferenças foram consideradas significativas no nível de 

5 %. 
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1. Estudo Comportamental 

 

 Como mostrado na figura 13 (Painel A), ratos do grupo deficiente de tiamina (n=9) 

apresentaram uma redução na porcentagem de alternação quando comparados com animais do 

grupo controle (n=8) (t (15) = 2,71; p=0,01). No entanto, não foi verificado efeito da DT no 

número de braços visitados (t (15) = 1,49; p = 0,15), ou seja, o nível de atividade dos ratos DT 

foi o mesmo dos animais controles (Fig. 13, Painel B). 

 

 

 

Fig. 13. Dados (média ± DP) do desempenho dos animais no teste de aprendizado e memória espacial avaliados 

através do comportamento de alternação espontânea no Labirinto em Cruz Elevado A) Porcentagem de 

alternação espontânea do grupo controle e DT (deficiente em tiamina). B) Nível de atividade dos animais de 

ambos os grupos representada pelo número de braços visitados. *p≤ 0.05. 
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2.  Estudo Bioquímico  - Níveis de Sinapsina I e Fosfo-sinapsina I 

 Foi observada uma redução significativa nos níveis de fosfo-sinapsina I nos animais 

do grupo DT em comparação com os animais controle (t(15)=2,20, p=0,02), assim como uma  

tendência de redução nos níveis de sinapsina I (t(15)=1,57, p=0,06) (Figura 14, painéis A e B). 

No entanto, os animais  DT e controle não diferiram em relação a taxa de fosforilação, que é a 

razão entre os níveis de sinapsina I por fosfo-sinapsina I (t(15)= 0,46, p = 0,32) (Figura 14, 

painel C).  

 

Fig. 14. Níveis relativos (DO= densidade ótica) de fosfo-sinapsina I e sinapsina I no hipocampo de animais 

controles e animais deficientes de tiamina (DT). Os valores foram expressos como uma razão entre sinapsina I 

ou fosfo-sinapsina I por β-actina (controle interno) e, em seguida convertidos para porcentagem em relação aos 

controles. A) Níveis de fosfo-sinapsina I em animais controle e DT. B) Níveis de sinapsina I em animais controle 

e DT. C) Proporção de sinapsina I para fosfo-sinapsina em animais controle e DT. No topo dos painéis A e B são 

apresentadas fotos de blots representativos de fosfo-sinapsina I e sinapsina I, respectivamente e β-actina para 

ambos. Os dados são apresentados como média ± DP.*p≤ 0.05 
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 Análises de regressão entre as porcentagens de alternação espontânea e os níveis de 

sinapsina I ou fosfo-sinapsina I no hipocampo foram realizadas considerando os animais de 

ambos os grupos em conjunto ou separados. Foram observadas correlações positivas entre a 

porcentagem de alternação e concentração  média de sinapsina I (r = + 0,77; p=0,02) (Fig. 15, 

painel A) e fosfo-sinapsina I (r= + 0,88; p=0,007) (Fig. 15, painel B)  para animais  do grupo 

controle. No entanto, os dados indicam que a deficiência de tiamina causa uma ruptura dessas 

relações, uma vez que não foram observadas correlações entre porcentagem de alternação e 

sinapsina I (r= - 0,42; p=0,25) ou fosfo-sinapsina I (r= - 0,31; p=0,41) em animais do grupo 

DT. A análise de regressão com os dados obtidos dos animais de ambos os grupos não 

mostrou correlação significativa para sinapsina I (r=0,44; p=0,07) e nem para fosfo-sinapsina 

I (r=0,38; p=0,13). 

 

 

Fig. 15. Gráfico de dispersão dos dados comportamentais e os níveis de sinapsina I (A) e fosfo-sinapsina I (B). 

DT = deficiência de tiamina. 
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 Após o episódio de DT, roedores apresentam déficits em vários testes de 

aprendizagem e memória espacial, incluindo alternação espontânea tardia (Mair et al., 1985), 

spatial matching to sample (MTS) (Mair et al., 1991), aquisição da localização da plataforma 

no LAM (Pires et al., 2005) e alternação espontânea tanto no Labirinto em T elevado 

(Langlais & Savage, 1995), como no Labirinto em Cruz Elevado (Savage et al., 2003). Os 

resultados obtidos no presente estudo, além de confirmar dados anteriores mostrando que 

animais DT apresentam um pior desempenho em tarefa de alternação espontânea, é o primeiro 

a mostrar que a deficiência dessa vitamina altera os níveis de fosfo-sinapsina I. 

 Dados de vários estudos mostram alterações nos níveis de sinapsina I (fosforilada e 

não fosforilada) em estados patológicos. Por exemplo, foi observada redução nos níveis dessa 

protéina no hipocampo contralateral de ratos após injúria cerebral traumática (Griesbach et 

al., 2002). Molteni et al. (2002) verificaram que após dois meses em uma dieta rica em 

gordura saturada e carboidratos, os animais apresentaram redução nos níveis de mRNA e  

proteína sinapsina I, como também déficits em tarefas de aprendizagem espacial em 

comparação com controles saudáveis. Em seres humanos, Vawter et al. (2002) mostraram 

uma diminuição nos níveis totais de sinapsina I em pacientes com esquizofrenia e transtorno 

bipolar. 

 A redução nos níveis de sinapsina I e fosfo-sinapsina I em ratos DT pode estar 

relacionada a redução da expressão de BDNF no hipocampo após tratamento de deficência de 

tiamina (Vetreno et al., 2012) uma vez que, o BDNF regula a síntese e fosforilaçao de 

sinapsina I. De acordo com Jovanovic et al. (2000) a estimulação da tirosina quinase B através 

do BDNF causa a ativação de MAP quinases (Mitogen Activated Protein Kinases) levando a 

um aumento da fosforilação de sinapsina I e consequentemente a liberação de 

neurotransmissores. Os resultados obtidos no presente estudo, mostrando que a deficiência de 

tiamina induz uma alteração nesta via, podem contribuir para o esclarecimento dos 

mecanismos moleculares de disfunções na neurotransmissão em ratos deficientes de tiamina. 

 Uma série de estudos têm mostrado alterações funcionais no sistema serotonérgico 

(Nakagawasai et al., 2007a), dopaminérgico, noradrenérgico (Nakagawasai et al., 2007b), 

glutamatérgico (Savage et al., 1999), GABAérgico (Roland & Savage, 2009; Butterworth et 

al., 1979) e colinérgico (Pires et al, 2005; Savage et al., 2003, Vetreno et al., 2008) em 

animais deficientes de tiamina. No hipocampo, Savage et al., (2003) mostraram que a 

liberação de acetilcolina “in vivo” durante tarefa de alternação espontânea é 
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significativamente reduzida em animais DT em relação aos controles. Estudo “in vitro” 

conduzido por Pires et al. (2001) encontrou atividade reduzida da AChE e uma redução na 

liberação de ACh no hipocampo em meio estimulante. O sistema glutamatérgico no 

hipocampo também é afetado pela DT. Le et al. (1991) mostraram que a liberação 

eletricamente estimulada de glutamato em fatias do hipocampo é significativamente menor 

em animais DT que em animais controle. Uma explicação possível para essas disfunções 

generalizadas é o fato da via neuroquímica da sinapsina I estar envolvida com múltiplos 

sistemas de neurotransmissão, uma vez que o sistema de fosforilação da sinapsina I afeta o 

processo de liberação de vários neurotransmissores. 

 As alterações em sistemas neurotransmissores em modelos de DT são acompanhadas 

por défictis em tarefas cognitivas (Savage et al., 2003; Pires et al., 2001; Vigil et al., 2010). 

Entretanto, os mecanismos moleculares subjacentes a esse processo, ainda não estão bem 

esclarecidos. Nossos resultados apontam para o envolvimento da sinapsina I em tarefas de 

aprendizagem e memória espacial. Foi verificada correlação positiva entre níveis hipocampais 

de sinapsina I (fosforilada e não fosforilada) e alternação espontânea em animais controles. 

Interessantemente, em animais DT essa correlação é perdida, indicando que a deficiência 

dessa vitamina rompe essa correlação entre nívies de sinapsina I e comportamento espacial. 

Além disso, foi observada uma redução em 30% nos níveis de fosfo-sinapsina I em animais 

DT, sendo este acompanhado por um pior desempenho no teste de memória espacial.  

 Outras evidências também sugerem que processos neuroquímicos associados à 

sinapsina I são fundamentais para a aprendizagem espacial. Por exemplo, estudos têm 

mostrado que a aprendizagem espacial aumenta os níveis de BDNF, seu receptor (TrkB) e 

sinapsina I no hipocampo (kusher 2005; Gómez-Pinilla et al., 2001) e que déficits de 

aprendizagem espacial podem, em parte, serem atribuídos a níveis reduzidos de sinapsina I 

(Corradi et al., 2008). Estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa mostrou alterações nos 

níveis de fosforilação de algumas proteínas no hipocampo de ratos após tratamento de 

recuperação de DT, particularmente a proteína p86 (Pires et al., 2007). Além disso, foi 

mostrado uma correlação entre o desempenho no LAM com os níveis de fosforilação da 

proteína p86, sugerindo um papel dessa proteína em processos de aprendizagem e memória. 

Uma possível candidada para p86 é a sinapsina I. 

 Em resumo, nossos resultados indicam que a deficiência de tiamina rompe as 

associações normais entre sinapsina I e fosfo-sinapsina I e aprendizado espacial dependente 
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do hipocampo. Estes dados corroboram dados obtidos em estudos anteriores, que sugerem  o 

envolvimento de disfunções em sistemas de neurotransmissão no hipocampo nos déficits de 

aprendizagem e memória espacial presentes em animais DT. Além disto, os resultados aqui 

apresentados esclarecem sobre componentes dos mecanismos neuroquímicos subjacentes à 

alterações cognitivas  em condições de deficiência de tiamina. 
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PARTE II 

 

 

O PAPEL DO GABA, GLUTAMATO E ACETILCOLINA EM ASPECTOS 

COMPORTAMENTAIS NO MODELO DE DEFICIÊNCIA GRAVE DE TIAMINA 
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PARTE II – EXPERIMENTO 3 

 

 

HIPÓTESE: comportamento motor e níveis de GABA e glutamato em regiões do SNC são 

afetados por  um episódio de deficiência grave de tiamina 

 

1. Objetivo Geral 
 

Verificar os efeitos da deficiência grave de tiamina sobre os níveis de GABA e glutamato em 

diferentes regiões do SNC e o desempenho de ratos em tarefa de atividade motora. Além 

desses, avaliar a correlação entre parâmetros bioquímicos e aspectos do comportamento 

motor. 

 

 

2. Específicos 

 

Em ratos adultos, submetidos ou não à deficiência de tiamina, avaliar: 

2.1. A concentração de GABA e glutamato no cerebelo, estriado, hipocampo e córtex pré-

frontal;  

2.2. O desempenho em tarefas de coordenação e equilibrio  motor;   

2.3. A correlação entre os parâmetros bioquímicos e comportamentais 
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1. Delineamento Experimental 

 

 Foram utilizados treze ratos da raça Wistar, com aproximadamente três meses de 

idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Minas Gerais. O tratamento experimental consistiu em: Grupo Controle (C) - animais 

tratados com ração padrão e injeções diárias de solução de salina (n= 6) e (ii) Grupo 

deficiente de tiamina (DT) - animais tratados com ração deficiente em tiamina e injeções 

diárias de piritiamina (0,25 mg/ kg, Sigma Chemical Co.) (n= 7). As rações, com e sem 

tiamina, foram produzidas no próprio Laboratório (LaNeC) (Anexos 5, 6, 7). O episódio de 

DT foi mantido até os animais apresentarem sinais clínicos como convulsões e/ou perda de 

reflexo de endireitamento (Ciccia & Langlais, 2000). Essas alterações ocorreram por volta do 

16° dia após o início do episódio de DT, sendo interrompidas com injeções intraperitoniais de 

tiamina (1mg/kg de peso). Após o período de recuperação clínica (27 dias) os animais foram 

submetidos aos testes motores. Um dia após os testes comportamentais os animais foram 

mortos por decapitação e amostras de regiões do SNC foram coletadas para os ensaios 

bioquímicos (Fig. 16).Todos procedimentos adotados neste estudo foram em concordância 

com as normas internacionais de uso de animais em laboratório (National Research Council, 

1985). 

 

 

Fig. 16. Esquema do Delineamento Experimental. DO: Dia Zero = primeiro dia do tratamento. Tratamento= 

episódio de deficiência de tiamina. 
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2. Estudo Comportamental 

 

2.1 Teste do Rotarod 

 

Equipamento 

 O teste do rotarod foi utilizado para avaliar o equilíbrio e a coordenação motora dos 

ratos (Shi et al., 2007; Simola et al. 2008). O equipamento utilizado (Fig.17) no presente 

estudo é composto por um cilindro giratório de 5cm de diâmetro e 28 cm de comprimento 

posicionado horizontalmente a 40 cm de uma plataforma e conectado a um motor elétrico que 

funciona em diferentes velocidades. Durante o treino e o teste, o animal é colocado sobre o 

cilindro em rotação, em um valor ajustado, devendo  manter o corpo em equilíbrio, para não 

cair, realizando todos os ajustes posturais necessários, através da coordenação dos 

movimentos de suas quatro patas (Wang et al., 2006). 

 

 

Fig. 17- Foto do equipamento (Rotarod) utilizado para a avaliação do equilíbrio e coordenação motora dos 

animais. 

 

Avaliação do equilíbrio e coordenação motora 

 

O protocolo utilizado foi adaptado a partir do descrito por Simola et al. (2008) e consistiu 

de uma etapa de aclimatação, uma de treino e uma de teste. Durante as sessões de aclimatação, 

que foram realizadas por três dias consecutivos, os ratos foram colocados sobre o cilindro 

giratório com o aparelho desligado (zero rotação por minuto – 0 rpm), durante 5 minutos em 



Experimento 3– Material e Métodos 
 
 

70 
 

três tentativas/dia, sendo os intervalos inter tentativa de 30 minutos. Posteriormente, foram 

realizadas as sessões de treino, na qual os animais foram treinados durante três dias 

consecutivos a permanecerem sobre o cilindro giratório a uma velocidade constante de 5 rpm. 

As sessões de treino constituíram-se de duas tentativas/dia para cada rato, durante 5 minutos e, 

também com intervalos de 30 minutos entre as tentativas. Durante o treino, se o animal caísse 

antes do tempo estipulado (5 min), a latência era registrada e o animal reconduzido à barra pelo 

experimentador. As sessões de teste (memória procedural) foram realizadas em dois dias, 24 e 

48 horas após o final do último dia de treino. O primeiro dia de teste, realizado 24 horas após o 

final do treino, consistiu em três tentativas com duração de 5 minutos cada, com velocidade 

constante de 5 rpm e com intervalos de 30 minutos entre as tentativas. Para o teste realizado 48 

horas após o último dia de treino, a velocidade constante do aparelho foi ajustada para 25 rpm 

e o animal foi submetido à três tentativas com intervalos também de 30 minutos. Quando o 

animal sofria uma queda, o tempo que o mesmo havia permanecido (latência) sobre o cilindro 

era registrado. Em todas as tentativas, aclimatação, treino e testes, os animais foram colocados 

perpendicularmente ao eixo do cilindro com a cabeça voltada em direção oposta ao sentido da 

rotação.  

 

2.2. Trave de Equilíbrio (Beam Balance) 

 

 O teste da trave de equilíbrio foi utilizado para medir o grau de coordenação motora 

fina e equilíbrio. O aparelho (Fig. 18) consiste de  uma base de madeira medindo 31,5 cm de 

comprimento e 1,8 cm de largura, elevada a 80 cm acima do chão por um suporte de madeira. 

Durante o teste, que foi realizado por três dias consecutivos, cada animal foi colocado 

individualmente sobre a base durante 60 segundos em uma única tentativa. Uma caixa 

contendo maravalha foi colocada abaixo do equipamento com o objetivo de amortecer a queda 

do animal. O tempo de permanência (latência) sobre a base, sem cair, era registrado (Fujimoto 

et al., 2004; Kharatishvili, et al., 2009).   

 



Experimento 3– Material e Métodos 
 
 

71 
 

 

Fig. 18. Foto do equipamento - Trave de equilíbrio - utilizado para a avaliação do equilíbrio e coordenação 

motora dos animais. 

 

 

3. Dissecação do cérebro  

 

 Após um dia dos testes comportamentais os animais foram mortos por decapitação, o 

encéfalo foi rapidamente retirado da cavidade craniana e dissecado de acordo com as 

coordenadas estereotáxicas apresentadas por Paxinos & Watson (1986). O cerebelo foi retirado 

e o cérebro foi colocado ventralmente sobre uma superfície com indicações de escala 

milimetrada e tomando-se como ponto zero a parte mais distal da região anterior. Um corte 

coronal foi feito a 2 mm na região antero-posterior para a retirada do córtex pré-frontal. 

Posteriormente, foi realizado um corte sagital e cada hemisfério foi cortado em fatias coronais 

de 1 mm para a remoção do estriado e hipocampo. Todos os procedimentos para a separação 

das regiões encefálicas foram executados a baixa temperatura, sobre uma Placa de Petri 

invertida e sobreposta em pedaços de gelo. 
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4. Estudo Bioquímicos  

 

 Todos os procedimentos realizados para a dosagem dos neurotransmissores GABA e 

glutamato foram executados pelo método cromatográfico (HPLC) desenvolvido pelo nosso 

grupo (Freitas-Silva et al., 2009). As amostras de córtex pré-frontal, estriado, hipocampo e 

cerebelo foram pesadas (10 mg de cada estrutura) e homogeneizadas em 15 volumes de 

solução constituída por metanol e água (85:15 v/v). Em seguida, a suspensão foi centrifugada 

(Sorvall RC-5B), a 4ºC, durante 15 minutos, em uma força centrifuga relativa de 7.800 x g. O 

sobrenadante obtido foi coletado e mantido no gelo até ser submetido à derivatização, para 

ensaio do GABA e glutamato. O objetivo da derivatização é aumentar a sensibilidade de 

detecção e a seletividade da separação cromatográfica. A reação de derivatização foi feita 

misturando-se 200 μL de amostra (sobrenadante), 40 μL de orto-oftaldeído (OPA) metanólico 

(5 mg/mL), 150 μL de tampão borato (pH 9,9) e 10 μL de ácido 3-mercaptopropiônico (MPA) 

conforme descrito por Mengerink et al. (2002). A solução resultante foi agitada e injetada no 

sistema cromatográfico após 1 minuto, à temperatura ambiente.  

 O sistema cromatográfico utilizado é um cromatógrafo Shimadzu (LC-10AD, Tokyo, 

Japão) com válvula injetora de 200 μL (Rheodyne 7725-I, California, USA) e detector 

fluorescente (FLD - Shimadzu spectrofluorometric detector RF-551, Tokyo, Japan) acoplado a 

uma bomba modelo LC-10. A fase móvel isocrática consistiu de uma solução de acetado de 

sódio 0.05M, tetrahidrofurano e metanol (50:1:49 v/v), pH 4,0. Os comprimentos de onda, de 

excitação e emissão, utilizados foram de 337 e 454 nm, respectivamente. Uma coluna 

cromatográfica analítica de fase reversa C18 (150 mm×4,6 mm, ID) e uma pré-coluna (RT 

250-4 E. Merck, Darmstadt E.R., Germany) foram utilizadas nas análises. O integrador 

(Shimadzu C-R7Ae plus) acoplado ao sistema cromatográfico forneceu a área dos picos dos 

cromatogramas, a partir da intensidade de fluorescência obtida nas análises. Os picos gerados 

de cada composto podem ser visualizados, no formato digital ou impresso, e constituem o 

perfil cromatográfico de uma determinada amostra. Na figura 19 encontra-se ilustrado o perfil 

cromatográfico de uma amostra obtida do hipocampo de rato do grupo controle. O tempo 

médio de eluição do glutamato e do GABA foi de aproximadamente 3.5 e 7.7 minutos, 

respectivamente. Com a utilização de uma curva padrão, onde concentrações conhecidas dos 

compostos de interesse são aplicadas no sistema, análises quantitativas podem ser obtidas a 

partir do programa associado ao integrador. O resultado é expresso em concentrações de 
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GABA ou glutamato (μg/g de tecido) calculadas através da área dos picos de cada um desses 

dois componentes, relacionada à respectiva curva padrão. 

 

 

 

Fig. 19. Cromatograma representativo da sequencia e perfil dos picos  de Glutamato e GABA em amostras 

obtidas no hipocampo de animais do grupo controle. 

 

 

 

5. Análises Estatísticas 

 

Os resultados do treino no rotarod foram analisados usando as médias ± erro padrão  das 

duas tentativas por sessão (dados paramétricos). Foi utilizado o teste ANOVA 2x3, com 

medidas repetidas no último elemento, sendo os fatores: tratamento (dois níveis: deficiência de 

tiamina e controle) e desempenho nas três sessões de treino (= três dias de treino).  

Os resultados do teste no rotarod foram avaliados utilizando a média das três tentativas 

em cada sessão (5rpm e 25 rpm) e expressos em média ± desvio padrão (dados paramétricos). 

O efeito da deficiência de tiamina sobre o desempenho dos animais no teste foi analisado 

utilizando ANOVA 2 x 2, com medidas repetidas no último elemento, sendo os fatores: 

tratamento (dois níveis: deficiência de tiamina e controle) e desempenho nas 2 sessões de 

treino (5 rpm e 25 rpm). Os resultados do teste na trave de equilíbrio (beam balance) foram 

comparados utilizando o teste Mann Whitney, já que estes apresentaram distribuição não-
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paramétrica, com p<0,05 no teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e expressos como 

mediana das três tentativas ± desvio interquartílico.  

Os efeitos do tratamento sobre os níveis de glutamato e GABA foram avaliados pelo 

Teste t de Student bicaudal. Diferenças foram consideradas significativas no nível de 5 %. 

Todos os dados foram analisados através do programa Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS), versão 17.0. 



Experimento 3– Resultados 
 
 

75 
 

1. Estudo Comportamental  

1.1. Rotarod 

TREINO: O Teste ANOVA 2x3 com medidas repetidas no último elemento mostrou efeito 

da sessão sobre o desempenho dos animais (F(2,22)=4,67; p=0,02). No entanto, não foi 

verificado efeito da deficiência de tiamina no desempenho dos animais ao longo do treino 

(F(1,11)=0,09; p=0,770). Também não foi verificado interação entre sessão e deficiência de 

tiamina (F(1,11)=1,6; p=0,22) (Fig. 20, painel A). 

TESTE: O teste ANOVA 2x2 com medidas repetidas no último elemento mostrou efeito 

significativo da sessão sobre o desempenho dos animais no teste (memória) (F(1,1)=84,54; 

p=0,00), ou seja, o desempenho dos animais na sessão 5rpm foi significativamente diferente 

do desempenho dos animais na sessão 25 rpm. Não foi verificado efeito da deficiência de 

tiamina em relação ao desempenho dos animais, avaliados através do tempo de permanência 

(latência) sobre a barra do rotarod na velocidade constante de 5 rpm e 25 rpm (F(1,12)=0,004; 

p=0,83). Não houve interação significativa entre deficiência de tiamina e sessão (F(1,1) = 

0,002; p=0,96) (Fig. 20, painel B). 

 

Fig. 20. Dados do desempenho no treino (painel A) e no teste do rotarod (painel B) dos animais deficientes de 

tiamina (linha azul) e controles (linha preta). Média das tentativas ± erro padrão, do tempo (segundos) de 

permanência (latência) sobre a barra giratória do rotarod. 
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1.2. Trave de equilíbrio (Beam balance) 

 

Não foi verificada diferença significativa em relação à latência na barra da trave de 

equilíbrio entre o grupo controle e o grupo deficiente de tiamina. (U=15,00; p=0,44) (Fig. 21). 
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Fig. 21. Desempenho dos animais deficientes de tiamina e controles no teste da Trave de Equilíbrio. Os dados 

representam mediana ± desvio interquartílico do tempo (segundos) de permanência sobre a barra do 

equipamento. 

 

 

3.  Estudo Bioquímico 

A figura 22 (painéis A e B) mostra os níveis de glutamato e GABA nas regiões do 

córtex pré-frontal, estriado, hipocampo e cerebelo dos animais dos grupos controle e deficiente 

de tiamina. O Teste t bicaudal mostrou efeito significativo da deficiência de tiamina na 

concentração de glutamato no cerebelo (t = 2,49; p = 0,02). Não foi verificado efeito da 

deficiência de tiamina nas concentrações de glutamato no córtex pré-frontal (t = - 0,25; p = 

0,80), estriado (t = - 0,72; p = 0,48) e hipocampo (t = 1,86; p= 0.08). A deficiência de tiamina 

afetou significativamente a concentração de GABA no hipocampo (t=3,16; p=0,009) e 

cerebelo (t = 2,74; p=0,01). Não foi verificada diferença significativa nas concentrações de 

GABA no córtex pré-frontal (t = 0,84; p = 0,41) e estriado (t = 13,00; p = 0,25). 

 



Experimento 3– Resultados 
 
 

77 
 

 
 

Fig. 22. Concentrações em  10
3 

μg/g de tecido (média ± erro padrão) de glutamato (Painel A) e GABA (Painel 

B) no córtex pré-frontal, estriado, hipocampo e cerebelo dos animais dos grupos deficiente de tiamina (barras 

pretas) e controles (barras cinzas). * p≤0.05. 

 

 

 Não foram observadas correlações entre os dados bioquímicos e comportamentais 

quando os animais de ambos os grupos foram analisados em conjunto ou separadamente (p≤ 

0.05).
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Os dados obtidos neste estudo indicam que a DT em ratos adultos não altera o 

comportamento motor avaliado em testes no rotarod e na trave de equilíbrio. Esses dados não 

eram esperados uma vez que diferentes autores (Butterworth, 2003; Martin et al.,2003; 

Lalonde & Strazielle, 2007), têm  mostrado que importantes estruturas encefálicas envolvidas 

na modulação e integração das respostas motoras são seletivamente comprometidas pela  DT. 

Além disto, os resultados aqui obtidos mostraram alterações nas concentrações de GABA e 

glutamato no cerebelo, região com importante papel na atividade motora. 

Uma hipótese que poderia ser levantada para explicar os achados mencionados acima é 

que as disfunções e/ou lesões observadas nessas estruturas envolvidas com o comportamento 

motor, causadas pela DT, depois de um período de recuperação poderiam ser compensadas 

por ajustes na atividade de circuitos neuroquímicos que compensariam e reverteriam os 

efeitos causados pela DT. Nesse contexto pode-se supor papéis modulatórios para o GABA e 

o Glutatamo. Os animais deficientes de tiamina, apesar de não apresentarem déficit motor, 

apresentaram alteração significativa nos níveis de glutamato e GABA no cerebelo, ou seja, 

após o insulto, poderia ocorrer um re-equilíbrio da rede através de alterações denominadas 

“neuroplasticidade” onde os circuitos modulatórios se ajustam de tal forma a re-estabelecer o 

funcionamento de outros circuitos básicos. Assim, nos animais DT, os sistemas GABAérgico 

e glutamatérgico teriam, ao longo do tempo, se ajustado e, devido a isso, suas concentrações 

seriam diferentes quando comparadas aos respectivos animais controles. Essas alterações 

aconteceriam ao longo do tempo em benefício dos animais, que ao receberem um insulto 

“deslocariam” o sistema de forma a reverter o prejuízo que então não se manifestaria 

posteriormente. Essa lógica estaria de acordo com a teoria darwiniana na qual déficits 

comportamentais devem ser sanados para assegurar a sobrevivência. 

Importante mencionar que, em estudo prévio, observamos que um episódio de restrição 

maternal de tiamina - durante a lactação - afeta aspectos motores da prole, sendo esses efeitos 

detectados nos animais da prole na fase adulta (Ferreira-Vieira, 2009). Uma possível 

explicação seria que, diferentemente dos episódios na fase adulta, uma deficiência durante 

períodos críticos da formação do SNC, como o perinatal, poderiam deixar sequelas 

irreversíveis no cérebro.  

Outros dados obtidos pelo nosso grupo (Pereira-Caixeta, 2011) também parecem 

contraditórios quando comparados com os achados do presente estudo. Observamos que 

quando a DT é induzida apenas através da administração de uma ração deficiente, sem o uso 
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de piritiamina e, portanto, a cinética do processo neurodegenerativo é muito mais lenta – 

aproximadamente 60 dias para aparecimento dos sinais neurológicos – o desempenho motor 

dos animais no rotarod é afetado. Levantamos a hipótese que, por se tratar de um efeito 

crônico mais prolongado, aproximadamente dois meses, esse poderia afetar de forma 

diferencial o sistema nervoso/muscular, podendo até mesmo interagir com o processo de 

envelhecimento, deixando sequelas não observadas quando a deficiência é induzida na 

presença de piritiamina, onde os sinais neurológicos aparecem com aproximadamente 15 dias. 

Dois meses para o rato é um período relativamente grande de vida. Importante considerar que 

a sequência de sinais clínicos observados quando a deficiência é induzida por piritiamina 

associada a uma dieta deficiente de tiamina é exatamente a mesma daquela observada quando 

a deficiência é apenas na dieta. O que difere á a cinética do processo. Portanto, a hipótese 

seria que uma cinética diferente poderia implicar em efeitos diferentes no sistema periférico – 

p.ex. sistema muscular - através de ajustes metabólicos crônicos, com consequente 

comprometimento funcional.  Estudos mais detalhados, com delineamento experimental e 

objetivos adequados, devem ser executados com a finalidade de entender melhor esses 

resultados. 

Apesar da tarefa no rotarod ser relativamente simples, reprodutível e amplamente 

utilizada, apenas um grupo de pesquisadores, até o presente momento, utilizou esse teste para 

a avaliação de parâmetros motores em ratos adultos deficientes de tiamina. Nesse estudo, Shi 

et al., (2007) observaram uma redução de 32% no desempenho dos animais após oito dias de 

DT. Essa redução foi aumentada para 82% e 97% nos dias nove e dez respectivamente. 

Segundo os autores, a DT não induz grande morte neuronal até o décimo dia da deficiência (-

90%), então, os déficits motores observados podem ser atribuídos a outros fatores 

relacionados à deficiência dessa vitamina. O fato desses autores terem feito a avaliação dos 

parâmetros motores durante o episódio de deficiência impossibilita a comparação com os 

resultados aqui apresentados, uma vez que no presente estudo, as avaliações foram feitas após 

o período de recuperação. Deve-se considerar que, os efeitos da DT, descritos por esses 

autores, sobre o desempenho motor de animais avaliados durante o episódio podem ser devido 

a uma baixa de ATP nas células musculares, resultado de disfunções no metabolismo de 

carboidratos. Portanto, no presente trabalho, o objetivo foi investigar os efeitos crônicos da 

deficiência sobre os SNC e, suas repercussões sobre aspectos comportamentais. Ou seja, 

verificar as sequelas neurológicas e comportamentais após um período de recuperação do 
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episódio de DT. Desta forma, estaríamos nos assegurando que os efeitos eventualmente 

detectados não seriam devido a um déficit energético agudo. 

A redução da atividade espontânea, hipotonia e atrofia dos músculos, perda de pêlo e 

redução de peso foram descritos repetidamente em ratos com DT (Kark et al.; 1975; Juntunen 

et al., 1979; Gibson et al., 1982; Hakim & Pappius, 1983). Em condições experimentais, 

sinais de polineuropatia como a falta de reflexos de estiramento, perda de massa muscular e 

de força, paresia dos pés podem ser provocadas devido a uma dieta deficiente em B1. No 

entanto, segundo Farmer (1981) as polineuropatias podem se desenvolver durante a 

deficiência crônica de tiamina, ou seja, após 3 meses de deficiência. No homem, tais sintomas 

são observados após 110 dias de deficiência.  

 Mesmo considerando as hipóteses mencionadas acima, outros fatores devem ser 

ponderados antes de se tirar conclusões definitivas sobre a não observação de efeitos da DT 

em aspectos do comportamento motor. Por exemplo, a variabilidade da amostra: o teste no 

rotarod foi realizado com 13 animais, sendo seis controles e sete deficientes de tiamina. As 

análises dos dados brutos mostraram grande variabilidade entre os animais DT, por exemplo, 

a latência de um dos animais DT foi de aproximadamente 274 segundos na velocidade de 

25rpm, enquanto a latência apresentada por outro animal do mesmo grupo foi de 7,5 

segundos. Os dados relativos à latência na trave de equilíbrio também apresentaram grande 

variabilidade no grupo DT, o que pode ser visto pelo valor relativamente alto do erro padrão 

apresentado no gráfico do desempenho dos animais nessa tarefa.  

Estudos em humanos sugerem que nem todas as pessoas são igualmente sensíveis à DT 

e suas consequências. Por exemplo, embora a DT possa ocorrer em até 80% dos alcoólicos 

(Tallaksen et al 1992), apenas cerca de 13% desenvolvem a EW (Harper et al 1988). Isto 

significa que as conseqüências graves da DT desenvolvem apenas em um subgrupo de 

pessoas que consomem álcool e têm uma alimentação inadequada. Uma possível explicação 

para estas diferenças na susceptibilidade individual é que algumas pessoas são geneticamente 

predispostas a desenvolver danos cerebrais após ter experimentado episódios repetidos de DT 

associado ou não ao consumo de álcool (Martin et al., 2003). Com a finalidade de esclarecer 

melhor essa questão, futuros estudos devem ser realizados utilizando amostras contendo um 

número maior de indivíduos. Outra alternativa, que não descarta a primeira, é proceder 

análises morfométricas em regiões especificas do SNC relacionadas com funções motoras; 

usar critérios para classificação da gravidade das lesões e redistribuir os animais em sub-
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grupos de acordo com esse critério. Nesse caso as análises estatísticas seriam realizadas 

comparando com os animais controles, os animais dos subgrupos deficientes em tiamina com 

lesões leve, moderada e grave.  

 Os resultados das avaliações bioquímicas obtidas no presente estudo mostram efeito 

da DT nos níveis de GABA e glutamato no cerebelo e de GABA no hipocampo. Pode-se 

argumentar que as medidas das concentrações total de GABA e Glutamato nos tecidos 

cerebrais podem ser inadequadas para avaliar seus papéis na atividade neurotransmissora, 

uma vez que esses aminoácidos se localizam em diferentes regiões da célula nervosa e podem 

ter outras funções. Nesse caso, em vez de mudanças na atividade de neurotransmissão 

sináptica, as mudanças relatadas poderiam ser consequências de distúrbios nos níveis de 

glicose e de enzimas que sintetizam e metabolizam o GABA e o glutamato nas diferentes 

regiões em que estão presentes. Se esse fosse o caso, a alteração observada deveria ocorrer em 

todas as regiões do encéfalo avaliadas. No entanto,  é importante mencionar que os efeitos da 

DT sobre as concentrações desses dois neurotransmissores foram em regiões cerebrais 

específicas. Por exemplo, das quatro regiões avaliadas, em apenas duas foram observadas 

alterações, indicando uma alta probabilidade de efeito, direto ou indireto, específico sobre 

sistema neuroquímico. No entanto, experimentos devem ser realizados para avaliar os efeitos 

da DT sobre a liberação desses neurotransmissores e/ou demais parâmetros, como atividade 

de receptores.  

Dessa forma, os dados aqui apresentados indicam que a tiamina e/ou seus derivados 

parecem desempenhar um papel específico na manutenção dos níveis de GABA e glutamato 

em algumas regiões do SNC. Como esse efeito é região-específica, parece ser diferente da 

ação relacionada ao papel dessa vitamina como co-enzima no metabolismo energético. 
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PARTE II – EXPERIMENTO 4 

 

HIPÓTESE: um episódio de deficiência grave de tiamina altera a liberação de acetilcolina, 

GABA e glutamato durante aprendizado espacial. 

 

1. Objetivo Geral 
 

Verificar os efeitos da deficiência grave de tiamina na liberação “in vivo” de glutamato, 

GABA e acetilcolina no hipocampo e o desempenho de ratos durante tarefa de alternação 

espontânea. Além disso, avaliar a correlação entre os parâmetros bioquímicos e aspectos do 

comportamento. 

 

 

 

2. Específicos  

 

Em ratos adultos, submetidos ou não à deficiência grave de tiamina, avaliar: 

2.1. Aspectos cognitivos em tarefa de alternação espontânea;  

2.2. A liberação de glutamato, GABA e acetilcolina “in vivo” no hipocampo durante tarefa de 

alternação espontânea; 

2.3. A correlação entre os parâmetros bioquímicos; 

2.4. A correlação entre os parâmetros bioquímicos e comportamentais. 
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1. Delineameto Experimental 

 Foram utilizados dezesseis ratos machos com aproximadamente dois meses de idade 

da raça Sprague-Dawley (Harlan Co., Indianapolis, IN, USA). Inicialmente os animais foram 

alojados em dupla com ilimitado acesso a água e ração em um biotério com ciclo de 12 horas 

claro/escuro. Os animais foram então divididos em dois grupos experimentais de acordo com 

o tratamento: (1) controle (C, n = 8) ou (2) deficiente em tiamina (DT, n = 8). Os animais do 

grupo DT foram tratados com dieta deficiente em tiamina ad-libitum e injeções diárias de 

piritiamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA). Entre os dias 14-16 do tratamento, os 

animais DT apresentaram perda do reflexo de endireitamento e convulsões generalizadas. 

Após 4,25 horas do início das convulsões, os ratos receberam duas injeções de tiamina (100 

mg/kg) intercaladas por um período de oito horas. Ratos do grupo controle foram tratados 

com ração DT em quantidade equivalente a consumida pelos animais do grupo DT e 

receberam injeções diárias de tiamina (0.4 mg/kg i.p.). Durante o período de convulsões, 

todos os animais foram colocados individualmente nas gaiolas. Após o tratamento, os animais 

receberam ração comercial normal e foram então alojados em dupla. Após o período de 

recuperação (aproximadamente um mês), todos os animais foram submetidos à cirurgia 

estereotáxica para a implantação da cânula guia que mais tarde alojou a sonda de microdiálise. 

Cinco dias após a cirurgia, os animais foram manuseados (5min/dia) durante cinco dias 

consecutivos, sendo então submetidos ao teste de alternação espontânea no Labirinto em Cruz 

Elevado. A coleta de amostras para os ensaios bioquímicos foi realizada através de 

microdiálise antes, durante e após o teste comportamental (Fig. 23). Os procedimentos 

experimentais adotados neste trabalho estão em concordância com as normas internacionais 

de uso de animais em laboratório (National Research Council, 1985)  

 

Fig. 23. Esquema do Delineamento Experimental. DO: Dia Zero = primeiro dia do tratamento. Tratamento= 

episódio de deficiência de tiamina. 
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2. Cirurgia 

 Os animais foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal (0,1 mL/kg) da 

mistura de Ketamina (83,0 mg/Kg) e Xilazina (17,0 mg/Kg) (Vetreno et al., 2008). Uma 

cânula guia (CMA/12,3mm, Carnegie Medicine Associates, Chelmsford, MA) foi implantada 

no hipocampo esquerdo de cada animal de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1986). 

Imediatamente após a cirurgia, os animais receberam uma dose de Buprenorfina (0,3 mg/kg) e 

Gentamicina (0,2 mg/kg) e foram colocados em uma incubadora até que a postura ereta fosse 

recuperada. Conforme mencionado acima, após serem manuseados (5min/dia) por cinco dias 

consecutivos após a cirurgia, os animais foram então submetidos ao teste comportamental no 

Labirinto em Cruz Elevado 

 

3. Teste Comportamental e Microdiálise 

 O teste de alternação espontânea no Labirinto em Cruz Elevado e a microdiálise foram 

realizados conforme descrito por Savage et al. (2003) com algumas modificações. No dia do 

teste comportamental, a sonda de microdiálise (CMA/12,3 mm) foi inserida na cânula guia do 

hipocampo e o animal foi colocado em uma gaiola (41 cm x 30 cm x 35 cm) localizada na 

sala de teste. As sondas foram perfundidas continuamente com fluido cérebro espinhal (em 

mM: NaCl 127,6, KCl 4,0, CaCl2 1,3, MgCl2 0,9, NaH2PO4 0,9, Na2HPO4 2,0, e glucose 1,0; 

pH = 7.4) a um fluxo de 2µl/min. Após 60 minutos de estabilização, foi coletada uma amostra 

de diálise durante 18 minutos (volume da amostra: 36 µL). Essa amostra foi utilizada para 

determinar os níveis basais de acetilcolina, GABA e glutamato (Linha de Base –  Pré-teste 

comportamental). Posteriormente, o animal foi colocado no centro do labirinto, permitindo-se 

que o mesmo pudesse explorar o local por 18 minutos. O teste de alternação espontânea no 

Labirinto em Cruz Elevado foi feito conforme descrito na sessão de Material e Métodos do 

Experimento 2. Durante o teste comportamental também foi coletado uma amostra de diálise 

(volume da amostra: 36 µL) que foi utilizada para determinar os níveis de acetilcolina, GABA 

e glutamato liberados durante a execução da tarefa espacial (treino). Após o teste no labirinto, 

o rato foi transferido para a gaiola onde foi coletada uma amostra (volume da amostra: 36 µL) 

durante 18 minutos (Linha de base – Pós-teste comportamental). 

 Dos 36 µl coletados durante cada fase, 10 µl foram utilizados para dosagem de 

acetilcolina e 26 µl foram utilizados para a dosagem dos aminoácidos, GABA e glutamato, 

conforme descrito abaixo. 
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4. Cromatografia Líquida de Alto Desempenho 

4.1. Dosagem de acetilcolina 

 A dosagem de acetilcolina nas amostras coletadas por microdiálise (in vivo), foi feita 

segundo Chang et al. (2006). Resumidamente, a concentração de ACh em cada amostra de 

diálise foi determinada por HPLC com um detector eletroquímico (Bioanalytical Systems, 

Inc.). O sistema de análise incluiu uma coluna analítica microbore de permuta iônica (BAS), 

um reator microbore ACh/Colina, enzimático imobilizado contendo AChE e colina oxidase 

(immobilized enzyme reactor, BAS), um eletrodo de carbono eletroquímico (BAS), uma 

válvula de baixa dispersão com capacidade de 10 µl (Rheodyne modelo 9125–087) e uma 

bomba Shimadzu LC-10ADvp. A fase móvel consistiu de 50 mM de Na2HPO4 (pH 8,5). O 

fluxo programado foi de 140 µL/min e o volume de injeção de cada amostra foi 5,0 µL. O 

tempo médio de eluição da acetilcolina foi de aproximadamente oito minutos. O limite de 

detecção desse sistema é de ≤ 5 femtomoles (fmol). Os resultados foram espressos em 

fentomoles e convertidos em porcentagem em  relação ao Pré-teste (linha de base). 

 

4.2.  Dosagem de GABA e Glutamato 

 Todos os procedimentos realizados para a dosagem dos neurotransmissores glutamato, 

e GABA foram executados através da técnica de HPLC. O método utilizado, descrito por 

Donzanti & Yamamoto (1988) e Rowley et al. (1995) emprega a detecção eletroquímica dos 

derivados dos aminoácidos formados por uma reação química com o orto-oftaldeído e β-

mercaptoetanol (OPA- metanólico). O sistema inclui um autoinjetor da marca ESA (Modelo 

542; Chelmsford, MA, EUA), um amortecedor de pulsos (ESA), e uma coluna Xterra MSC18 

(3.0× 50 mm, 2,5 μm). A reação de derivatização foi feita misturando-se 26 μL de amostra 

com 15 μL de OPA- metanólico (5mg/mL) preparado diariamente. Vinte microlitros (20 μL) 

da solução resultante foram injetados no sistema cromatográfico para análise da concentração 

dos aminoácidos. A fase móvel consistiu de uma solução de 100 mM de fosfato de sódio 

(dibásico, anidro) com 20% por volume de metanol e 3,5% por volume de acetonitrila. A fase 

móvel foi filtrada em membrana de nylon com espessura de 0,2 µm (Nylaflo; Pall Life 

Sciences) e o pH foi ajustado para 6,75 com ácido orto-fosfórico ou hidróxido de sódio. Uma 

célula guarda (ESA5020) foi posicionada antes do autoinjetor e ajustada em um potencial de 

700 mV para oxidação da fase móvel e estabilidade da linha de base. Uma célula analítica de 

detecção (ESA, modelo 5014B; primeiro eletrodo = 150 mV, segundo eletrodo = 400 mV) foi 



Experimento 4– Material e Métodos 
 

86 
 

posicionada após a saída da coluna, sendo controlada por um detector eletroquímico 

coulométrico (ESA, Cuolochem III) com três eletrodos. Os picos gerados pelo segundo 

eletrodo através da eluição dos derivados dos aminoácidos foram analisados pelo programa 

EZChrom Elite (Scientific Software Inc, modelo SS420x), sendo convertidos em ng de 

aminoácidos utilizando uma curva padrão. Os resultados foram convertidos em porcentagem 

em relação ao Pré-teste (linha de base). 

 

5. Histologia 

 Imediatamente após o teste comportamental, o animal foi decapitado e seu cérebro foi 

removido da caixa craniana. Foi realizado um corte sagital separando os dois hemisférios. O 

hemisfério com o hipocampo canulado foi fixado em uma solução de formol 10% por no 

mínimo 72 horas e então transferido para uma solução de 30% de sucrose. O hemisfério foi 

fatiado a partir da comissura anterior até o tegmento pontino posterior em fatias de 60µm 

utilizando um micrótomo modelo Sm2000r (Lecia Instruments, Alemanha). As fatias foram 

coradas com cristal de violeta para a avaliação do posicionamento da cânula no hipocampo. 

Somente animais cujas cânulas estavam no interior do hipocampo foram incluídos nas 

análises. 

 

6. Análises estatísticas 

 A distribuição gaussiana dos dados foi verificada para os dados comportamentais, 

dessa forma, o efeito da DT na porcentagem de alternação como também no número total de 

entradas nos braços durante tarefa no Labirinto em Cruz Elevado foi avaliado utilizando o 

teste t de Student.  

 O efeito da deficiência de tiamina na liberação basal de glutamato (em ng) e 

acetilcolina (fmol) durante o Pré-teste (linha de base) foi avaliado utilizando o teste t de 

Student (dados paramétricos). O efeito da deficiência de tiamina na liberação basal de 

GABA (em ng) durante período Pré-teste (linha de base) foi avaliado utilizando o teste de 

Mann-whitney (dados não paramétricos).  

 Para estudar o efeito da deficiência de tiamina e das fases (Pré-teste, teste, Pós-teste), 

os valores em ng (GABA e glutamato) e fmol (acetilcolina) foram convertidos em 

porcentagem média em relação ao Pré-teste (linha de base), sendo então utilizado o teste 
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ANOVA 2X3 com medidas repetidas no último elemento, sendo os fatores: tratamento= 2 

níveis: deficiência de tiamina e controle, fase = 3 níveis. Foram feitas análises de regressão 

linear para avaliar as relações entre os dados comportamentais e bioquímicos. Diferenças 

foram consideradas significativas no nível de 5 % (p<0,05). Os resultados foram analisados 

através do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 17.0. 
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1. Estudo Comportamental 

  

 Como mostrado na figura 24 (Painel A), ratos deficientes de tiamina (n=8) mostraram 

uma redução na porcentagem de alternação, quando comparados com animais do grupo 

controle (n=8) (t(14)=4,70; p=0,00). No entanto, não foi verificada diferença significativa entre 

o número de braços visitados pelos animais quando se compara os dois  grupos (t(14)=0,31 

(t(14)=0,31; p = 0,75), ou seja, o nível de atividade dos ratos DT foi o mesmo que os animais 

controle (Fig. 24, Painel B). 

 

 

Fig. 24. Resultado do teste comportamental (média ± DP) realizado no Labirinto em Cruz Elevado. A) 

Aprendizagem espacial expressa como porcentagem de alternação espontânea do grupo controle e DT (deficiente 

em tiamina). B) Nível de atividade dos animais de ambos os grupos representada pelo número de braços 

visitados. * = p≤ 0.05. 
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2. Estudo Bioquímico 

 

2.1. Liberação de glutamato 

 
 Não foi observado efeito da deficiência de tiamina nos níveis basais (liberação 

espontânea) de glutamato no hipocampo (nanogramas) durante o período que os animais 

estavam na gaiola (Pré-teste) (t(13)= 1,10; p=0,28). Comparando as três fases (Pré-teste, teste, 

Pós-teste) e os dois grupos (Controle x DT), ANOVA com medidas repetidas no último 

elemento mostrou efeito do tratamento (F[1,14] = 5,46, p=0.03) e interação entre tratamento e 

fase (F[1,2]= 4,50, p=0.02) (Fig. 25). 

 

 

Fig. 25. Níveis de glutamato liberado [porcentagem média em relação a linha de base (Pré-teste) ± EP] no 

hipocampo de ratos controles e DT (deficientes de tiamina) durante os períodos Pré-teste, teste e Pós-teste. 
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2.2. Liberação de GABA 

 

 Não foi observado efeito da deficiência de tiamina nos níveis basais (liberação 

espontânea) de GABA no hipocampo (nanogramas) durante o período que os animais estavam 

na gaiola (Pré-teste) (U=20,00; p=0,56). Comparando as três fases (Pré-teste, teste, Pós-teste) 

e os dois grupos (Controle x DT) ANOVA com medidas repetidas no último elemento não 

mostrou efeito do tratamento (F[1,13] = 0,009, p=0.92) e também não houve efeito da interação 

entre tratamento e fase (F[1,2]= 0,12, p=0.88) (Fig. 26). 

 

 

Fig. 26. Níveis de GABA liberado [porcentagem média em relação à linha de base (Pré-teste) ± EP] no 

hipocampo de ratos controles e DT (deficientes de tiamina) durante Pré-teste, teste, Pós-teste. 
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2.3 Liberação de acetilcolina 

 

 Não foi observado efeito da deficiência de tiamina nos níveis basais (liberação 

espontânea) de acetilcolina no hipocampo (fentomoles) durante o período que os animais 

estavam na gaiola (Pré-teste) (t(14)=1,00; p = 0,33). Comparando as três fases (Pré-teste, teste, 

Pós-teste) e os dois grupos (Controle x DT), ANOVA com medidas repetidas no último 

elemento mostrou efeito do tratamento (F[1,14] = 8,76, p=0,01) e também efeito da interação 

entre tratamento e fase (F[1,2]= 5,98, p < 0,00) (Fig. 27). 

 

 

 

Fig. 27. Níveis de acetilcolina liberada [porcentagem média em relação a linha de base (Pré-teste) ± EP] no 

hipocampo de ratos controles e DT (deficientes de tiamina) durante os períodos Pré-teste, teste e Pós-teste. 
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3. Correlações entre os parâmetros bioquímicos e comportamentais 

 

 Os resultados das análises de regressão estão apresentados na Tabela 1. Não foram 

observadas correlações entre a liberação de glutamato durante teste comportamental e a 

porcentagem de alternação espontânea, quando os dados dos animais dos dois grupos foram 

utilizados em conjunto para a análise  (r = 0,29, p = 0,27, n=16) ou separados: controle (r = 

0,27, p = 0,50, n=8), deficiente de tiamina (r = 0,29, p = 0,47, n=8). Também não foram 

observadas correlações entre a liberação de GABA e o desempenho dos animais dos dois 

grupos (r = 0,15, p = 0,59, n=16) ou separados: controle (r = 0,01, p = 0,97, n=8), deficiente 

de tiamina (r = 0,51, p = 0,19, n=8). Foi verificada correlação entre os níveis de acetilcolina e 

porcentagem de alternação espontânea (r = 0,55, p = 0,02, n=16) (Fig 28). No entanto, quando 

os grupos foram avaliados separadamente, não foi observada correlação entre essas variáveis 

para animais controle (r = 0,28, p = 0,49, n=8) e nem para os deficientes de tiamina (r = 0,28, 

p = 0,49, n=8). Foi verificada uma tendência de correlação entre a liberação de glutamato e 

acetilcolina durante a execução do teste comportamental quando os dados dos animais dos 

dois grupos foram utilizados na análise (r = 0,45, p = 0,07, n=16), mas essa correlação foi 

perdida quando os grupos foram analisados separados: controle (r = 0,30, p=0,46, n=8), 

deficiente de tiamina (r = 0,10, p=0,80, n=8). Não foi verificada correlação entre a liberação 

de acetilcolina e GABA quando os dados de todos os animais foram utilizados na análise  (r= 

0,08, p=0,75, n=16) ou separados: controle (r= 0,30, p=0,51, n=8), deficiente de tiamina (r= 

0,03, p=0,92, n=8). Também não foram observadas correlações entre a liberação de glutamato 

e GABA quando os dados dos animais dos dois grupos foram utilizados na análise  (r=0,14, 

p= 0,60, n=16) ou separados: controle (r=0,06, p= 0,88, n=8), deficiente de tiamina (r=0,16, 

p=0,69, n=8). 
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Fig. 28. Gráfico de Dispersão mostrando a correlação entre o desempenho dos animais no teste de alternação 

espontânea, expresso como porcentagem de alternação e liberação de acetilcolina (porcentagem em relação a 

linha de base – Pré-teste). 

 

 

Grupo 

Variáveis 

 

DT + Controle 

(n=16) 

DT 

(n=8) 

Controle 

(n=8) 

% Alternação x Glutamato  r = 0.29, p = 0.27 r = 0.29, p = 0.47 r = 0.27, p = 0.50 

% Alternação x GABA r = 0.15, p = 0.59 r = 0.51, p = 0.19 r = 0.01, p = 0.97 

% Alternação x Acetilcolina r = 0.55, p = 0.02* r = 0.16, p = 0.69 r = 0.28, p = 0.49 

Acetilcolina x Glutamato r = 0.45, p = 0.07* r = 0.10, p=0.80 r = 0.30, p=0.46 

Acetilcolina x GABA r= 0.08, p=0.75 r= 0.03, p= 0.92 r= 0.30, p=0.51 

Glutamato x GABA r=0.14, p= 0.60 r=0.16, p=0.69 r=0.06, p= 0.88 

Tabela 1: Resultado das análises de regressão entre as variáveis bioquímicas e comportamentais. Os dados dos 

grupos deficiente de tiamina e controle foram analisados separadamente ou em conjunto: dados dos animais DT 

(n=8) ou dados dos animais Controle (n=8) ou DT + controle (n=16). 

DT=deficiência de tiama. *p ≤0.05.  
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 Nossos resultados confirmam estudos anteriores mostrando que ratos após episódio de 

DT apresentam déficits em tarefa de aprendizagem e memória espacial, incluindo alternação 

espontânea (Langlais & Savage, 1995; Savage et al., 2003). 

 A liberação espontânea de glutamato, GABA e acetilcolina no hipocampo durante o 

pré-teste (linha de base) não diferiu significativamente entre animais controles e deficientes 

de tiamina, indicando que, em situações onde não há uma demanda cognitiva, os níveis desses 

neurotransmissores não se alteraram em função da DT. Esses dados são corroborados por 

estudos anteriores, nos quais foram observadas alterações nos níveis fisiológicos (não 

estimulado) de GABA e glutamato no tálamo, mas não em outras regiões após período de 

recuperação da DT (Thompson & McGeer,1985; Heroux & Butterworth,1988; Langlais et 

al.,1988).Da mesma forma, no experimento 3, não foi observado efeito da DT nas 

concentrações hipocampais de glutamato em tecido analisado post-mortem. Em relação a 

acetilcolina, têm-se mostrado que os níveis basais (não estimulado) desse neutransmissor no 

hipocampo não difere em função da DT (Savage et al., 2003; Roland et al., 2008; Anzalone et 

al., 2010). A alteração nos sistemas glutamatérgico e colinérgico no hipocampo em animais 

deficientes de tiamina, comparada aos animais controles, é significativa quando condições 

ambientais – atividade cognitiva espacial-  requerem estimulação hipocampal.  

 Nossos resultados mostraram efeito da deficiência de tiamina na liberação de 

glutamato ao longo das fases. Animais controle apresentaram em média, um aumento de 10% 

na liberação desse neurotransmissor durante teste comportamental em relação ao pré-teste 

(linha de base), enquanto animais deficientes de tiamina apresentaram uma redução média de 

25%. Durante teste comportamental, a diferença de liberação de glutamato entre os grupos foi 

em média de 35%. Dados similares foram observados por Zhang et al. (1991) que mostraram 

uma diferença de 25 à 35% na liberação de glutamato no hipocampo de ratos idosos em 

relação a ratos adultos imediatamente após teste no LAM. Le et al. (1991) observaram que a 

liberação de glutamato eletricamente estimulada em fatias do hipocampo é significativamente 

menor em animais DT que em controles. 

 Em relação aos dados de liberação de acetilcolina hipocampal foi observado um 

aumento desse neurotransmissor durante o teste comportamental, tanto em animais controles 

quanto deficientes de tiamina. Utilizando também técnicas de microdiálise, vários autores têm 

mostrado aumento nos níveis de acetilcolina no córtex e hipocampo de ratos após estimulação 

sensorial  (Nilsson et al., 1990; Inglis et al., 1994), na presença de uma novidade ambiental 
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(Aloisi et al., 1997; Ceccarelli et al., 1999, Inglis et al., 1994; Giovannini et al., 1998) e testes 

de memória e aprendizagem espacial (Savage et al., 2003). No entanto, nossos resultados 

mostraram que a liberação de acetilcolina foi maior em animais controles que nos animais 

DT. Esse dado indica um papel da tiamina na magnitude da resposta a um estímulo cognitivo. 

Resultados similares foram observados por Savage et al. (2003) que observaram alterações no 

sistema colinérgico do hipocampo em animais deficientes de tiamina durante teste 

comportamental. A microdiálise é uma ferramenta útil para investigar a liberação “in vivo” de 

neurotransmissores no cérebro de animais (Young 1993; Westerink 1995; Bradberry, 2000) 

uma vez que, a concentração do neurotransmissor na amostra de diálise reflete os níveis 

extracelulares em função não somente da liberação, mas também da inativação e da 

recaptação do neurotransmissor (Westerink 1995; Westerink & Timmerman 1999). Além 

disso, técnicas de microdiálise permitem investigar a liberação de um neurotransmissor em 

função de uma variável, como por exemplo, uma demanda comportamental.  

 Vários autores têm mostrado o envolvimento dos sistemas glutamatérgico e 

colinérgico do hipocampo durante tarefa envolvendo aprendizagem e memória espacial. 

Alguns deles mostraram que a liberação de ACh está elevada em eventos de aprendizagem e 

memória (Stefani & Gold, 2001; McIntyre et al., 2002; Chang & Gold, 2003) e que o uso de 

antagonistas muscarínicos (Izquierdo et al., 1992) e nicotínicos (Felix & Levin, 1997) no 

hipocampo afeta a memória. O sistema glutamatérgico do hipocampo tem sido associado com 

comportamentos de aprendizagem e memória espacial devido ao papel dos receptores NMDA 

no potencial de longa duração (LTP). A principal evidência do LTP como um mecanismo de 

formação de memória surgiu a partir de estudo no qual os autores utilizaram um bloqueador 

de receptor NMDA no hipocampo e observaram uma redução no LTP e déficits no 

aprendizado espacial em roedores (Morris et al.,1986). Enquanto receptores glutamatérgicos 

NMDA parecem estar envolvidos no arquivamento de informações, pouco se sabe sobre os 

eventos pré-sinápticos nesse processo. Poucos autores reportaram a relação entre liberação de 

glutamato e desempenho em teste comportamental. Shimizu et al. (1998) observaram que a 

liberação de glutamato no hipocampo dorsal correlaciona com os déficits espaciais produzidos 

por benzodiazepínicos e etanol.  

 A correlação positiva entre a liberação de acetilcolina e porcentagem de alternação 

espontânea durante tarefa de navegação espacial sugere que os níveis reduzidos de ACh no 

hipocampo desempenham um papel nos déficits cognitivos presentes em ratos DT. Além 
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disso, a tendência de correlação entre os níveis de glutamato e acetilcolina durante teste 

comportamental aponta para uma inter-relação entre esses dois sistemas. As vias 

glutamatérgicas modulam a atividade colinérgica cortical e hipocampal tanto diretamente: 

antagonista do receptor NMDA injetado no núcleo basal inibe a liberação espontânea e 

estimulada de ACh no córtex (Rasmusson et al, 1996) e a administração de antagonistas dos 

receptores NMDA no septo medial inibe a liberação estimulada de ACh no hipocampo (Moor 

et al, 1998.); quanto indiretamente, uma vez que vias glutamatérgicas regulam a atividade do 

sistema Gabaérgico, os quais atuam na modulação de neurônicos colinérgicos do septo medial 

(Giovannini et al., 1994). A ausência de correlação entre a liberação de GABA e glutamato 

foi inesperada, uma vez que a interação coordenada entre os estímulos excitatórios e 

inibitórios originados nos sistemas glutamatérgico e GABAérgico, respectivamente; é 

fundamental tanto para o desenvolvimento quanto para a manutenção de funções cognitivas 

complexas como aprendizado e memória (Foster & Kemp, 2006). Uma possível explicação é 

que essa associação entre os sistemas neurotransmissores seja afetado pela  DT. Nesse caso 

era de se esperar que essa correlação estivesse presente quando se analisou a correlação 

somente utilizando dados dos animais controles. No entanto, correlação significativa  também 

não foi observada e uma hipótese para explicar esse achado poderia ser o baixo número de 

indivíduos na amostra. 

 Apesar de haver poucas evidências de neurodegeneração no hipocampo após episódio 

de DT (Langlais et al.,1992), nossos dados sugerem alterações funcionais nos sistemas 

glutamatérgico e colinérgico dessa região, especialmente quando condições ambientais 

requerem uma demanda cognitiva. Além disso, a correlação entre os níveis de acetilcolina e 

desempenho em teste de memória e aprendizagem espacial confirma dados da literatura sobre 

o papel desse sistema em processos cognitivos. A relação entre liberação de glutamato e 

acetilcolina durante teste corrobora a hipótese de modulação do sistema colinérgico pelo 

glutamatérgico em tarefas cognitivas. No entanto, não foi observada correlação entre 

liberação de glutamato e desempenho no teste de alternação espontânea. Como também 

mencionado acima, não foi observado correlação entre liberação hipocampal de glutamato e 

GABA durante a execução da tarefa cognitiva espacial. Essas ausências de correlações 

envolvendo sistemas modulatórios remetem à hipótese de que os efeitos regulatórios 

exercidos pelos sistemas excitatórios e inibitórios não são efeitos lineares e as interfaces entre 

múltiplos sistemas podem resultar em uma regulação polimodal não linear. Nesse caso, um 
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tratamento de dados usando modelos matemáticos mais complexos deve ser posteriormente 

testado.  
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1. A tiamina tem um papel na manutenção dos níveis normais de proteínas talâmicas.  

 

2. Disfunções protéicas no tálamo podem estar relacionadas com a amnésia anterógrada 

presente tanto em modelos animais de deficiência grave de tiamina, quanto em 

humanos com SWK . 

 

3. A tiamina é importante na  manutenção dos níveis normais de sinapsina I e fosfo-

sinapsina I no hipocampo,  

 

4. Sinapsina I e fosfo-sinapsina I hipocampal estão envolvidas no mecanismo 

neurobiológico relacionado com o desempenho de ratos na tarefa de alternação 

espontânea. 

 

5. Um episódio grave de deficiência de tiamina rompe as associações normais entre níveis 

hipocampais de sinapsina I e fosfo-sinapsina I e comportamento cognitivo dependente 

do hipocampo. 

 

6. Aspectos motores, como coordenação e equilíbrio motor, não são afetados pela 

deficiência grave de tiamina em animais adultos avaliados após um mês de 

recuperação. 

 

7.  A tiamina parece ter um papel específico no SNC não relacionado a sua função como 

co-enzima no metabolismo enérgetico.  

 

8.  O sistema colinérgico e glutamatérgico do hipocampo estão envolvidos no 

desempenho de ratos durante tarefa de memória espacial. 

 

9. Demandas cognitivas em tarefas de localização espacial envolvem ativações 

dependentes de tiamina dos sistemas hipocampais glutamatérgico e colinérgico. 

 

 

 

 



 
Conclusões 

99 
 

 

Conclusão Final 

 

 A tiamina desempenha papel importante em mecanismos moleculares de sistemas 

neurobiológicos talâmicos e hipocampais relacionados com processos de aprendizagem e 

memória espacial 
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A deficiência grave de tiamina, induzida por piritiamina em roedores, é um modelo 

experimental bem estabelecido na literatura e adequado para o estudo dos mecanismos 

moleculares envolvidos no processo de neurodegeneração (Hakim & Pappius, 1983; 

Vortmeyer & Colmant, 1988; Langlais et al., 1996; Pitkin & Savage, 2001, 2004; Savage et al., 

2007). Esse modelo vem sendo utilizado por vários autores (p.ex. Savage et al., 1999; Mair et 

al., 1991; Langlais et al., 1996), incluindo nosso grupo de pesquisa (Carvalho et al., 2006; 

Pires et al., 2005, 2007; Vigil et al. 2010) com a finalidade de se estudar disfunções em 

sistemas neurobiológicos e/ou aspectos comportamentais causadas pela deficiência dessa 

vitamina. Esse modelo reproduz as lesões cerebrais e os déficits comportamentais encontrados 

nos indivíduos com a SWK (Witt, 1985; Vetreno et al., 2011) e, considerando as estruturas 

cerebrais afetadas, representa um importante instrumento para se estudar os substratos 

neurobiológicos de aspectos específicos do comportamento cognitivo e motor.  

Dados provenientes de vários estudos têm mostrado que os ratos deficientes de tiamina 

e/ou indivíduos com a SWK apresentam  déficits de aprendizagem espacial e memória (Dalla 

Barba et al., 1990; Becker et al., 1990; Langlais & Savage, 1995, Pires et al., 2006;) e também 

alterações motoras (Kark et al.; 1975; Juntunen et al., 1979; Gibson et al., 1982; Hakim & 

Pappius, 1983). As disfunções cognitivas são atribuídas a lesões em estruturas da região 

diencefálica, principalmente o tálamo e os corpos mamilares (Langlais et al., 1992). Apesar de 

não existirem evidências de neurodegeneração no hipocampo em ratos deficientes de tiamina 

(Langlais et al. 1992), a comunicação tálamo-hipocampal poderia explicar  uma disfunção 

nessa região, contribuindo para a amnésia presente nesses animais (Savage et al., 2003). O 

cerebelo e os núcleos da base se projetam para o córtex cerebral por meio do tálamo e 

participam da atividade motora. Apesar dos vários estudos sobre os efeitos da deficiência de 

tiamina muitos pontos continuam obscuros, principalmente aqueles relacionados aos 

mecanismos moleculares relacionados às disfunções cognitivas e motoras.   

Os resultados obtidos no presente estudo estão de acordo com  dados da literatura sobre o 

envolvimento do tálamo e do hipocampo nos déficits cognitivos presentes em animais 

deficientes de tiamina. As alterações mostradas no hipocampo são: (i) redução no conteúdo de 

GABA (ii) redução na liberação estimulada de glutamato e acetilcolina durante execução de 

tarefa envolvendo aspectos da aprendizagem e memória espacial (iii) alterações nos níveis de 

fosfo-sinapsina I e uma tendência a redução nos níveis de sinapsina I. Além disso, foi 

mostrado (iv) uma correlação entre os níveis  hipocampais de sinapsina I/ fosfo-sinapsina I e 
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desempenho em teste de alternação espontânea (aprendizagem e memória espacial) que é 

desfeita pela deficiência de tiamina e também uma (v) correlação entre liberação de 

acetilcolina e desempenho em tarefa de aprendizagem e memória espacial. Resumidamente, os 

dados mostram disfunções em sistemas neurotramissores no hipocampo [GAbaérgico 

(Experimento 3) glutamatérgico e colínergico (Experimento 4)] e alterações nos níveis de 

sinapsina I e fosfo-sinapsina (Experimento 2), sendo esses fatores relacionados com o 

desempenho de ratos em tarefa cognitiva. Baseado nesses dados, e nas evidências do 

envolvimento da via da sinapsina I e fosfo-sinapsina I na liberação de neurotransmissores 

(Jovanovic et al. 2000), pode-se supor que os processos neuroquímicos afetados pela 

deficiência de tiamina envolvem a via da sinapsina I, influenciando, dessa forma, a liberação 

de GABA, glutamato e acetilcolina e consequentemente o desempenho em tarefa cognitiva. 

Dessa forma, uma das perspectivas desse estudo é  a avaliação dos níveis de sinapsina I e 

fosfo-sinapsina-I nas amostras de hipocampo (que estão armazenadas em freezer -80C) 

provenientes dos animais utilizados no Experimento 4. Além disso, pretende-se, em estudos 

futuros avaliar os níveis de outras moléculas envolvidas na via da sinapsina I, como o CREB 

(Elemento ligante responsivo ao AMPc = cAMP response element-binding), BDNF e MAP 

quinases.  

 No tálamo foi mostrado alterações nas concentrações de proteínas em animais 

deficientes de tiamina, abrindo novas perspectivas para a identificação de componentes 

moleculares que fazem parte dos mecanismos associados ao desempenho cognitivos dos 

animais. Mais especificamente o conhecimento dos substratos neurobiológicos da etapa inicial 

do processo de aprendizagem e memória espacial.  

Os dados do presente estudo sugerem que a tiamina está envolvida no aprendizado e 

memória explícita, no entanto, os resultados do teste do rotarod mostraram que essa vitamina 

parece não interferir em aspectos relacionados ao comportamento motor e memória e 

aprendizagem procedural. Outros fatores devem ser considerados antes de se levantar 

conclusões definitivas sobre a ausência desse efeito. Conforme mencionado no Experiento 3, 

importantes regiões encefálicas envolvidas com aspectos motores são afetadas pela deficiência 

de tiamina. Além disso, dados sugerem que, quando a deficiência de tiamina é feita somente 

através da ração (processo neurodegenerativo mais longo), animais apresentam déficits 

motores detectados através da avaliação em testes no rotarod, trave de equilíbrio e impressão 

de patas  (Pereira-Caixeta, 2011). Dessa forma, uma das perpectivas desse estudo é a avaliação 
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do efeito do protocolo de deficiência (deficiência de tiamina na dieta x deficiência de tiamina 

na dieta associada à piritiamina) sobre aspectos motores. Além disso, a alta variância dos 

dados relativos ao desempenho dos animais nos testes motores sugere que o comprometimento 

das regiões cerebrais difere entre os animais deficiente de tiamina. Assim, um fator importante 

a ser incluído nos próximos estudos é proceder análises morfométricas em regiões especificas 

do SNC relacionadas com funções motoras e usar critérios para classificação da gravidade das 

lesões e redistribuir os animais em sub-grupos de acordo com esse critério. 

Concluindo, os dados aqui apresentados além de contribuir  para o esclarecimento sobre 

os componentes dos mecanismos neuroquímicos subjacentes à alterações cognitivas em 

condições de deficiência de tiamina, também abrem um novo caminho para se entender, em 

futuros estudos, as bases moleculares do aprendizado espacial. 
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ANEXO 1 

 

Maternal thiamine restriction during lactation induces cognitive impairments and changes 

in glutamate and GABA concentrations in brain of rat offspring. 
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ANEXO 2 

 

Translational Rodent Models of Korsakoff Syndrome Reveal the Critical Neuroanatomical 

Substrates of Memory Dysfunction and Recovery. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

119 
 

 

 

 

 

 

ANEXO 3 

 

Thiamine deficiency degrades the link between spatial behavior and hippocampal synapsin 

I and phosphorylated synapsin I protein levels 
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ANEXO 4 

 

Spatial cognitive deficits in animal model of Wernicke Korsakoff Syndrome are related to 

changes in thalamic protein concentrations 
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ANEXO 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

                  Anexo 5:Composição da ração produzida no laboratório 

 

 

             *A caseína da ração deficiente em tiamina foi autoclavada, secada e triturada antes   

do uso para garantir a ausência de vitamina B1 na mesma. 

 

 
                         a

 Ver anexo 2  

                        b
 Ver anexo 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nutrientes 
Quantidade em g/Kg de 

ração 

Amido de Milho 507  

Polvilho 169  

Caseína* 200  

Óleo de Soja 50  

Mistura de Sais
a
 50  

Mistura de Vitaminas
b
 10  

Celulose 10  

Colina-HCl 4,0 

Tocoferol (vitamina E) 0,4  

BHT (conservante) 0,1  
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ANEXO 6 

 

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 

                   Anexo 6: Composição da mistura de sais 
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ANEXO 7 

 

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 

                 Anexo 7:Composição da mistura de vitaminas. 

 

* A ração deficiente em tiamina foi produzida sem a adição de Tiamina-HCl. A 

constituição dos dois tipos de rações - padrão e deficiente - foi a mesma, exceto com 

relação à presença ou não de tiamina 

 

 


