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Resumo

A deficiéncia de tiamina (DT) aguda resulta em alteracdes neuroldgicas progressivas, que se
nao tratada pode levar a lesdes cerebrais cronicas e déficits cognitivos graves, caracterizando
uma classe de doencas, denominadas neurodegenerativas nutricionais. Estudos utilizando
modelo experimental de roedores submetidos a DT tém mostrado evidencias de que a
deficiéncia desta vitamina causa alteragdes neuroquimicas e lesdes em regides do Sistema
Nervoso Central (SNC) e prejuizos cognitivos € motores, bastante similares aos observados
em humanos com DT. A participacao de proteinas especificas nos mecanismos moleculares
responsdveis pela morte neuronal que podem, como consequéncia, gerar alteragdes
cognitivas, vem sendo investigada por varios pesquisadores, incluindo o nosso grupo. Em
estudos prévios, observamos que a DT causa alteragcdes em proteina presente em vesicula
sindptica, a sinapsina 1, e também afeta os niveis de proteinas talamicas, entre elas, foi
identificada uma proteina importante para manutengdo e sobrevivéncia celular, o canal
anidnico dependente de voltagem (VDAC). Além disso, verificamos que algumas dessas
alteragdes estdo relacionadas com o desempenho dos animais em tarefas cognitivas espacial.
A partir desses dados, decidimos executar um estudo mais detalhado e amplo, dando assim
uma continuidade a essas investigacdes. O objetivo do presente estudo foi investigar o
proteoma e os niveis de neurotransmissores nos talamos de ratos Wistar deficientes de tiamina
e também avaliar o desempenho cognitivo espacial, aprendizado e memoria, no Labirinto
Aquatico de Morris (LAM). Para isso, foi utilizado o modelo de ratos adultos (DTP)
submetidos a DT induzida por piritiamina. Apds o aparecimento dos ultimos sinais
neuroldgicos graves, o episddio de DT foi interrompido. Apds duas semanas de recuperacao
os animais foram avaliados em tarefas cognitivas espaciais no LAM. No dia seguinte ao final
do estudo comportamental, os animais foram eutanasiados e o tidlamo foi dissecado.
Observamos que a DT afeta a variagdo do peso corporal, consumo de ragdo e agua. Além
disso, verificamos que os animais DTP tiveram déficit no desempenho durante o processo de
aprendizagem, que foi revertido pelo treino sucessivo. A analise neuroprotedmica usando
quantificagdo sem marcacao, revelou desregulagao de 183 proteinas, das 1440 proteinas
identificadas. Destas 183, 153 foram reguladas negativamente pela DT e as demais foram
reguladas positivamente. A partir do uso de ferramentas de bioinformadtica, as proteinas
foram categorizadas e associadas de acordo com anota¢des funcionais e vias de sinalizagdo e
metabolicas. Essas analises mostraram que a DT afeta proteinas que fazem parte de diferentes
processos biologicos, funcdes moleculares e componentes celulares. Entre os processos

bioldgicos afetados, destacamos o estresse oxidativo, o qual estd envolvido no processo de

Xiv
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neurodegeneracdo. Esse foi afetado pela DT em 7 alvos proteicos. Outra evidéncia do
envolvimento da DT com o estresse oxidativo € a desregulagdo de proteinas consideradas
marcadores de estresse oxidativo como a ferritina, além disso a inducdo de citocina pro-
inflamatoria pela DT indica um possivel mecanismo de defesa em resposta a esse processo.
Os dados também mostraram que a DT altera proteinas importantes para o funcionamento do
ciclo da vesicula sinaptica (VS), tais como a Complexina 2, Dinamina 3, complexo adaptador
AP2, V-ATPase. Essas alteracdes podem interferir em processos como, exocitose, endocitose
e preenchimento da VS, e consequentemente a liberagcao de neurotransmissores. Além disso,
a sintese de neurotransmissores também pode ser afetada pela DT, devido a desregulagdo de
enzimas nao dependentes de tiamina importantes para manuten¢ao de vias metabodlicas. Um
equilibrio entre sistemas funcionais dependentes de GABA e glutamato pode ser uma possivel
explicagdo para a recuperacao da informagdo aprendida apds repeticdes da tarefa. Os dados
apontam diferentes alvos moleculares que podem ser explorados em mais detalhes em estudos
futuros. Os achados representam os primeiros passos na dire¢cdo de uma contribui¢do para o
entendimento do papel de componentes moleculares nos processos neurodegenerativos, que

comprometem aspectos da fungdo cognitiva.

PALAVRAS-CHAVES: deficiéncia de tiamina, talamo, aprendizado espacial,

neuroproteoma, neurotransmissor, ratos.
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Abstract

Acute thiamine deficiency (TD) results in progressive neurological changes, which if left
untreated, can lead to chronic brain damage and cognitive deficits, featuring a class of
neurodegenerative diseases, called nutritional neurodegenerative diseases. Studies using
rodent TD experimental model have shown that TD causes neurochemical changes and
injuries in different regions of the Central Nervous System (CNS) and cognitive and motor
impairment, which are similar to the deficiencies observed in humans. The involvement of
specific proteins in the molecular mechanisms responsible for the neuronal death that leads
to cognitive changes has been investigated by several groups, including our own. In previous
studies, our group has shown that TD alters regulation of a protein present in the synaptic
vesicle, synapsin I, and affects certain proteins levels in the thalamus. Among the proteins
affected, the voltage-dependent anion channel (VDAC) was identified, an important protein
for cell maintenance and survival. In addition, we verified that these effects are associated
with spatial cognitive performance of the rats. According to these results, we decided to
perform a more detailed and extensive study. The aim of the present study was to investigate
the proteomic profile of the thalamus of male Wistar rats thiamine deficient. In addition, the
spatial cognitive performance, learning and memory were assessed, using the Morris Water
Maze task (MWM). We used the pyrithiamine-induced thiamine deficiency model in adult
rats (PTD). After the onset of the last neurological signs, the TD was interrupted. Following
two weeks of recovery, spatial cognitive tasks using the MWM were performed. One day
after the behavioral test, the animals were killed and the thalamus were dissected. We
observed that TD affects the body weight gain, and food and water intake. In addition, we
noted that the PTD animals showed deficits in performance during the learning process,
which was reverted by training. The neuroproteomic analysis, using label-free quantification,
revealed deregulation of 183 proteins, out of 1440 proteins identified. Among these 183
proteins, 153 were down-regulated and the remaining were up-regulated after the vitamin
deficiency. Using bioinformatics tools, the proteins were categorized and associated
according to functional annotation and signaling, and to metabolic pathways. These analyses
showed that the TD affected proteins involved in different biological processes, cellular
components and molecular functions. One of the biological processes affected was oxidative
stress mechanism, which is involved in the TD neurodegeneration process. Seven of the
proteins identified in the proteomic analysis were involved in this mechanism and were
altered in comparison to the control animals. Other evidence relating oxidative stress

mechanism dysregulation to TD is the alteration of a protein known as ferritin, which is

xvi



Abstract

considered a marker of cells exposed to oxidative stress. Also, the pro-inflammatory cytokine
up-regulated by TD indicates a possible defense mechanism in response to this process. The
data also showed that the TD affects several proteins involved in the synaptic vesicle (SV)
cycle function, such as complexin 2, dynamin 3, AP2 adaptor complex, V-ATPase. These
down-regulations might interfere in processes such as exocytosis, endocytosis and filling of
the VS and, consequently, affect the release of neurotransmitters. In addition, the synthesis
of neurotransmitters can also be affected by TD, due to down-regulation of thiamine-non-
dependent enzymes. These enzymes are important for the maintenance of the metabolic
pathways in the thalamus by TD. A modification of the balance between functional dependent
system of GABA and glutamate may be a possible explanation for the recovery of information
learned after repetitions of tasks. The data obtained in the present work indicates that different
molecular targets that affect different pathways can be explored in further studies. These
findings contribute to understanding the role of different proteins and molecular components

in neurodegenerative processes that will lead to impairment of cognitive aspects.

Key words: thiamine deficiency, thalamus, spatial learning, neuroproteome, neurotransmitter,

rats.
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1  Consideragoes iniciais:

A tiamina, também conhecida como vitamina Bl, é um nutriente sintetizado
naturalmente em plantas, fungos e outros microorganismos, sendo adquirida pelo nosso corpo
através do consumo de alimentos, como carnes e cereais (Singleton e Martin, 2001). E um
composto hidrossoluvel, que desempenha um papel central no metabolismo cerebral (Héroux
e Butterworth, 1995; Martin et al., 2003) como no desenvolvimento € na manuten¢do da
funcdo cerebral, participando da comunicagdo entre neurdnios (Gibson e Blass, 2007),
modulando sinais no sistema nervoso e participando do mecanismo de reparagdo de tecidos

nervosos (Song et al., 2009).

A Deficiéncia de Tiamina (DT) ¢ considerada uma doenca que envolve prejuizos no
metabolismo oxidativo, podendo causar perda neuronal (Gangolf ef al., 2010), morte
mitocondrial e apoptose celular (Singleton e Martin, 2001). Em seres humanos, a DT pode
resultar em doengas nas quais os individuos apresentam sintomas de déficits cognitivos, como

por exemplo, na Sindrome de Wernicke (SW) (Navarro ef al., 2005).

Para verificar as relagdes entre disfungdes neurobioldgicas e aspectos comportamentais,
principalmente aqueles relacionados aos disturbios cognitivos, nosso grupo de pesquisa tem
estudado a DT em modelos experimentais, utilizando roedores, através da administragdo de
uma dieta alimentar deficiente desta vitamina associada ou ndo ao consumo de etanol, ou
associada a inibidores de enzimas responsaveis pela producdo da forma ativa da tiamina
(piritiamina). Esse modelo tem sido bastante util nos estudos de mecanismos relacionados a
neurodegeneracdo e também das bases neurobioldgicas de aspectos comportamentais (Pires
et al.,2001; Pires et al., 2005; Carvalho et al., 2006; Pinto et al., 2006; Oliveira et al., 2007;
De Freitas-Silva et al., 2010; Vigil et al., 2010; Resende et al., 2012; Bueno et al., 2015; De
Fatima Oliveira-Silva et al., 2015).

Estudos iniciais sobre os efeitos da DT em ratos adultos, realizados pelo nosso grupo,
mostraram que a DT associada ao consumo de etanol cronico causa prejuizos em aspectos
cognitivos, aprendizagem e memoria, € os efeitos nesses processos se correlacionam de forma
significativa com a diminuicdo da liberacdo de acetilcolina no cortex cerebral. Efeitos

distintos desses dois tratamentos - consumo cronico de etanol ¢ DT - também foram
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observados sobre as atividades da acetilcolinesterase (AChE) no neocértex e hipocampo
(Pires et al., 2001; Pires et al., 2005). Também foi observado que a DT altera a atividade do
sistema glutamatérgico no cortex pré-frontal (CPF) e induz um prejuizo no processo de
extin¢do de um comportamento, em animais submetidos a tarefas cognitivas espaciais (Pires
et al., 2005; Carvalho et al., 2006). Esse efeito sobre aspectos cognitivos foi verificado ser
também significativamente relacionado com o nivel de fosforilagdo de uma proteina p86 no
hipocampo (Pires ef al., 2007). Em estudo posterior, nosso grupo mostrou que a p86 ¢ uma
proteina envolvida com a liberagdo de neurotrasmissores, denominada Sinapsina [ (Resende
et al., 2012). Dados de outro estudo nos mostrou que a DT afeta de forma significativa os
niveis de sete proteinas talamicas, sendo quatro reguladas negativamente e trés
positivamente. Uma dessas proteinas alterada e relacionada com o desempenho cognitivo dos
animais foi identificada como sendo o Canal Anidnico Voltagem Dependente (VDAC:

Voltage Dependent Anion Channel) (Bueno et al., 2015).

Os achados de que a DT causa disfungdes nos processos de liberagdo de
neurotransmissores e afeta proteinas que fazem parte do mecanismo de exocitose e de
sobrevivéncia celular, nos motivou a estudar a relagao entre o efeito da DT sobre o proteoma
talamico e nos aspectos comportamentais. O tdlamo foi escolhido como um primeiro alvo
neste tipo de estudo, por se tratar de uma das regides mais susceptiveis aos efeitos da DT e,
além disto, por desempenhar um papel em fungdes cognitivas espaciais, devido a suas
conexdes com o hipocampo. O estudo realizado por Bueno et al. (2015) representa, para o
nosso grupo, o inicio da utilizagdo da analise protedmica como um instrumento para explorar
os efeitos da DT sobre componentes moleculares, da classe proteica. Os dados obtidos por
Bueno et al. (2015) foram as bases para decidirmos executar um estudo mais detalhado e
amplo, utilizando uma técnica mais sensivel e robusta, dando assim uma continuidade a essas

investigacoes.

2 A Deficiéncia de tiamina

A vitamina B1, foi primeiramente mencionada na literatura médica chinesa a 4000 anos

atras (Said, 2011), isolada em 1926 (Jansen e Donath, 1926) e sintetizada pela primeira vez
em 1936 (Williams e Cline, 1936).
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Na sua forma livre (T+), a vitamina B1 é composta por um anel tiazol ¢ um grupo
pirimidina, que juntos formam uma estrutura de dois anéis contendo enxofre e unidos por um
grupo metileno (Said, 2011). Apds ser ingerida, ¢ absorvida pelo intestino delgado por dois
transportadores especificos ThTrl e ThTr2 (produtos dos genes SLC19A2 e SLC19A3,
respectivamente) (Martin ef al., 2003; Mayr ef al., 2011). Essa vitamina existe em 4 formas:
nao fosforilada (T+), tiamina monofosfato (TMP), tiamina difosfato (TDP) ou tiamina
pirofosfato (TPP) e tiamina trifosfato (TTP). De acordo com Bettendorff e cols. (1993), a
fosforilagdo da forma livre T+ em TMP ocorre como um pré-requisito para que seja
transportada através das membranas das organelas, principalmente nos casos da proliferacao
neuronal. Além disso, a TMP ¢ considerada como um substrato para gerar a forma ativa
(TDP ou TPP), através da ag@o da tiamina pirofosfoquinase (TPK) e para produzir T+ através
da timina fosfatase (Gibson e Zhang, 2002; Lonsdale, 2006; Mayr et al., 2011; Manzetti et
al., 2014). A TTP ¢ originada a partir da fosforilagio da TDP e compde 5-10% da
concentragdo de tiamina no corpo (Bettendorff et al., 1993; Nakagawasai, 2005), atuando na

modulagdo de canais de cloreto (Bettendorff ez al., 1994).

A TDP ¢ considerada a forma ativa difosforilada da tiamina que tem sua principal
funcdo como coenzimas em reagdes em vias do metabolismo energético celular, como a
reacdo do piruvato a acetil-CoA e reagdes das vias das pentoses e o ciclo de Krebs ou Ciclo
dos Acidos Tricarboxilicos (TCA: tricarboxylic acid cycle) (Haas, 1988; Berg et al., 2004).
No citoplasma, a TDP atua na via das pentoses como cofator da enzima Transcetolase,
participando do metabolismo de glicose (glicolise/gliconeogénese) e na biossintese de lipidio.
Essa forma fosforilada da tiamina ¢ transportada para a mitocondria, onde atua como cofator
do Complexo Piruvato Desidrogenase e da enzima a-Cetoglutarato Desidrogenase, sendo que

essa ultima faz parte do TCA (Mayr et al., 2011).

A redugdo dos niveis de T+ e de suas formas fosforiladas pode ser induzida pela
inadequada ingestdo e/ou absor¢do de tiamina, associada ou ndo com o abuso do alcool
(Thomson et al., 1970; Harper, 2009; Kopelman et al., 2009). Essa deficiéncia também pode
ocorrer pelo aumento da demanda ou pela perda de B1 por hiperemese, que ocorrem durante
a gravidez (Butterworth ef al., 1993; Baker et al., 2002), na Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (Alcaide et al., 2003) e em doengas gastrointestinais (Butterworth 2009).
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A DT ¢ considerada uma doenga nutricional, metabolica enzimatica e neuroinflamatdria
que afeta tanto o sistema nervoso quanto o sistema cardiovascular (Abdou e Hazell, 2015). A
caréncia desta vitamina resulta no enfraquecimento da funcdo mitocondrial associada a
diminuicdo da atividade das enzimas dependentes de tiamina citadas acima, envolvidas no
metabolismo da glicose, € que em consequéncia, causa prejuizo na sintese de ATP, mudangas
na func¢ao cerebral, alteragOes em neurotransmissores, estresse oxidativo/nitrosativo, acidose
lactica, diminuicdo do pH cerebral, excitotoxicidade, inflamagdo, estresse do Reticulo
Endoplasmatico (RE), disfun¢do da barreira hemato-encefalica e apoptose (Jhala e Hazell,
2011). A falta de vitamina B1 afeta também a biossintese de lipidios e, consequentemente,

causa prejuizo na constitui¢ao da bainha de mielina (Okazaki et al., 1990).

Estudos tém mostrado evidéncias de que a tiamina também possui outras fungdes no
SNC, tais como participagdo na modulacdo de canais dependente de voltagem (Oliveira et
al.,2007; Moreira-Lobo et al., 2016), em vias de transdugdo de sinais (Czerniecki et al., 2004)
e parece exercer acao protetora contra substancias toxicas como o acetaldeido (Aberle et al.,

2004).

A DT pode resultar em doencgas neurodegenerativas como a Encefalopatia de Wernicke
(EW). Os principais sintomas da EW sdo: oftalmoplegia, ataxia, perda de memoria, confusao
mental (Butterworth 2009) e hipoatividade da marcha e da postura (Zubaran ef al., 1997).
Estudo prospectivo de necropsia realizado entre Janeiro de 1978 e Dezembro de 1990 mostrou

que a prevaléncia da EW no Brasil € de 2,2% em adultos (Lana-Peixoto et al., 1992).

A EW, se ndo tratada, leva a uma condicdo mais debilitante que ¢ a Sindrome de
Wernicke-Korsakoff (SWK), uma condi¢do caracterizada pelo surgimento de déficits
cognitivos, neuroldgicos e comportamentais, frequentemente encontrados em pacientes com
diagnostico de alcoolismo cronico (Dror et al., 2014; Scalzo et al., 2015). Ha relatos na
literatura de lesdes cerebrais em pacientes com DT, as quais afetam, predominantemente, o
tdlamo, corpos mamilares, regido periaquedutal, assoalho do quarto ventriculo, hipotalamo,
vermis cerebelar, hipocampo, ponte, cerebelo e CPF (Torvik, 1986; Victor et al., 1989;
Sullivan e Pfefferbaum, 2009). A administracao de tiamina em pacientes na fase aguda, EW,
pode prevenir, reduzir ou reverter os sintomas, porém em casos cronicos (SWK), devido a
lesdes relacionadas a morte neuronal, os comprometimentos sdo irreversiveis (Sechi e Serra,

2007).
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A DT também parece estar envolvida em outras doencas neurodegenerativas, como
Doencga de Parkinson (DP) e Doenga de Alzheimer (DA) (Tanev et al., 2008). Multiplas
semelhancas existem entre a DT e a DA, principalmente em detrimento da redug¢do do
metabolismo da glicose no cérebro (Gibson et al., 2016). Estudos utilizando modelos animais
sugerem que a DT tem papel na patogénese da DA devido ao aciimulo de placas de f-
amiloide, formagdo de placas e prejuizo cognitivo (Karuppagounder et al., 2009; Zhang et
al., 2011). Em pacientes com DP foram diagnosticados baixos niveis de T+ no fluido
cerebroespinhal (Jiménez-Jiménez et al., 1999) e diminuicdo da imunorreagdo da enzima do
complexo a-cetoglutarado desidrogenase na substancia nigra (Mizuno et al., 1994; Gibson e
Zhang, 2002). A suplementa¢ao com tiamina também tem sido utilizada em pacientes com

essas doengas neurodegenerativas (Lu'o'ng e Nguyen, 2011; Costantini ef al., 2015).

As caracteristicas compartilhadas entre a DT e doengas neurodegenerativas primarias
constituem uma plataforma tinica na pesquisa sobre doengas neurodegenerativas (Gibson et
al., 2016). Trata-se de doencas com etiologias diferentes, eventos e sintomas distintos. No
entanto, por possuirem etapas moleculares similares, relacionadas ao processo de morte
neuronal, o uso do modelo da DT como instrumento na pesquisa bésica se torna uma
vantagem. Isto porque, diferentemente de outras doengas neurodegenerativas primarias, no
caso da DT o pesquisador conhece a causa primaria e, portanto, tem mais controle das

variaveis.

Os mecanismos pelos quais a DT induz o processo neurodegenerativo sdo alvos de
investigacdo. De acordo com Liu e cols. (2016), o estresse oxidativo, o estresse do RE e a
autofagia s@o mecanismos que contribuem para a neurodegenera¢do mediada pela DT,
destacando-se que se tratam também de mecanismos implicados na patogénese de outras
doengas neurogenerativas, por exemplo, DA, DP, doen¢a de Huntington (DH) e esclerose
lateral amiotrofica (ELA) (Doyle et al., 2011; Tanida, 2011). Prejuizo no metabolismo de
glicose, inflamag¢do e excitotoxicidade também sdo mecanismos importantes que levam a

morte celular associada a DT (Hazell e Butterworth, 2009).

Para estudar os mecanismos que levam a neurodegeneragao induzida pela DT e seus
efeitos no SNC sdo utilizados modelos experimentais. A DT pode ser reproduzida através de
um dos quatro protocolos: (i) dieta deficiente em B1; (i1) dieta deficiente em B1 associada ao

tratamento cronico com etanol e (iii) dieta deficiente em B1 associada a administracao
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parenteral de piritiamina (DTP), um inibidor da pirofosfoquinase, enzima responsavel pela
producdo da forma ativa da tiamina, a TDP e (iv) deficiéncia ou restricao maternal de Bl
(Hakim e Pappius, 1983; Haas, 1988; Vortmeyer e Colmant, 1988; Langlais et al., 1996;
Oliveira et al., 2007; De Freitas-Silva et al., 2010). Esses modelos experimentais tém
revelado que a DT induz disfungdes em regides cerebrais especificas, em um padrio bastante

similar ao que ocorre nos seres humanos (Savage et al., 2012).

Ao longo do episodio de DT, sinais clinicos acontecem e funcionam como evidéncias
para se acompanhar os estdgios de evolu¢do do processo, que culmina com os animais
apresentando um estado de DT grave. Os sinais clinicos observados sdo: alopecia,
hipersensibilidade a estimulos, anorexia, perda do tonus muscular, ataxia, postura distonica
(hopistétonos), perda do reflexo de endireitamento e convulsdes. Nos ultimos estagios, nos
quais os animais apresentam sinais neurologicos da deficiéncia, se a tiamina ndo for
rapidamente reposta , os animais podem morrer (Zhang et al., 1995; Mousseau et al., 1996;
Mousseau et al., 1996; Ciccia e Langlais, 2000). O tempo de aparecimento dos primeiros
sinais variam de acordo com o protocolo seguido. No modelo de DTP (modelo utilizado no
presente estudo: deficiéncia na dieta associada ao tratamento com piritiamina), a progressao
das sequelas neuroldgicas ¢ acelerada, sendo acompanhadas por alteragdes cognitivas, como
déficit no aprendizado e memoria espacial e neuroquimicas (Zhang et al., 2005; Carvalho et
al., 2006; Hazell e Butterworth, 2009; Vigil et al., 2010; Resende et al., 2012). Nesse modelo
os sinais clinicos acontecem por volta do 10° dia de tratamento e os sinais neuroldgicos no
15° dia, com uma variagdo média de 2 a 3 dias (Zhang et al., 1995; Hazell e Butterworth,

2009; Bueno et al., 2015).

A neurodegeneragao induzida pela DTP ocorre principalmente no tdlamo e nos corpos
mamilares, as quais sdo areas mais afetadas em ratos e em seres humanos com DT (Langlais
et al., 1992; Matsushima et al., 1997). Estudos mostram que o tempo de tratamento com DTP
influencia na progressdo das lesdes neuropatologicas no tdlamo. Quanto maior tempo para
reverter o quadro de DT, apos aparecimento de convulsdes, mais nucleos do tadlamo sdo
lesados (Zhang et al., 1995; Savage et al., 2012). Outras regides cerebrais, como hipocampo,
neocortex, substidncia cinzenta periaquiaquedutal (PAG: periaqueductal gray), vérmis
cerebelar e regides periventriculares do tronco cerebral também sdo afetadas pela DTP,
resultando em alteracdes neuroquimicas e déficits motores e cognitivos (Anzalone et al.,

2010; Savage et al., 2012; Vetreno et al., 2012).
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2.1 Alteragoes cognitivas induzidas pela deficiéncia de tiamina

Dados obtidos em diversos estudos realizados pelo nosso grupo e outros autores,
utilizando modelos experimentais, também tém mostrado evidéncias de que a DT pode
ocasionar alteragdes cognitivas, representadas principalmente por déficit no aprendizado e
memoria espacial (Irle e Markowitsch, 1983; Langlais et al., 1992; Langlais e Savage, 1995;
Zhao et al., 2008; Vigil et al., 2010; Bueno ef al., 2015) e na extingdo de um comportamento
(Pires et al., 2005; Carvalho et al., 2006).

2.1.1 Aprendizado e memdria

Os fenomenos do aprendizado e memoria receberam, ao longo do tempo, varias
definicdes. Sweatt (2003) define o aprendizado como alteragdo de uma resposta
comportamental devido a estimulos ambientais, ou seja, ¢ quando hd mudanca de
comportamento diante de uma nova experiéncia. A memoria ¢ definida pelo mesmo autor

como um processo de estocagem do que foi aprendido (Sweatt, 2003).

Assim, o aprendizado, que ¢ uma mudanca do comportamento, ¢ definido pelas
experiéncias vividas e sem ele ndo hd memoria (Marshall, 1988). Apos a aquisicao, a
informagdo ¢ consolidada, mantida e recuperada, formando assim o processo de memoria. A
memoria por sua vez, pode ser modificada pela reconsolidagdo e o desempenho alterado pelo
processo de extingdo (Abel e Lattal, 2001), o qual ocorre através da inibicdo de um
comportamento aprendido, quando a resposta nao ¢ mais refor¢ada (Catania, 1999). Assim a
extingdo ¢ um processo ativo de aprendizagem e nao a perda da mesma (Abel e Lattal, 2001;
Santini et al., 2012). Apesar de esses processos terem sido intensivamente estudados no
campo teorico, eles s6 comegaram a ser estudados no campo molecular nas tltimas décadas

(Squire e Knowlton, 1995).

Os diferentes tipos de sistemas de memoria vém sendo classificados baseados em
conteudo, fun¢do e tempo de duragdo. As classificagdes ocorreram ao longo dos anos, como

podemos ver a seguir:

o 1923: memoria explicita e implicita (Mcdougall, 1923)
o 1949: “saber como” e “saber o que” (Ryle, 1949)
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e [970: memoria de curto e de longo prazo (Baddeley e Warrington, 1970)
o [972: memoria semantica e episodica (Tulving, 1972)

o 1978: memoria de referéncia e de trabalho (Honig, 1978)

o 1984: memoria disposicional e representacional (Thomas, 1984)

o [984: memoria recente e remota (Schacter e Moscovitch, 1984).

De acordo Smith e Grossman (2008) existem trés distintos sistemas de aprendizado e
memoria bem definidos: memoria de trabalho, memoria de longo prazo implicita e memoria
de longo prazo explicita (Smith e Grossman, 2008). A Figura 1 ¢ um esquema dessa

classificagdo e das principais regides do SNC relacionadas com esses processos.
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Figura 1 - Classificagdo dos sistemas de memdria e as principais estruturas encefalicas relacionadas aos
processos centrais. Figura retirada de Gasic et al., 2006

A memoria de trabalho ¢ uma memoria de curta duragdo onde uma quantidade de
informagdo limitada ¢ mantida e manipulada por um intervalo de tempo também limitado
(Jonides, 1995). De acordo com Sweatt (2003), esse tipo de memoria ndo requer modificagao
bioquimica que persiste para que ocorra sua manutengdo. A memoria de curta duragdo estd
relacionada ao CPF (Janowsky et al., 1989), regides occipital e parietal (Farah, 1988), giros

supramarginal e angular (Vallar e Shallice, 2007) e cerebelo (Pascual-Leone et al., 1993).

A memoria de longo prazo ¢ considerada um processo de codificacao e armazenamento

de uma quantidade maior de informacgdes por um longo periodo de tempo (com duragdo de
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horas a anos) e ¢ dividida em memoria explicita ou declarativa e a implicita ou nao declarativa

(Milner et al., 1998).

A memoria de longo prazo explicita, ou memoria declarativa, armazena informagdes
por um longo tempo e a aquisicdo dessas informagdes ocorre através da evocagdo da
consciéncia (Smith e Grossman, 2008). Ela estd relacionada com o armazenamento de
informagdes aprendidas sobre o mundo — regras, normas e fatos gerais - e sobre eventos dos
quais participamos, esses dois tipos de informacdes subdivide a memoria declarativa em dois
componentes, o semantico ¢ o episddico, respectivamente (Eisenkraemer, 2006). A partir
delas, podemos relatar situagdes cotidianas e acontecimentos histéricos (Lombrosoa, 2004).
As estruturas do lobo temporal medial e diencéfalo estdo relacionadas com a codificagdo e

recuperagdo desse tipo de informagao (Squire e Knowlton, 1995; Wheeler e Buckner, 2003).

A memoria de longo prazo implicita ou ndo-declarativa também armazena informagdes
por um longo periodo, porém essas informacdes sdo adquiridas e recuperadas de forma
inconsciente, como tarefas ou habilidades. Elas sdo adquiridas de forma que ndo se sabe
descrever como se adquiriu a habilidade (Smith e Grossman, 2008; Izquierdo et al., 2013).
Esse tipo de memoria pode ser dividido em (a) pré-ativagdo, relacionada com estruturas do
neocortex, (b) procedural, relacionada ao estriado, (c) aprendizado associativo ou
condicionamento, relacionado a amigdala e cerebelo e, (d) aprendizado ndo-associativo,

relacionado a vias reflexas (Smith e Grossman, 2008).

Existem outros tipos de classificagdo de memoria descritos na literatura que nao foram
contemplados pelos autores acima, como a memoria espacial. Esse tipo de aprendizagem e

de memoria foi objeto de estudo desse trabalho e serdo detalhados no proéximo topico.

2.1.1.1 Aprendizado e Memdria espacial

A memoria espacial estd presente na interface de outras memorias, sendo subdividida
em memoria espacial de trabalho (componente de curta duragdo) e memoria espacial de
referéncia (componente de longa duracao) (Morris e Frey, 1997). A memoria espacial de
trabalho consiste na aquisi¢do de uma quantidade limitada de informacdo espacial em um
curto periodo de tempo (Moscovitch ef al., 2005). Enquanto que a memoria espacial de

referéncia ocorre a partir da repeti¢do de uma tarefa, com a aquisi¢do e recuperagdo de uma
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informagdo espacial a qual ¢ armazenada por um longo periodo (Olton et al., 1979; Kessels

etal.,2001).

Para avaliar o aprendizado e a memoria espacial em modelos animais, tém sido
utilizados labirintos, onde os animais aprendem uma tarefa dependente do conhecimento
espacial (Tolman, 1948; Barnes, 1979; Morris, 1981), dentre esses o Labirinto Aquatico de
Morris (LAM), alternacdo espontanea (Langlais e Savage, 1995; Savage et al., 2003; Resende
et al., 2012; Savage, 2012), alternacdo tardia, esquiva ativa e esquiva passiva (Mair et al.,
1985) tém sido alvos de estudo utilizando-se o modelo de DTP. Os autores mostraram que
animais que passaram pela DTP e avaliados em tarefas de navegagdo espacial apresentaram
déficits cognitivos espaciais (p.ex. aprendizagem / memoria) e esses déficits foram

persistente.

O LAM foi proposto por Morris em 1981 como instrumento de avaliacdo do
aprendizado e memoria espacial em roedores, utilizando um reforgo positivo (plataforma) e
um estimulo aversivo (dgua). Nas tarefas de aprendizado espacial de referéncia, o animal tem
que localizar uma plataforma submersa a 4gua utilizando dicas viso-espaciais, extra-labirinto
e fixas, presentes na sala onde ocorre o teste. Durante o teste de memoria espacial de
referéncia, a plataforma ¢ retirada e o comportamento do animal em tentar encontrar a
plataforma, no local onde se encontrava previamente (durante a fase do aprendizado) ¢
avaliado. A partir das dicas espaciais ocorre a formacdo de um mapa cognitivo espacial
(Morris, 1981). Evidéncias sobre o papel do hipocampo e do cortex entorrinal na formagao
desse mapa espacial ocorreram pelas descobertas da existéncia de células piramidais do
hipocampo de ratos, denominadas de “place cells” as quais disparam dependendo da
localiza¢dao do animal (O'keefe e Dostrovsky, 1971) e pela existéncia de células do cortex
entorrinal que também disparam em locais especificos chamadas de “grid cells” (Hafting et

al., 2005).

Devido as suas vantagens, como a nao necessidade de privagdo alimentar, nem de
apresentacdo de choques elétricos (Gimenes Junior, 2008) e devido a ser um instrumento
sensivel a mudancgas cognitivas espaciais, 0 LAM ¢ um instrumento utilizado em diversas

subdreas de estudos de aspectos cognitivos (D’hooge e De Deyn, 2001).
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2.1.2 Evidéncias do efeito da DT sobre aspectos cognitivos

Utilizando o LAM como tarefa comportamental para avaliar o efeito da DT sobre
aprendizado e memoria espacial, Langlais e cols. (1992) mostraram que ratos DTP
apresentaram baixo desempenho para encontrar a plataforma e que animais que aprenderam
a tarefa antes do episdédio de DTP nao tiveram prejuizo durante o teste de memoria remota
(avaliacdo da presenga de amnésia retrograda, que ¢ a perda de informag¢des adquiridas antes
de estabelecido o quadro de DTP). Déficits durante as sessdes de aprendizagem também
foram observados pelo nosso grupo, onde os animais DTP tiveram um pior desempenho
comparado com animais controle, entre a 2* ¢ a 4* sessoes (Pires et al., 2005; Carvalho et al.,
2006; Vigil et al., 2010; Bueno et al., 2015), porém com a repeticao das tentativas, durante o
treino, todos os animais DT foram capazes de aprender a tarefa. Pires e cols. (2005) e
Carvalho e cols. (2006) também verificaram um efeito da DTP sobre a extingdo de um
comportamento, enquanto que Oliveira-Silva e cols. (2015) verificaram efeito da DT na dieta

sobre a memoria espacial.

O desempenho dos animais no LAM pode ser influenciado por caracteristicas dos
animais, como sexo, espécie/raga, idade, estado nutricional, exposicdo ao estresse ou
infeccdo, e pelo protocolo utilizado. Uso de animais com lesdes em regides cerebrais ou a
desconexdo entre elas podem alterar o desempenho durante a aprendizagem espacial

(D’hooge e De Deyn, 2001).

A formacao hipocampal € uma estrutura do lobo temporal medial que consiste de quatro
subregides (cortex entorrinal, giro denteado, Cornuamonnisl e 3 (CA1 e CA3 e subiculo)
ligadas unidirecionalmente (Amaral et al., 2007). E uma area relacionada a tarefas de
aprendizagem/ memoria (Squire, 1992; Abrous et al, 2005), sendo importante na
consolidagdo da memoria explicita ou declarativa (Eichenbaum, 2004; Dickerson e
Eichenbaum, 2010), como por exemplo, possui um relevante papel na memoria espacial
(O'keefe e Nadel, 1978). Evidéncias sugerem que a DT causa alteragdes morfoldgicas
(Pfefferbaum et al., 2007), na neurogénese (Zhao et al., 2008; Vetreno et al., 2011) e em
parametros neuroquimicos (Pires et al., 2005; Savage et al., 2007; Savage et al., 2012) no
hipocampo de animais deficientes de tiamina, contribuindo para o prejuizo nos processos de

aquisi¢ao e na memoria (Savage et al., 2003; Pires et al., 2005; Savage et al., 2012).
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Nao somente o hipocampo, mas também o CPF ¢ uma regido cerebral critica para a
memoria espacial (Martinet et al., 2011). Estudos em humanos e primatas ndo humanos com
lesdes no CPF demonstram que essa regido afeta a memoria de trabalho (Fuster, 1989) e a
flexibilidade comportamental (Milner et al., 1984). Lesdes no CPF de ratos também foram
responsaveis pela piora na recuperagdo ¢ ordenamento temporal de memorias (Winocur e
Moscovitch, 1999). Estudos realizados pelo nosso grupo e outros, utilizando o modelo DTP,
sugerem que alteracdes neocorticais (colinérgica e glutamatérgica) parecem estar associadas

com o declinio cognitivo (Pires et al., 2005; Carvalho et al., 2006).

Além dessas regioes, o talamo (regido alvo do presente trabalho) também tem um papel
importante em fungdes cognitivas, como aprendizado e memoria. Os tdlamos sdo estruturas
diencefalicas, constituidas por substancia cinzenta de forma ovdide e sdo unidas pela
aderéncia intertaldmica, que passa pelo III ventriculo. Se relaciona com a capsula interna
lateralmente, com a fissura cerebral transversa, superiormente, ¢ com o hipotalamo e o
subtalamo, através da sua parte inferior. S3o estruturas organizadas por muitos pares
diferentes de nucleos (Figura 2, painéis A e B) (Pinel ef al., 2005; Schiinke ef al., 2007), os
quais sdo divididos anatomicamente em grupos: lateral, anterior, mediano, intralaminar e
nucleo retircular (Engelborghs et al., 1998). Esses nucleos possuem conexdes com o
hipocampo, corpos mamilares e neocortex (Aggleton e Brown, 1999) (Figura 3). Também
desempenham funcdes sensitivas e fungdes relacionadas a aspectos emocionais, de
motricidade e de ativagdo cortical (Cruikshank et al., 2012; Bosch-Bouju et al., 2013;
Mazzola et al., 2013).
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Figura 2 - Representacio do Tilamo. Painel A: A esquerda, fotografia do tecido cerebral de rato em vista
sagital média e esquema de um encéfalo a direita, destacando na foto o talamo (ponta do instrumento) e no
esquema a regido diencefalica (vermelho). Painel B: representag¢do esquemdtica da disposic¢do espacial dos
grupos nucleares do talamo. Fonte. Schiinke et al., 2007.

Estudos mostram que danos em nucleos talamicos sdo considerados preditores de perda
de memoria (Aggleton ef al., 2011) e lesdes talamicas lateral e anterior prejudicam sistemas
de memoria independentes (Mitchell e Dalrymple-Alford, 2006). Um desses estudos,
verificou que humanos com lesdes talamicas apresentavam prejuizo na memoria declarativa
(Van Der Werf et al., 2003). Dados obtidos em estudos com individuos com SW
evidenciaram uma perda neuronal no nucleo anterior taldmico maior em paciente que

apresentavam amnésia (SWK), quando comparados com aqueles ndo amnésicos (Harding et
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al., 2000). Utilizando exames por imagem de pacientes com DT, Butterworth (2003) mostrou
que algumas estruturas enceféalicas como talamo, corpos mamilares, regido periventricular e
cerebelo sdo mais suceptiveis e possuem seletividade a deficiéncia (Butterworth, 2003).

NUCLEOS )
TALAMICOS
ANTERIORES )

A

CORPOS .
MAMILARES CORTEX
\ 4 TEMPORAL
[ CORTEX ]4 (

PRE-FRONTAL J‘ L FORNIX J

A A
HIPOCAMPO

] ] OUTRAS ENTRADAS INCLUINDO
. ‘;’OR'E‘:“,‘ CORTICES RETROESPLENIAL
ENTORRINAL E CINGULADO
CORTEX CORTEX PARA
PERIRRINAL HIPOCAMPAL

[ OUTRAS AREAS DE ASSOCIACAO J

Figura 3 - Esquema das principais vias que permitem a codificacdo da informacgdo episodica e
fundamentam os aspectos subjacentes da recordagdo. A espessura relativa das linhas indica a importdncia
putativa das diferentes ligagoes. Destacamos em cinza as regioes mais suscetiveis aos efeitos da deficiéncia
de tiamina. Fonte: Adaptado de Aggleton e Brown, 1999

Estudos prévios usando modelo experimental de DT também mostraram que o talamo
juntamente com os corpos mamilares, € a area mais afetada pela DT, sendo considerada uma
das primeiras regides a apresentar sinais de neurodegeneragdo. As alteracdes nos nucleos
talamicos sdo observadas juntamente com alteragdes nos niveis de neurotransmissores e
déficits cognitivos (Mair et al., 1991; Langlais et al., 1992; Mair, 1994). A perda da conexao
entre talamo, hipocampo ¢ CPF, devido a lesdes talamicas, podem ser responsaveis pelas
alteragdes comportamentais vistas em animais que passaram pela DT. Savage e cols. (2011)
revelaram que lesdes no nicleo anterior taldmico prejudicaram as fungdes hipocampais

incluindo aprendizado e memoria espacial e também afetam a liberacdo de acetilcolina

hipocampal.
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2.2 Alteragoes neuroquimicas induzidas pela deficiéncia de tiamina

A Tabela 1 mostra os circuitos de neurotransmissores alterados em regides cerebrais
de animais que passaram pela DT. De acordo com a literatura, nés distinguimos as regides
onde as alteragdes ocorreram, se essas alteragdes foram para mais (1) ou para menos (), e

qual o modelo (protocolo) de DT utilizado no estudo: DTP, DT (dieta) associada ou ndo ao

tratamento cronico com etanol ¢ Restricado Maternal de B1.

Tabela 1 — Circuitos neuroquimicos afetados pela DT

Circuitos Regido SNC T Referéncia Modelo
! Langlais et al. 1988 DTP
! Héroux e Butterworth, 1988 DTP
Télamo 0 Langlais e Zang, 1993 DTP
1 Hazellet al ., 1993 DTP
! de Freitas-Silva, 2010 DT maternal
0 Langlais ¢ Zang, 1993 DTP
GLUTAMATERGICO Hipocampo ! Léetal. 1991 DTP
! de Freitas-Silva, 2010 DT maternal
! Carvalho et al. , 2006 DTP /DT (dieta) + Etanol
Cortex Pré-Frontal ) ]
! de Freitas-Silva, 2010 DT maternal
Cerebelo |  Ferreira-Vieira et al,, 2016 DT maternal
! Butterworth et al ., 1979 DTP
Cérebro total
! Butterworth, 1989 DTP
! Langlais et al. 1988 DTP
, | Héroux and Butterworth 1988 DTP
Talamo
! de Freitas-Silva, 2010 DT maternal
GABAergico 1 Ferrera-Vieira et al ., 2016 DT maternal
. ! Butterworth et al ., 1979 DTP
Cérebro total
! Butterworth, 1989 DTP
Hemisfério cerebral 1 Page et al ., 1989 DT (dieta)
Talamo | Nakagawasaiet al., 2000 DTP
| Nakagawasaiet al., 2000 DTP
. ! Pires et al. 2001 DTP /DT (dieta) + Etanol
Hiopocampo
! Vetreno et al. , 2008 DTP
, | Oliveira-Silva et al ., 2015 DT (dieta) + Etanol
COLINERGICOS -
| Nakagawasaiet al., 2000 DTP
Cortex ! Pires et al. 2001 DTP /DT (dieta) + Etanol
! Pires et al. 2005 DTP /DT (dieta) + Etanol
Cortex Pre-Frontal | Anzalone et al ., 2010 DTP
cortex retroespinhal | Anzalone et al. , 2010 DTP
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Télamo 1 Mousseau et al. , 1996 DT (dieta)
DOPAMINERGICO  Cértex Pré-Frontal i} Mousseau et al ., 1996 DT (dieta)
Hipotalamo ! Mousseau et al. , 1996 DT (dieta)
Télamo ! Mousseau et al., 1996 DT (dieta)
NO RENERGICO Cortex Pré-Frontal | Mousseau et al. , 1996 DT (dieta)
Hipotalamo 1 Mousseau et al ., 1996 DT (dieta)
cortex-hippocampus | Mair et al ., 1994 DT (dieta)
Talamo ) Langlais et al. 1988 DTP
SEROTONINERGICO Cérte?; Pré-Frontal | Mou.ss.eau etal., 1996 DTP
Hipocampo 1 Vigil et al ., 2005 DTP
Hipotalamo i Mousseau et al. , 1996 DTP

2.2.1 Alteracoes nos circuitos glutamatérgicos e GABAérgicos pela DT

Dos varios circuitos de neurotransmissores afetados pela DT, os circuitos envolvendo
os neurotransmissores glutamato e 4cido gama-amino-butirico (GABA: Y-aminobutyric acid)
foram escolhidos como focos do presente estudo. Isto por se tratar de circuitos modulatorios
conforme detalhado abaixo e, principalmente, pelos resultados obtidos pelo nosso grupo
(Sena, 2015) de que o GABA parece ter um papel importante no processo de aquisi¢do de

uma informagao espacial.

O glutamato ¢ o GABA sdo neurotransmissores excitatorio e inibitorio,
respectivamente. O balango entre eles estd envolvido na neurogénese, plasticidade neuronal
e migracdo celular (Mcgee e Bredt, 2003; Nacher et al., 2003; Foster ¢ Kemp, 2006). A
manuten¢do desse equilibrio ¢ fundamental para fungdes cognitivas, como aprendizado e

memoria (Foster e Kemp, 2006).

Esse balango parece ser alterado pela DT. Estudos sugerem que a baixa atividade de a-
cetoglutarato desidrogenase, enzima dependente de TDP, pode causar uma baixa producao
de glutamato por essa via e, consequentemente, uma baixa conversdao de glutamato para

GABA (Gaitonde et al., 1975; Aikawa et al., 1984).
Redu¢do de niveis de GABA e glutamato em regides especificas do cérebro foram

observados em animais que passaram pela DTP. A diminui¢do dos niveis desses

neurotransmissores no talamo foi observada logo apos a um episodio de DT e essa alteracao
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parece persistir por mais tempo, ja que foi observada até 9 semanas apods recuperaciao da

deficiéncia (Héroux e Butterworth, 1988; Langlais et al., 1988).

Carvalho e cols. (2006) observaram uma diminui¢ao da capta¢ao de glutamato no CPF
de animais com DTP. Nosso grupo verificou diminuicdo nos niveis dos dois
neurotransmissores, glutamato e GABA, no CPF, porém, um aumento nos niveis de GABA
na PAG de ratos que passaram por um episoédio de DTP. Além disso, foram observadas a
existéncia de correlagdes significativas entre os niveis desses neurotransmissores € 0

desempenho dos animais no LAM (Andrade, 2011).

Por outro lado, dependendo do tipo de insulto e do estdgio do processo, o glutamato
pode desempenhar um papel no desenvolvimento de lesdes causadas pela DT (Nardone et al.,
2013). A elevagao dos niveis de glutamato extracelular foi observada em regides vulneraveis
a DT e, a excitotoxicidade foi o primeiro mecanismo de morte celular descrito no modelo de
DTP, associado com uma amnésia diencefalia (Hazell et al., 1993; Langlais e Zhang, 1993).
Esse aumento nos niveis de glutamato também poderia ser explicado pela perda de receptores

glutamatérgicos em astrocitos (Hazell ef al., 2001; Hazell et al., 2003).

2.2.2 Alteracoes em outros circuitos de neurotransmissores e suas relacoes com

alteracoes comportamentais

Conforme apresentado na Tabela 1, outros tipos de neurotransmissores também foram

afetados pela DT e essas alteragdes foram relacionadas com alteragdes cognitivas.

Nosso grupo de pesquisa verificou a existéncia de correlacdo entre déficits cognitivos e
parametros neuroquimicos. Pires e cols. (2005) verificaram uma diminui¢do da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo de animais que passaram por um tratamento
cronico com etanol (E) e no hipocampo e neocortex de animais que passaram pela DTP. Além
disto, foi observado uma diminui¢ao na liberagao de acetilcolina (ACh) neocortical nesses
dois grupos (E e DTP). Essas alteragdes no sistema colinérgico se correlacionam de forma
significativa com déficits cognitivos espaciais. Oliveira-Silva e cols. (2015) também
observaram efeito da DT na dieta, associada ou ndo ao etanol, sobre a atividade da AChE no
hipocampo e, essa alteracdo foi observada estar relacionada de forma significativa com o

déficit de memoria espacial.
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Ao avaliar animais que passaram também pela DTP e tiveram prejuizo durante o
aprendizado espacial, Vigil e cols. (2010) observaram um aumento no nivel do metabolito de
serotonina (4cido 5-hidroxindolacético — 5-HIAA) no tdlamo, o qual foi significativamente
relacionado com a laténcia gasta pelos animais para encontrar a plataforma na 3* sessdo do
treino, na tarefa do LAM. A 3% sessdo foi aquela em que os animais DTP apresentaram pior

desempenho.

2.2.3 Outras alteragoes bioquimicas induzidas pela deficiéncia de tiamina

Além das alteragdes causadas pela DT sobre os niveis de neurotransmissores e/ou
enzimas diretamente associadas a sintese ou degrada¢do de um neurotransmissor, como no
caso da AChE, em alguns estudos os pesquisadores também investigaram alteragdes proteicas

/ enzimaticas em regides do SNC de animais submetido a DT.

Em individuos alcoolistas, Lavoie e Butterworth (1995) verificaram uma reducao na
atividade da transcetolase e do complexo piruvato desidrogenase, quando comparados com
individuos controle. Butterworth e cols. (1993) também verificaram que essas enzimas
juntamente com o complexo a-cetoglutarato desidrogenase foram significativamente
diminuidas em autdpsia de cérebro em condigdes de baixo nivel de tiamina. Outros estudos
utilizando modelos animais de DTP, também verificaram efeitos da DT sobre a atividade
dessas enzimas dependentes de tiamina (Gibson et al., 1984; Butterworth et al., 1986; Sheu

et al., 1998).

Considerando o relevante papel das proteinas em todos os processos bioquimicos
celulares, e conhecendo os efeitos da DT em alguns desses processos, como a
neurotransmissdo quimica, decidimos explorar os efeitos da DT, primeiro em uma classe
especifica de proteinas, as fosfoproteinas (Pires et al., 2005; Resende et al., 2012). Pires e
cols. (2007) mostraram que o tratamento cronico com etanol associado a DT induz alteragdes
nos niveis de fosforilagdo de algumas proteinas hipocampais, principalmente a proteina com
peso molecular de 86kDa, depois identificada como sendo a Sinapsina I. Posteriormente,
Resende e cols. (2012) usando modelo da DTP também observaram efeito da DT sobre a
sinapsina I, fosfoproteina importante no processo de exocitose. Seguindo essa linha,
ampliamos o campo de avaliagdo das proteinas potencialmente afetadas pela DT, usando uma

associagdo entre a técnica de separagdo por eletroforese, seguida por andlise em
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espectrometro de massa (Bueno et al., 2015). Bueno e cols. (2015) mostraram que a DT causa
alteragdes em proteinas do tdlamo e algumas dessas alteragdes se relacionam com o
desempenho dos animais em tarefas cognitivas espaciais. Uma das proteinas identificadas,

alterada pela DT foi um canal anidnico dependente de voltagem ou VDAC.

3 Neuroproteomica

O estudo das alteragdes no nivel de proteinas no SNC ocorre atualmente contando com

os avangos de uma importante area do conhecimento e instrumento de pesquisa, denominada

neuroprotedmica, uma subdarea da protedmica que tem como objetivos identificar, quantificar

e caracterizar proteinas presentes no SNC, investigar doengas neurodegenerativas e procurar

possiveis marcadores para o tratamento dessas doengas (Hirano et al., 2006).

Por sua vez, a protedmica ¢ uma area do conhecimento que tem como objetivo analisar
0 proteoma, termo andlogo ao genoma, que consiste do conjunto de proteinas expressas por
uma célula, tecido ou organismo, em um determinado momento e estado (Wilkins, 1997).
Diferente do genoma, o proteoma se altera em diferentes condigdes. Técnicas protedmicas
tétm sido desenvolvidas para determinar a atividade bioquimica, estrutura, interagoes,

localizagdo e papel celular de proteinas (Ong e Mann, 2005).

Atualmente, a partir do uso de tecnologias de alto desempenho (do inglés, high
throughput), a protedmica tem possibilitado a detec¢do e quantificagdo de proteinas em
grande escala e com maior cobertura (Kumar et al., 2016). O avanco dessas andlises de alto
desempenho tem sido facilitado pelo desenvolvimento da Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS), uma técnica que permite a analise direta
de misturas complexas de proteinas apos proteodlise e separacdo dos peptideos mediante
Cromatografia Liquida (LC) para posterior injecdo no espectrometro de massas (MS: Mass

Espectrometry) (Wu e Maccoss, 2002) (Figura 4) .

A LC e nano LC tem sido acopladas a espectrometria de massas sequencial (MS/MS)
uma vez que permitem a separagdo tanto de proteinas quanto de peptideos, podendo ser
utilizados diferentes métodos cromatograficos, individualmente ou em combinagdo, como

fase reversa, troca idnica, exclusao molecular e afinidade entre outros (Shi et al., 2004).
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Figura 4 - Esquema das etapas do processo de andlise por LC-MS/MS': Identificacdo de proteinas.
Fonte: Adaptado de Motoyama e Yates, 2008
Como principio bésico, a espectrometria de massas gera ions a partir de compostos
organicos ¢ inorganicos em funcdo da sua massa/carga (m/z) e detecta os mesmos,
quantitativa ou qualitativamente, considerando sua abundancia relativa e respectiva m/z

(Murray et al., 2013).

No caso das analises protedmicas os peptideos provenientes da LC sdo ionizados na
fonte de ionizacao e, posteriormente, detectados e fragmentados no Espectrometro de Massas
para obten¢do de espectros MS/MS que sdo comparados com espectros tedricos das
sequencias de proteinas, provenientes de bancos de dados, para a identificagdo dos peptideos

(Motoyama e Yates lii, 2008) (Figura 4).

O espectrometro de massas consiste de uma fonte de ions, um analisador de massas e
um detector, os quais operam em condi¢des de vacuo (Figura 5). Os analitos separados no
cromatografo, como os liquidos de alta performance (HPLC: High Performance Liquid
Chromatography) ou os liquidos de ultra performance (UPLC: Ultra Performance Liquid
Chromatography), sdo inseridos no espectrometro de massas através de uma Fonte de
Ionizacdo como a lonizagdo por Eletroespray (ESI: Electrospray lonization), onde ocorre a

ionizagdo dos analitos em fase liquida passando para a fase gasosa (Bayés e Grant, 2009).
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Outro tipo de fonte de ionizagdo ¢ a Dessor¢ao/ionizagdo de Matriz Assistida por Laser
(MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization), na qual ocorre a geragao de ions em
fase gasosa por dessor¢do /ionizagao de uma matriz cristalina formada de pequenas moléculas
volateis (Yates et al., 2009). Apds a ionizagdo, os ions sdo analisados em analisadores de

massas.

ESPECTROMETRO DE MASSAS

ATMOSFERA SISTEMA DE VACUO
FONTE DE
x ANALISADOR SISTEMA
. fﬁl};&s{)&A =) ROV =) DE MASSAS =5 ERINIY N =) DE DADOS

Figura 5 - Esquema da sequéncia dos processos em uma andlise por Espectrometria de Massas. A
fonte de inser¢do da amostra pode ser acoplada a fonte de ionizagdo.

A espectrometria de massas de alto desempenho tem sido revolucionada com o
desenvolvimento de espectrometros de massas hibridos, que combinam as capacidades dos
analisadores de massas mais utilizados na andlise protedmica, como o quadrupolo (Q),
armadilha de ions, tempo de voo (TOF: Time of Flight), ressonancia ciclotronica de ions por
transformada de Fourier (FTICR: Fourier-transform ion cyclotron resonance), Orbitrap

(Yates et al., 2009) e mobilidade i6nica pelo T-Wave (Gray et al., 2016).

Assim, a espectrometria de massas ¢ considerada uma andlise qualitativa, pois ¢
utilizada para identificacdo da composicdo elementar de compostos, bem como sua
elucidagdo estrutural. Além disto, mediante a LC-MS ¢ possivel também extrair informagdes

quantitativas sobre mudancas na abundancia das proteinas (Ackermann et al., 2008).

A protedmica quantitativa ¢ dividida em duas abordagens: quantificagdo com marcacao
quimica de peptideos (label) e quantificacdo livre de marcagao (label free) (Silva et al., 2006;
Neilson et al., 2011).

Entre as técnicas que envolvem a marcacdo quimica, as mais utilizadas sdo
Quantificacdo isobarica para quantificacdo absoluta e relativa (iITRAQ: isobaric tags for
relative and absolute quantitation), Marcagdo isotdpica e separagdo por afinidade (ICAT:
Isotope-coded affinity tag) e Marcagdo isotdpica em aminodcidos em cultura de células
(SILAC: stable isotope labels with amino acids in cell culture). Essas técnicas sio

consideradas precisas e mais acuradas em relagdo a quantificagdo relativa da abundancia de
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proteinas, porém seu uso ¢ limitado em relagdo a quantidade de amostras e ao tipo de amostras
usadas, além de ser necessario um custo e tempo elevados para marcacao da amostra (Kuhner

e Gavin, 2007).

Por outro lado, a abordagem livre de marcagdo, envolve a medi¢ao das areas dos picos
(AUC: area under the curve) cromatograficos de cada peptideo e a existéncia de uma relagao
linear entre essa area e a concentragdo da proteina na amostra (Chelius e Bondarenko, 2002).
A quantificagdo baseada na AUC envolve a determinacdo das abundancias de ions em um
tempo de retencdo especifico para os peptideos ionizados (Podwojski et al., 2010). Este tipo
de quantificagdo representa uma alternativa de baixo custo e sem limite de numero de
comparagdes de amostra, resultando em ampla cobertura do proteoma (Bantscheff et al.,

2007).

Para obter uma identificagdo e quantificagdo precisa de proteinas é necessario um
equilibrio na energia de colisdo para gerar ions fragmentados. A fragmentacao ocorre a partir
de dois tipos de estratégias de aquisicdo: dependente de dados (DDA: data-dependent
acquisition) ¢ independente de dados (DIA: data-independent acquisition) (Distler et al.,

2014; Distler et al., 2016).

Na DDA tem como finalidade submeter os ions precursores a fragmentacao sequencial
(MS/MS) seletiva de acordo com a sua abundancia. Por outro lado, métodos de fragmentagao
e identifica¢ao por DIA, como o utilizado no presente trabalho, ocorre a partir da alternancia
entre baixa e alta energia de colisdo no espectrometro de massas, onde todos os peptideos sao
fragmentados, sem a necessidade de selecionar ions precursores. Esse tipo de fragmentacao
¢ independente de caracteristicas especificas, tais como intensidade e estado de carga (Silva

et al., 2006; Chapman et al., 2014).

A analise por DIA é denominada como MSF (MS de alta energia), a qual juntamente
com a abordagem livre de marcagdo fornece informacdes quantitativas das analises da
abundancia relativa de proteinas. Essa analise ocorre a partir da média da intensidade dos trés
peptideos tripticos mais abundantes por proteina (técnica Hi 3), sendo que a abundancia ¢
diretamente proporcional a quantidade da proteina na amostra analisada (Silva et al., 2006;

Distler et al., 2016).
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A caracterizagdo protedmica utilizando LC-MS/MS com fragmentagao do tipo DIA e
quantificagdo livre de marcagdo ¢ possivel a partir do uso de espectrometros de massas como
o Synapt G2-S HDMS (High Definition Mass Spectrometry) (Waters, Milford, MA, USA)
acoplado a um sistema nano UPLC (Waters, Milford, MA, USA). Esse equipamento foi

utilizado no presente trabalho, conforme mencionado em Material e Métodos.

Avangos tecnoldgicos considerdveis tém sido feitos em novos métodos de
instrumentagdo, estratégias experimentais e as ferramentas da bioinformatica para a analise
do proteoma (De Hoog e Mann, 2004). As ferramentas de bioinformatica podem ser usadas
a partir de programas especificos que permitem investigar sobre anotagdes funcionais,
interagdes proteina-proteina, associacdo com doencas, vias bioldgicas, homologias, funcao

génica, entre outras categorias (Huang et al., 2009).

Um dos dados de bases, ferramenta da bioinformatica, denominado Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) consiste no conhecimento
bioldgico integrado em ferramentas analiticas com o objetivo de extrair informagdes
bioldgicas de listas de genes e proteinas. Esse recurso foi utilizado no presente trabalho,
conforme mencionado em Material ¢ Métodos. A partir de informagdes proteicas em bancos
de dados, o DAVID utiliza bancos internos como Gene Ontology (GO) e Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEEQ) para categorizar as proteinas em anotagdes funcionais e vias

metabolicas e de regulacdo, respectivamente (Huang et al., 2009; Huang et al., 2009).

A LC-MS/MS em estudos neuroprotedmicos fornece uma essencial fonte de
biomarcadores para estudos clinicos, com o proposito tanto para diagndstico quanto para

prognostico (Bayés e Grant, 2009; Shevchenko et al., 2015).

Uma visao geral de estudos neuroprotedmicos em modelos experimentais (ratos e
camundongos) recentemente publicados, utilizando LC-MS/MS, podendo diferir quanto ao
tipo de fragmentacdo — DDA e DIA e do tipo de abordagem, como por exemplo com
marcagdo (iTRAQ, SILAC, ICAT) ou sem marcagao (label free), estio listados na Tabela 2,
onde contém informacdes das amostras de tecidos de regides do SNC em que a analise
protedmica foi realizada, o tipo de pesquisa e a quantidade de proteinas identificadas em cada

analise.
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Tabela 2 - Recentes estudos neuroprotedomicos em modelos experimentais utilizando a técnica
LC-MS/MS

Regioes SNC Pesquisa Referéncia Método . Prm',‘emas
identificadas
Analise protedmica de modelo animal de LC MS/MS -
Cerebel Shao v ., 2015 i 1815
erebel depressdo maior oV DDA - iTRAQ
Andlise de proteinas de membrana e hidroflicas ~ Wetterhaller ~ LC-MS/MS - 1825
de cérebro de camundongos al., 2011 DDA - iTRAQ
Caracterizagdo protedmica do cérebro de Sheveherko ef  LC-MS/MS -
camundongos em modelo de doenca de 599
, . al.,2012a DDA - label free
Cérebro total ~ Alzheimer
Comparacdo de métodos de extragdo para Shevchenko e LC-MS/MS - 541
analise protedmica de cérebro de camundongo /., 2012b DDA - label free
Analise protedmica da mitocondria de cérebro ~ Staucher al., LC-MS/MS - 549
de camundongos durante o envelhecimento 2015 DDA -SILAC
Estriado Ana.hse protedmica da densidade pos-sinaptica Stockton et al. , LC-MSﬂV[S - 2648
estriatal pOs tratamento com morfina 2015 DDA - iTRAQ
Neuroprotedmica em modelo animal de Dattaetal.,  LC-MS/MS - 24
isquemia cerebral 2011 DDA - iTRAQ
Hemisfério cerebral Némoproteénﬂca de céreb.ro de Fatos com Rener al., LC MS/MS -
acidente vascular cerebral isquemico 590
. 2014 DDA - label free
intracerebelar
Perfil protedmico da densidade pos-sinaptica ~ Distler et al.,  LC-MS/MS - 4558
do hipocampo de camundongo 2014 DIA - label free
Prf)téoma hIp;)cazllai;l de(ratc:is 1en:1 tratamento Wesselinger  LC-MS/MS - -
. cronpo corp ereglina tmodelo de al.,2015  DIA - label free
Hipocampo esquizofrenia)
Efetto da radiagdo ¢ do medo contextual Huanget al., LC-MS/MS - 400
condicionado no proteoma hipocampal 2016 DIA - label free
Alteragdo protedmica no hipocampo de ratos ~ Swartzwelder ~ LC MS/MS - 693
expostos ao alcool (subunidade GluN2B) etal., 2016 DDA - label free

Hipotese: A deficiéncia de tiamina altera os niveis de proteinas e também as
concentragdes de GABA e glutamato no tdlamo, sendo que essas altera¢des se relacionam com

déficits cognitivos espaciais.
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O nosso grupo de pesquisa, do Laboratorio de Neurociéncias Comportamental e
Molecular (LaNeC) da Universidade Federal de Minas Gerais, tém investigado os
mecanismos moleculares que participam como componentes dos substratos neurobiologicos
de aspectos comportamentais, como por exemplo, os processos de aprendizagem e memoria

espacial.

A utilizagdo de modelos animais, roedores, com neurodegeneragdo representa um
instrumento de pesquisa bastante interessante e util para se contribuir no entendimento dos
mecanismos envolvidos no processo de neurodegeneracao e também no esclarecimento sobre
as bases neurobioldgicas de aspectos do comportamento. Dentre esses modelos de
neurodegeneracao, a DT em roedores ¢ extremamente vantajosa, pois, ao se conhecer a causa
primdria que induz o processo de morte neuronal, o pesquisador tem maiores condi¢des de
controlar a variavel independente que ¢ a base do modelo. Esse modelo estd bem estabelecido
na literatura, o que também € uma vantagem e, apesar da variabilidade individual em termos
de susceptibilidade a deficiéncia, seu estabelecimento apresenta alta reprodutibilidade. A
escolha do tdlamo como regido cerebral a ser analisada no presente estudo, se deve a dois
fatos principais, estabelecidos na literatura: (i) ¢ uma das areas mais afetadas, nos niveis
bioquimico e morfologico, pela DT (Langlais e Savage, 1995; Zhang et al., 1995; Savage et
al., 2012) e (i1) tem papel em processos cognitivos espaciais (Aggleton e Brown, 1999;

Aggleton et al., 2011).

O presente trabalho representa a continuagdo de uma série de estudos que vem sendo
realizados pelo nosso grupo, nos quais mostramos evidéncias de que a DT causa disfungdes
cognitivas, que estdo associadas com alteracdes em componentes moleculares envolvidos
com a neurotransmissao quimica e a atividade de circuitos neuroquimicos (Pires et al., 2005;
Carvalho et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Pires et al., 2007; De Freitas-Silva et al., 2010;
Vigil et al., 2010; Oliveira-Silva et al., 2015). Entre essas alteragdes destacamos a regulacao
de fosfoproteinas (Pires et al., 2007; Resende ef al., 2012) e a expressdo de proteinas no

talamo (Bueno et al., 2015) ambas relacionadas ao desempenho cognitivo dos animais.
A caracterizagdo dos componentes moleculares expressos no SNC ¢ importante para

entender os mecanismos de maior complexidade envolvidos na regulacdo e funcionalidade

do cérebro (Katagiri et al., 2010). Trabalhos que possibilitem ampliar os conhecimentos
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acerca das disfungdes cerebrais causadas pela DT adquirem relevancia a medida que podem
contribuir para o entendimento de questdes a respeito da participagdo de proteinas nos
mecanismos responsaveis por lesdes cerebrais associadas com alteracdes cognitivas. Além
disto, podem ajudar a desvendar as bases moleculares de disfun¢des na neurotransmissao e
na atividade de circuitos neuroquimicos, previamente descritos como sendo alvos dos efeitos

da DT e de outros processos neurodegenerativos.

A identificacdo e quantificacdo da abundancia relativa das proteinas que sofrem
alteracdes como consequéncia da DT podem contribuir para orientar, de forma mais logica,
futuros estudos, nos quais se objetiva esclarecer mecanismos de um processo tao complexo,
como a neurodegeneragdo. Como consequéncia, a partir de estudos como este, pode-se
também esclarecer outros possiveis papéis fisioldgicos da tiamina e/ou seus derivados
fosforilados, além da fungcdo como coenzimas de reagdes metabdlicas. Até o presente
momento ndo temos conhecimento de nenhum estudo visando uma anélise protedmica de
amostras do talamo de animais DT, com vistas a identificar componentes que possam
desempenhar papel funcional no processo de neurodegeneracdo e/ou déficits cognitivos

causados pela deficiéncia de B1.
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Objetivos

1 Geral
Estudar os efeitos de um episddio grave de DT sobre o proteoma do tdlamo e as relagdes
com niveis de neurotransmissores e desempenho cognitivo de ratos Wistar.
2 Especificos
2.1  Avaliar, em ratos adultos, machos Wistar, os efeitos da DT sobre:
a)  variagao do peso corporal,
b)  consumo de ragdo e de 4gua;
c) desempenho cognitivo em tarefa de navegagao espacial.
2.2 Determinar os seguintes pardmetros bioquimicos:
a)  expressdo diferencial de proteinas, mediante quantificagdo livre de
marcagao dos extratos proteicos provenientes do talamo;

b) niveis de GABA e glutamato no talamo.

2.3 Avaliar as relacoes entre os pardmetros bioquimicos e entre esses e o0

desempenho cognitivo espacial dos animais.
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Material e Métodos

1  Modelo Animal e Delineamento Experimental

Foi executado um experimento utilizando 24 ratos Wistar, machos, 3 meses de idade,
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, mantidos no biotério em ciclo de 12 horas claro/escuro, recebendo agua e
racdo ad libitum durante todo o experimento. Os cuidados e o uso dos animais foram de
acordo com o National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animal
(National Research Council, 1985). Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA (CEUA188/2014): Anexo
1.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: controle (C, n = 12) e
deficiente em tiamina (DTP, n = 12) (Figura 6). Os animais dos dois grupos foram
submetidos a tratamentos onde receberam ragdo sem tiamina e foram distintos quanto ao
seguinte tratamento: animais DTP receberam inje¢des didrias de piritiamina (0,25 mg/kg
1.p., Sigma Chemical Co.) - inibidor da enzima responsavel pela produgdo da forma ativa
da tiamina, a tiamina difosfato (TDP) - enquanto que, os animais do grupo C receberam

injecdes diarias de tiamina (0,4 mg/kg i.p., Sigma Chemical Co) (Resende et al., 2012).

O primeiro dia de tratamento foi considerado o Dia 0 (D0), onde os animais foram
pesados, receberam injecdes e foram colocados em gaiolas isoladas, juntamente com uma
quantidade de ragdo e agua igual para todos. Durante os dias do tratamento de DT os
animais foram mantidos isolados e foram feitos registros do consumo de 4gua e racao e de
peso corporal, por aproximadamente 13 dias. Esses registros foram realizados com o
intuito de verificar os primeiros sinais clinicos da deficiéncia, que sdo anorexia e perda de

peso.

Apo6s o aparecimento de um dos ltimos sinais neurologicos, perda de reflexos de
endireitamento ou convulsdes, que ocorreu entre 13-15 dias de tratamento, o episodio de
DT foi interrompido pela administragao de duas doses de injeg¢des i.p. de tiamina (100 mg
/ kg cada) intercaladas com intervalo de 8h. Os animais do grupo C receberam tratamento

pareado na forma de injeg¢des de salina (1 ml/kg i.p.) (Mousseau et al., 1996; Ciccia e
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Langlais, 2000). Ap6s o tratamento, todos os animais foram submetidos a um periodo de

recuperagao, recebendo racao e agua livremente, durante 15 dias (Figura 6).

Ap6s a recuperacao do peso dos ratos DTP, todos os animais foram submetidos a
uma tarefa cognitiva no LAM, onde foram avaliados os seguintes aspectos cognitivos:
aprendizado e memoria espacial. Vinte e quatro horas apos o teste de memoria, esses
animais foram mortos por decapitacdo, os cérebros foram retirados e as regides cerebrais

foram dissecadas (Figura 6).

Desenho experimental

Estudo
Animais If Tratamento || Recuperagdo | | comportamental | | Dissecagdo:
(15 dias) (15 dias) LAM Talamo
(6 dias)
Grupo DTP (n=12) —> R_af;fip [?T+ 0,25 mg/kg, i.p
piritilamina
Analise
Grupo C (n=12) —» Racap DT +0.4 mgkgip Neuroprotedmica

tiamina

Dosagens de GABA e
glutamato

Figura 6 - Esquema do desenho experimental indicando as etapas gerais. O delineamento inclui o periodo
de tratamento (DT na dieta com injegoes i.p. de piritiamina ou com i.p. de tiamina), recuperagdo, estudo
comportamental (LAM), dissecagdo do talamo, andlise neuroproteomica e dosagens de GABA e glutamato.

As racdes sem tiamina foram produzidas no proprio Laboratorio de Neurociéncias

Comportamental e Molecular (LaNeC) (Tabelas 3,4,5).

Tabela 3 - Composigio da racdo produzida no laboratorio

Nutrientes Quantidade em g/Kg de ra¢io
Amido de Milho 507
Polvilho 169
Caseina* 200
Oleo de Soja 50
Mistura de Sais** 50
Mistura de Vitaminas® 10
Celulose 10

Colina-HC1 4

Tocoferol (vitamina E) 0,4
BHT (conservante) 0,1
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*A caseina foi autoclavada, secada e triturada antes do uso para garantir a auséncia de vitamina B1
na mesma.
** A Mistura de Sais da ragdo deficiente em tiamina esta representada na tabela 2.

Tabela 4 - Composicio da mistura de sais da racdo deficiente em tiamina

Sais minerais % (m/v) por mistura de sais

NacCl 13,93

KI 0,08
MgS04.7H,0 5,73
CaCO; 38,14

MnSO4.H,0O 0,4

FeS0O,4.7H,0 2,7
ZnS0O4.7H,0 0,05
CuS04.5H,0 0,05
CoCL.6H,0 0,02
KH,PO4 38,9

Tabela 5 - Composigdo da mistura de vitaminas da racdo deficiente em tiamina

Vitaminas % (m/v) por mistura de vitaminas
Acetato de Retinol 0,4
Colecalciferol 0,06
Menadiona 0,05
i-Inositol 1

Niacina 0,4
Pantotenato de Calcio 0,4
Riboflavina 0,08
Piridoxina-HC1 0,05
Acido folico 0,02

Biotina 0,004

Vitamina By, 0,0003

Sacarose 97,49

2 Estudo Comportamental
A avaliagdo do desempenho cognitivo dos animais, aprendizagem e memoria

espacial, foi realizada utilizando-se o modelo comportamental do LAM. Esse modelo foi

desenvolvido e validado por (Morris, 1984).
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2.1 Equipamento

O LAM consiste em uma piscina circular de fibra de vidro, com aproximadamente
1,80m de didmetro, contendo agua a 24 £1°C até o nivel de 30cm conforme previamente
descrito (Morris, 1984) (Figura 7). A piscina ¢ dividida em quatro quadrantes imaginarios
denominados NO (noroeste), SO (sudoeste), NE (nordeste) e SE (sudeste). Uma
plataforma de resgate, circular (15 cm de didmetro) preta foi fixada no centro de um desses
quadrantes, a dois centimetros abaixo do nivel da 4gua. Para impedir a localizag¢do visual
da plataforma e para obter o contraste da detec¢do do animal pela cAmera, S0ml de tinta
preta (Acrilex, Sao Bernardo do Campo, Brasil) foram dissolvidos na dgua. A piscina nao
possui nenhuma pista, marca ou sinal interno, mas se encontra alocada numa sala de 3m x
3m, com algumas pistas estaveis visuais extra-labirinto (exemplo: mangueira, poster,
televisdo, mesa, armario) que servem de referéncia para estabelecimento de coordenadas
espaciais, para que o animal localize a plataforma. Uma camera com lente angular foi
fixada no teto da sala na direcao central da piscina para captar as imagens e registrar o
desempenho dos animais durante a execucdo da tarefa. As atividades dos animais durante
as tentativas foram gravadas para andlise posterior, que foram realizadas mediante o

programa Any Maze - versao 4.5 (Stoelting Co., USA)

”

\ =1 ?

| SINAIS VISUAIS l

PLATAFORMA

NiVEL DA AGUA '/ ' g / SUBMERSA

LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Figura 7 - Desenho esquemadtico da sala onde o Labirinto Aquatico de Morris estd localizado. Na
imagem pode-se observar a piscina no centro da sala, algumas das pistas visuais extra-labirinto e a
piscina com uma plataforma submersa.
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2.2 Experimento

2.2.1 Treino

Foram realizadas cinco sessdes de treino, sendo uma por dia em dias consecutivos,
sendo que cada sessao foi constituida por 4 tentativas. Cada tentativa teve uma duragao
maxima (teto) de 60s. A plataforma estava localizada em uma posi¢ao fixa no centro de
do quadrante NO (quadrante alvo). Em cada tentativa o animal foi colocado na piscina em
um dos quatro quadrantes escolhidos aleatoriamente, com o focinho voltado para a parede
da piscina. O pesquisador libera o animal e permiti que ele permaneca na piscina até
encontrar a plataforma ou até no maximo 60s. Portanto, cada tentativa era finalizada
quando o animal encontrava a plataforma ou quando o tempo de 60s era atingido, momento
que o animal era gentilmente conduzido até a plataforma pelo experimentador. Depois de
encontrar ou ser guiado até a plataforma, o rato era deixado neste local por 15s e em
seguida retirado da piscina. O intervalo entre as tentativas foi de aproximadamente 10min.
Como mencionado acima, todas as sessoes foram gravadas e, posteriormente, as imagens
analisadas no programa de computador Any Maze, onde as variaveis “laténcia” (s) = tempo
gasto pelo animal até encontrar a plataforma, “distancia percorrida” (m) e “velocidade de
nado” (m/s) foram calculadas. A laténcia (s) e a distancia percorrida (m) foram parametros
considerados para expressar o desempenho cognitivo dos animais. A velocidade de nado
(m/s) foi considerada um parametro para avaliar a atividade motora. Em cada sessdo, os
dados foram obtidos a partir do calculo da mediana da respectiva varidvel, considerando
as quatro tentativas. Os dados foram expressos através da média das medianas +/- erro

padrao (S.E.M).

2.2.2 Teste comprobatorio

Um dia ap6s a ultima sessdo do treino (6° dia) foi realizado o teste comprobatorio
para avaliar a memoria espacial e a extingdo do comportamento aprendido. Neste teste, a
plataforma foi retirada da piscina e cada rato foi colocado para nadar uma unica vez por
um tempo de 120s. Usando as imagens dos videos, o desempenho dos animais foi
registrado como tempo gasto no quadrante alvo no primeiro (t1) e segundo minutos (t2)
do teste. Além do tempo gasto no quadrante NO, a distancia entre o animal e o lugar onde

a plataforma estava localizada nas sessdes do treino foi medida, no primeiro e no segundo
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minuto do teste (d1 e d2, respectivamente). A velocidade de nado no primeiro e segundo
minutos (vl e v2) foram utilizadas para avaliar a atividade motora dos animais. A extingdo
do comportamento aprendido foi avaliada a parir do indice de extin¢do (IE), o qual foi
calculado pelas razdes d2/d1 (distdncia média do animal ao alvo no segundo minuto
dividido pela distancia no primeiro minuto) e t2/t1 (tempo que o animal permaneceu no
quadrante alvo no segundo minuto pelo tempo em que o animal permaneceu no quadrante
alvo no primeiro minuto). Se d2 for maior que d1 ou t2 for maior que t1, o IE serd maior

que 1, sugerindo assim a extingdo do comportamento.

3 Obtencgdo das amostras biologicas

No dia seguinte (7° dia) ao teste comportamental os animais de cada grupo foram
eutanasiados por decapitagcdo. Os encéfalos foram rapidamente retirados das cavidades
cranianas, pesados e dissecados, de acordo com as coordenadas apresentadas no Atlas de
Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2006). Os encéfalos foram posicionados
ventralmente sobre uma superficie com indicagdes de escala milimetrada, tomando-se
como ponto zero a parte mais distal da regido anterior. Um corte coronal foi feito a 2mm
na regido antero-posterior para a retirada do cortex pré-frontal (CPF). O cerebelo foi
separado do cérebro e do tronco encefalico. Um corte sagital foi realizado para a separagdo
dos dois hemisférios. De forma aleatdria, um hemisfério foi mantido em uma matriz para
seccionamento criostatico, o meio Tissue Tek (Sakura), para futuras analises de
imunohistoquimica e o outro hemisfério foi destinado a dissecagdo imediata das regides
cerebrais. Os tdlamos foram retirados da superficie medial da regido diencefalica e
separados em direito e esquerdo de acordo com o hemisfério. Apdés a remogao do
mesencéfalo, o hipocampo exposto foi cuidadosamente dissecado da regido cortical. As
amostras foram entdo armazenadas a -80°C para a posterior realizacdo da analise
protedmica e dos ensaios cromatograficos de neurotransmissores no Cromatografo

Liquido de Alta Performance (HPLC= High Performance Liquid Chromatography).
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4  Analise Proteomica

Para andlise protedmica foram utilizados talamos de 6 animais do grupo C e 6
animais DTP (n=6 por grupo). Um esquema do delineamento desta parte do estudo esta
representado na Figura 8. As amostras do grupo C foram escolhidas de forma aleatéria
enquanto que as amostras do grupo DTP foram selecionadas de acordo com o desempenho
(laténcia) desses animais na 2* sessdo do LAM (pior desempenho), sendo escolhidos 3
animais com desempenho acima da média do grupo e 3 que estavam abaixo da média. Este
critério foi escolhido para se assegurar da representacdo da amostra com individuos dos
dois polos, ja que o déficit cognitivo seria uma das variaveis consideradas nas analises de

regressao.

Anadlise Neuroprotedémica

Talamo: e s
| Extracio e i Analise MS | Proces(slaglento de i Am:;\sne) \(}ngtoltoajtlva
DTP-n=6 digestao proteica 2D-LC-MS/MS ados ’
C-n=6 Progenesis QI for
Proteomics

Proteinas reguladas
Fold change

Anailise de
enriquecimento:
DAVID
GO terms:
*  Processos Biolégicos
*  Componentes celular
*  Fungoes moleculares

KEGG Pathways

Figura 8 - Delineamento experimental detalhando as etapas da Andlise Neuroproteémica. Foram
utilizados 6 talamos de cada grupo (DTP e C) e os mesmos passaram pelas etapas de extragdo e digestdo de
proteinas, purificacdo de peptideos, andlise por espectrometria de massas, processamentos de dados e
andlise de bioinformatica.

4.1 Extracao e digestao de proteinas

Aproximadamente 15mg de tecido da regido do tdlamo, obtidos dos dois hemisférios
cerebrais de cada rato, foram homogeneizados em 150uL de tampao de lise contendo 4%
(m/v) de SDS, 100mM de Tris/HCI pH 7,6 ¢ 0,1 M de DTT e incubados a 95°C por 3min.
Imediatamente depois, as amostras foram sonicadas por 20min e centrifugadas a 16000 x
g por 10min a temperatura ambiente e o sobrenadante foi recuperado (Wisniewski et al.,
2009). Para a precipitagdo de proteinas, foi adicionado ao sobrenadante 4 volumes de

acetona 100% (v/v) gelada e, posteriormente, incubados a -20°C durante a noite. No dia
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seguinte a suspensdo contendo as proteinas precipitadas foi centrifugada durante 15min a
2000 x g a 4°C e os pellets lavados duas vezes com solu¢do gelada de acetona 80% (v/v).
Os tubos contendo as amostras foram secados a temperatura ambiente, em capela de
extracdo, por aproximadamente 30min (Humphrey et al., 2015). Os precipitados foram
ressuspendidos em tampao contendo Ureia/Tioureia 7/2M e 100mM de NH4HCOs3, e
posteriormente, a solugdes foram agitadas em vortex e sonicadas em banho sonicador

durante 20min, para dosagem de proteina usando o método de Bradford (Bradford, 1976).

Um volume de solugdo correspondente a 50ug de proteinas foi misturado com
NH4HCOs3 1M (concentragdo final: 100mM) e reduzida em solugdo de DTT (Sigma-
Aldrich) 100mM (concentragdo final: 10mM) por 1h a 30°C. Residuos de cisteina foram
alquilados adicionando solu¢do de Iodoacetamida (Sigma-Aldrich) 400mM (concentragdo
final: 40mM) e incubados a temperatura ambiente, durante 3 min, protegidas da luz. As
proteinas foram digeridas com 0,Ipug/ul. de Tripsina (Promega Madison, WI) na
proporcao 1:50 tripsina:proteina. Para digestdo as amostras foram incubadas a 37°C

durante a noite.

Apds o tempo de digestao, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de solugdo de TFA
10% (v/v). A solucdo de peptideos tripticos obtidos apos a digestdo foi dessalinizada
mediante a utilizagdo de Spin Columns (Harvard Apparatus, Holliston, MA) conforme
instrugdes do fabricante. Os eluatos contendo os peptideos tripticos dessalinizados foram
secos no speed vac e, posteriormente, ressuspendidos em solugdo de formato de amonio

20mM para andlise por espectrometria de massas, conforme detalhado abaixo.

4.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)

4.2.1 Espectrometro de massas SYNAPT G2-Si 2D

As andlises por espectrometria de massas sequencial acoplada a cromatografia
liquida bidimensional (2D-LC-MS/MS) foram realizadas usando um equipamento de
Ultra Performance Liquid Chromatograph (UPLC- ACQUIT System- Waters,

Manchester, UK) acoplado por um sistema online ao espectrometro de massas SYNAPT

G2-Si 2D (Waters, Manchester, UK), localizados no Laboratério Aquacen da Escola
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Veterinaria, UFMG. O esquema do espectrometro de massas utilizado no presente trabalho

esta representado na Figura 9.
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Figura 9 - Esquema do Espectrometro de massas Synapt G2-Si da Waters e utilizado na andlise
proteémica do presente trabalho. Fonte: Zhong et al.,2011
O sistema Synapt G2-S HDMS encontra-se acoplado ao UPLC, onde os peptideos
tripticos provenientes da amostra sdo injetados e separados antes de entrar no
espectrometro de massas. Esse sistema ¢ composto por uma fonte de ionizacio,
ElectroSpray Ionization (ESI), por trés componentes de analisadores diferentes, um

Quadrupolo, um T-Wave e um tempo de voo (TOF) e por um detector.

O quadrupolo ¢ responsavel por filtrar os ions com base em sua relagao m/z. Consiste
de quatro hastes paralelas ligados a um gerador de radiofrequéncia e um potencial de
corrente continua. A trajetoria dos ions ¢ dependente do campo elétrico produzido de tal
forma que apenas ions com uma determinada m/z atingem o detector, selecionando-os

(Bayes e Grant, 2009).

O T-Wave ¢ responsavel pela mobilidade idnica de alta eficiéncia, permitindo
utilizacdo de uma dimensao adicional de separa¢do, com base no tamanho e na forma
molecular. Dentre suas vantagens considera-se a separagdo de isomeros, eliminagdo de
interferéncias, geracdo de espectros mais limpos e separagdo de ions estruturalmente

similares (Waters).
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Finalmente, o analisador TOF possui uma regido livre de campo elétrico e baixa
pressao onde o os ions com a mesma quantidade de energia sdo acelerados. O tempo de
voo dos ions até atingirem o detector determinara a massa dos mesmos (Bayes e Grant,
2009).

Os detectores convertem o feixe de ions em uma corrente de sinais (sinal elétrico)
que por sua vez formam o espectro de massas. Mediante ferramentas computacionais, os
dados de massa s3o avaliados para posterior identificagdo dos peptideos e

consequentemente das proteinas (Bayes e Grant, 2009).

4.2.2 Anadlises por espectrometria de massas 2D-LC-MS/MS

Para normalizar o valor molar de cada amostra foram realizadas medidas de
estequiometria. A réplica técnica foi feita em triplicata de duas amostras, sendo essas a

primeira e a ultima amostra injetadas.

Para cada amostra, 500ng de proteinas provenientes da suspensdo obtida apods
digestdo, conforme descrito no item 4.1 acima, foram injetadas na primeira coluna de fase
reversa RP (BEH C18, Sum, 300um x 50mm, Waters). Peptideos foram eluidos dessa
coluna a 2pul/min e separados em 5 fracdes de 10.8, 14.0, 16.7, 20 e 65% (v/v) de
acetonitrila em formato de aménio 20mM (pH = 10). Em seguida, foram injetados na
segunda coluna, a coluna trap (M-Class Trap 2D Symmetry C18,100 A, S5um, 180um x
20 mm). Os peptideos da coluna trap foram separados na coluna analitica (M-Class HSS
T3 1.8 bum 75 pm x 150 mm) usando o gradiente linear de 0,1% de acido formico em
agua (v/v) (fase movel A) e 0,1% (v/v) de 4cido férmico em acetonitrila (fase movel B)
em um fluxo de 0.450uL/min. A separagdo foi efetuada usando a fase mével B em
diferentes concentragdes e tempos: 7% (v/v) por 40 minutos, 40% (v/v) por 1 minuto, e
40-85% por 5 minutos. Finalmente, o gradiente linear volta a 7% (v/v) da fase B por 14

minutos. A temperatura da coluna analitica foi mantida a 45°C.

Apbs a separacdo, os peptideos pré-fracionados foram inseridos no espectrometro de
massas através de uma fonte de ionizagdo, ElectroSpray Ilonization (EST) com NanoLock-
Spray (Waters, Manchester, UK). A partir da formagao de um spray, os eluentes foram
imediatamente inseridos para dentro do analisador de massas do tipo lon Mobility

Spectrometry (T-Wave-IMS) que opera em LC-MSF modo ion positivo, alternando entre
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baixa (3 eV) e elevada energias de colisdao (19-55 eV) com um tempo de aquisi¢ao de 0,80
s em cada modo e a uma faixa de 50 a 2000m/z. Como calibrador interno, foi usando os
ions fragmento do [Glu-1] FibrinoPeptideo B (Sigma-Aldrich) (GFP), 100fmol/uL em
solugdo de acetonitrila: 4gua: acido formico nas proporcdes 50:50:1. O spray de referéncia
do GFP foi injetado a cada 30s e em fluxo de 0,2pL/min durante todo o tempo de aquisi¢ao

de dados.

4.3 Anadlise Bioinformadatica

Os espectros LC-MSE foram processados no software Progenesis QI for Proteomics
V3.0 (Nonlinear Dynamics, Waters Corporation) e a identificagdo das proteinas foi feita
contra o banco de dados UniprotKB Rattus norvegicus (UniProtKB - 28.650 entradas em
05/2016) (http://www.uniprot.org/). A intensidade dos ions de 12 corridas foi
automaticamente alinhada e os peptideos i0nicos com carga estavel de +1 ou >+7 foram
filtrados. Os parametros da busca incluiram 1) até¢ duas perdas na clivagem da tripsina, 2)
tolerancia de até 10ppm, 3) carbamidometilacdo das cisteinas como modificacao fixa e 4)
oxidacao da metionina como modificagdo variavel. Foram consideradas buscas confidveis
aquelas que apresentaram no minimo um peptideo Gnico por proteina identificada. O false-
discovery rate (FDR) aceito para as identificacdes foi de 1%. As abundancias das proteinas
foram calculadas pela técnica Hi 3, onde ¢ realizada a média dos 3 peptideos mais
abundantes de cada proteina. Esse valor de N=3 ¢ considerado o valor maximo de

peptideos utilizados nessa técnica.

As proteinas com valor de p <0.05 obtido a partir da Analise de Variancia (ANOVA)
One way foram consideradas como diferencialmente reguladas e as mesmas foram
categorizadas como super reguladas (ou reguladas positivamente ou induzidas) quando o
valor do fold change > 2 e sub reguladas (ou reguladas negativamente ou suprimidas)
quando o valor de fold change < 2. O fold change ¢é a razio entre as abundancias relativas
das proteinas encontradas nas amostras dos animais DTP e dos animais C. Essas proteinas
passaram pelos seguintes filtros: quantidade minima de peptideo por proteina = 2;

proteinas com no minimo 1 peptideo Unico; eliminar sequencias peptidicas reversas.
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Para representagdo grafica das proteinas identificadas foi construido o grafico
Volcano a partir do célculo do Log2(fold change) e —LoglO(valor de p), utilizando
ferramentas do programa GraphPad Prism 5.0/2007.

A representacdo grafica do tipo Heat Map com agrupamento hierarquico foi
construida com o auxilio do programa XLSTAT (versdao trial), onde a analise de
agrupamento e classificacdo hierarquica foram realizadas a partir da abundancia das
proteinas diferentemente reguladas (p <0,05) e do niimero de acesso das mesmas. A
variagao de cores entre vermelho e verde, representa um fluxo continuo entre os menores

e maiores valores de abundancia, respectivamente.

As proteinas diferencialmente reguladas foram submetidas a andlise de
enriquecimento funcional usando o banco de dados Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID Bioinformatics Resources) versao 6.8
Beta (https://david.ncifcrf.gov/). A andlise de enriquecimento funcional ocorre através da
integracdo de dados de diferentes bancos com o objetivo de identificar e categorizar
processos bioldgicos e vias através de genes diferencialmente expressos (Huang et al.,
2009). A partir da lista de acesso do UniProt, foram selecionadas no DAVID as categorias
dos bancos internos Gene Ontology (GO) e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG Pathway Database), onde as proteinas foram associadas de acordo com anotagdes
funcionais e vias de sinalizagdo e metabolicas, respectivamente (Kanehisa e Goto, 2000).
As proteinas entdo foram classificadas pelo GO de acordo com suas carateristicas e
categorizadas em Processos Biologicos (PB), Componentes Celular (CC) e Funcao
Molecular (FM) (Huang et al., 2009; Huang et al., 2009). As categorias foram
consideradas significativas com os seguintes critério: minimo de 2 proteinas por categoria

e um score < 0,05.

5  Analises Cromatogrdficas de neurotransmissores - HPLC

5.1 Equipamento cromatogrdfico e principios de funcionamento

As analises bioquimicas para dosagens dos neurotransmissores, GABA e glutamato,

descritas abaixo foram realizadas utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia- CLAE (HPLC: High Performance Liquid Cromatography). O sistema de
HPLC funciona a partir do bombeamento de um tampao de separacao (fase movel),
passando por uma pré-coluna e chegando até uma coluna (fase estacionaria). Quando a
amostra ¢ injetada no sistema por uma valvula de injecdo, a fase mdvel a arrasta até a
coluna, onde os componentes da mistura serdo separados de acordo com sua polaridade,
se a coluna ¢ de fase reversa (RP: Reverse Phase). Depois de separados os compostos
serdo detectados por um detector. O detector utilizado nas analises dos neurotransmissores
GABA e glutamato foi o detector fluorimétrico. A fluorescéncia de cada componente ¢
detectada através de comprimentos de onda de excitagdo ¢ emissdo e sua intensidade ¢
registrada em forma de picos em um integrador, o qual estd acoplado a um computador

(Figura 10).
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Figura 10 - Diagrama representativo dos componentes de um HPLC.
Fonte: hitp://pfarma.com.br/farmaceutico-industrial/l1 30-cromatografia-liquida-de-alta-eficiencia-.html,
acesso em 04-10-16.

O sistema cromatografico utilizado no presente trabalho foi um cromatégrafo (LC-
10AD, Tokyo, Japao) e um detector fluorescente (FLD - Shimadzu spectrofluorometric
detector RF-551, Tokyo, Japan) da Shimadzu, uma bomba LC-10, uma vélvula injetora de
200 pL (Rheodyne 7725-1, California, USA) e um integrador (PC/Chrom+, software;

versao 4.2.0).
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5.2 Dosagem de GABA e Glutamato

As dosagens de GABA e glutamato foram realizadas utilizando o método detalhado
abaixo e estabelecido pelo nosso grupo de pesquisa (De Freitas Silva et al., 2009) (Figura

11).

Dosagens de GABA e glutamato

Talamo:

Homogeneizacio «I Derivatizacao H HPLC H Cromatograma

|

DTP - n=6 i das amostras

C-n=6 I

‘ Curva Padriao

|

Figura 11 - Delineamento experimental detalhando as etapas das Dosagens de GABA e glutamato.
Foram utilizados 6 tdilamos de cada grupo (DTP e C) e os mesmos passaram pelas etapas de
homogeneizagdo, derivativag¢do e condi¢des cromatograficas.

5.2.1 Processamento das amostras bioldgicas

Amostras de tdlamos provenientes aos hemisférios opostos dos mesmos animais
utilizados para analise protedmica, foram processados para as dosagens neuroquimicas.
Essas amostras foram descongeladas e homogeneizadas com solugdo metanol:dgua (85:15
v/v), sendo o volume 15 vezes o peso do tecido — tdlamo - presente em cada amostra. Apos
a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 7800 x g (Sorvall RC-5B), na
temperatura de 4°C durante 15 min. O sobrenadante foi separado do pellet € 0 mesmo foi
coletado, filtrado (Millipore 0,45um, 13mm) e conservado no gelo até a derivatizagdo e

analise no HPLC.

5.2.2 Derivatizacio

Devido os neurotransmissores GABA e glutamato ndo possuirem caracteristicas
fluorescentes ou eletroativas naturais, ¢ necessario que a amostra sofra uma reacao de
derivatizacdo pré-coluna para que os mesmos sejam identificados ao passar pelo
fluorimetro. Um minuto antes de injetar a amostra no HPLC, foi realizada a reagdo de
derivatizacdo, sendo constituida de 20uL de ortoftaldeido (OPA) metanolico (5 mg/mL)
preparado no dia do ensaio, 75uL de tampdo borato (pH 9,9) e 5uL de &cido 3-

mercaptopropionico (MPA). Essas quantidades de reagentes foram adicionadas a 100 puL
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de amostra e a solugdo resultante foi agitada e injetada no HPLC ap6s um minuto de
reagdo. A derivatizagdo pré-coluna foi realizada de acordo com Mengerink e cols. (2002)

e Kutlan e Molnar-Perl (2003).

5.2.3 Condigoes cromatogrdficas

Para dosagens de GABA e glutamato, foram utilizados os comprimentos de onda de
excitacdo de 337nm e de emissdo de 454nm. Uma pré-coluna (RT 250-4 E. Merck,
Darmstadt E.R., Germany) e uma coluna cromatografica analitica de fase reversa C18 (150

mmx4,6mm, ID) foram utilizadas nas analises.

No presente estudo, a fase movel isocratica utilizada consistiu de uma solugdo 0,05M
de acetato de sodio, tetrahidrofurano e metanol (50:1:49 v/v), pH 4,0. A mesma foi filtrada
em filtro membrana Durapore 0,45um (Millipore) e, posteriormente, desgazeificada. Os
componentes foram eluidos isocraticamente em menos delOmin de corrida, em um fluxo
de ImL/min. O tempo de reteng¢do aproximado desses dois compostos foi 3 minutos para
glutamato e 8 minutos para GABA. Curvas padrdes foram feitas com o intuito de calcular
as concentracdes de GABA e glutamato nas amostras de tdlamo e essas foram obtidas a

partir da média das triplicatas de cada amostra em pg /g de tecido.

6 Anadlises Estatisticas

Todos os dados obtidos foram avaliados com relagdo ao tipo de distribui¢do, usando-

se o teste de normalidade Ko/mogorov-Smirnov.

Os dados dos pesos corporais, consumo de ragao e dgua (n = 24) foram analisados
através de Andlise de Varidncia (ANOVA) fatorial 2 x 13, com medidas repetidas no
ultimo elemento, sendo os fatores: tratamento (dois niveis: C e DTP) e peso / consumo ao
longo do tratamento, sendo os numeros de registros iguais a 13. Essa analise foi seguida

pelo teste post-hoc Bonferroni.

Os dados coletados durante o Treino (laténcia, distancia e velocidade de nado) no

LAM foram analisados por ANOVA 2 x 5, com medidas repetidas no tltimo elemento,
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sendo os fatores: tratamento (dois niveis: C e DTP) e desempenho nas cinco sessoes
consecutivas de treino. Esses dados foram obtidos a partir da média das medianas de cada
tentativa. Para verificar diferengas entre os grupos, os dados foram submetidos ao teste
post-hoc Bonferroni. As varidveis medidas no teste comprobatério: tempo gasto no
quadrante alvo e distdncia média do local onde se encontrava a plataforma no primeiro
minuto do teste, e indice de extingdo foram analisados utilizando teste z-student. As
velocidades do nado no primeiro e no segundo minuto foram analisadas pela ANOVA

One-Way.

As dosagens de GABA e glutamato foram realizadas em triplicata. A média das

réplicas foram analisadas pelo test t-student.

Todas as andlises de correlagdo, entre as diferentes varidveis dependentes foram

realizadas através de analises de regressao linear (Winer et al., 1991).

As analises foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0/2007.
Os valores correspondentes a pesos corporais, consumo de ra¢do e dgua, desempenho
cognitivo (aprendizado, memoria e indice de extingdo) foram expressos como média +
erro padrao (S.E.M). Diferencas foram consideradas significativas ao nivel de 5 % (p

<0,05).
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1 Modelo Experimental

Para identificar os primeiros sinais clinicos foram feitos registros do peso corporal e
do consumo de rag¢do e agua de cada animal (n=12 para cada grupo) durante 13 dias de
tratamento. ANOV A com medidas repetidas no tltimo elemento, 2 x 13 mostrou efeito do
fator tempo sobre o peso corporal [Fi3,143= 13,51, p <0,0001], o consumo de racao [Fi3,143=
13,51, p <0,0001] e ingestao de agua [Fi3,143= 13,51, p < 0,0001]. Entre os 10° e 15° dias
de episodio, os animais DTP reduziram o consumo de rag@o e de 4gua e em consequéncia
eles perderam peso quando comparados com os animais C (p < 0.05). Interagdes
significativas entre o tratamento (DT) e o tempo de tratamento foram observadas [peso:
Fi3,143= 33.43, p < 0.0001; ragdo: Fi2, 264= 8.246, p < 0.0001; agua: Fi2, 132= 6.967, p <
0.0001] (Figura 12 painéis A, B e C). Nenhum sinal clinico foi observado nos animais do
grupo C. Antes do episodio de DT e ap6s o periodo de recuperagdo, ndo foram observadas
diferengas entre os dois grupos experimentais em relagdo ao peso corporal, ao consumo de
racdo e a ingestdo de dgua (os dados brutos do peso corporal dos animais no ultimo dia de

recuperacdo estdo apresentados no Anexo 2).
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Figura 12 - Trés pardmetros fisiolégicos medidos durante o episddio de deficiéncia de tiamina nos
animais DTP e C. Nos painéis A, B e C estdo representados os pesos dos animais, consumo de ra¢do e de
dgua ao longo da deficiéncia de tiamina (13 dias). Grupos: DTP (deficiente de tiamina - n=12) e C (controle
—n=12). Os dados estio representados como a média do grupo £ S.EM.. *p<0.05; **p<0.01. Os dados
brutos estdo apresentados nos Anexos 2, 3 e 4.
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2 Estudo Comportamental

A aquisi¢do da informacdo (aprendizado) foi expressa em laténcia (s, tempo gasto
pelo animal para encontrar a plataforma), distdncia percorrida (m) e velocidade de nado

(m/s) durante as cinco sessoes de treino no LAM (Figura 13).

2.1 Treino no LAM

O desempenho dos animais DTP e C durante o treino no LAM, expresso em laténcia
de escape (s) ao longo das cinco sessoes, revelou que os dois grupos foram capazes de
aprender a tarefa, porém os ratos DTP demoraram mais tempo para aprender. Esses dados
estdo mostrados na Figura 13, painel A, onde observa-se diferencas significativas na
segunda (t = 3,04, p=0,014) e na terceira sessoes (t = 3,33, p=0,005). Analise de variancia
ANOVA 2x5 com medidas repetidas no ultimo elemento mostrou efeitos significativos do
tempo [Fa84 = 34,27, p <0,001] e da deficiéncia de tiamina [Fi121= 7,45, p = 0,012]. Nao

foi observado interacdo significativa entre esses dois fatores [Fa84=2,16, p=0,079].

Adicionalmente, para a distancia percorrida, ANOVA 2x5 mostrou efeito
significativo do tempo [Fa,34=26.87, p <0,0001] e da deficiéncia de tiamina [F1.21=10.54,
p=0,008]. Os ratos DTP percorreram maior distancia do que os ratos C (Figura 13, painel

B) na segunda (t = 2.70, p=0,04) e na terceira sessdes (t = 3.46, p=0,003).

Figura 13, painel C, mostra dados da velocidade de nado. Analise ANOVA 2x5
mostrou efeito significativo do tempo [F484= 6,5, p = 0,0002]. Nao foi observado efeito
do tratamento (DT) sobre a velocidade de nado e nem interacdo entre os fatores (p>0.05),

o que sugeri que a DT ndo afetou diretamente a atividade motora desses animais avaliados.

Um rato DTP ndo foi capaz de aprender as tarefas, caracterizando um ponto outlier

que foi removido das analises (C: n=12; DTP: n=11).
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Figura 13 - Desempenho comportamental durante o treino no LAM expresso em laténcias (s) (painel A),
distancia percorrida (m) (painel B) e velocidade de nado (m/s) (painel C) dos animais dos grupos DTP
(m=11) e C (n=12). Os dados estdo representados como a média do grupo + S.E.M.. *p<0,05 **p<0.01. Os
dados brutos estdo apresentados nos Anexos 3, 6 e 7.

2.2 Teste comprobatorio

Para avaliar a memoria espacial de referéncia foram utilizados o tempo de
permanéncia dos animais no quadrante alvo e a distdncia média da plataforma no primeiro
minuto do teste. As andlises pelo teste 7-student mostraram que ndo houve diferenga
significativa entre os dois grupos avaliados (DTP e C) em relacdo ao tempo de
permanéncia no quadrante alvo [t= 1,93, p =0,067] e a distancia média a plataforma [t =
0,39, p = 0,694], indicando que a memoria espacial de referéncia ndo foi afetada pela
deficiéncia de tiamina. A distancia total percorrida [t = 1,28, p = 0,213] e a velocidade de
nado [t= 1,28, p=0,212] no primeiro minuto também nao foram afetadas pela DT (Tabela
6).

Tabela 6 - Pardmetros comportamentais avaliados durante o primeiro minuto do teste comprobatorio no
LAM

Pardmetros Comportamentais

Tempo no quadrante alvo Distancia ao alvo Distancia total Velocidade de nado

Grupos
(s) (m) (m) (m/s)
C (n=12) 16,44+ 1,75 1,126 + 0,005 14,08 &+ 0,55 0,2347 + 0,01
DTP (n=11) 21,46 £ 1,93 1,130 + 0,008 15,08 + 0,54 0,2514 + 0,01

Valores representam média do grupo + S.E.M. Os dados brutos se encontram nos Anexos 8, 9, 10 e 11.
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Nao foi observada diferenga significativa entre os dois grupos DTP e C em relagao
ao indice de exting¢ao, o qual foi calculado a partir do tempo de permanéncia no quadrante
alvo (t2/t1) [t = 0,29, p = 0,77] e da distancia média ao alvo (d2/d1) [t = 0,77, p = 0,446]
no segundo minuto sobre o primeiro minuto. O teste ANOVA One-Way indicou ndo haver
diferenga significativa entre a velocidade de nado no primeiro e segundo minutos do teste

comprobatorio [Fz42= 1,02, p=0,39].

3  Anadlises Proteomica

3.1 Variacoes no proteoma talimico induzido pela deficiéncia de tiamina

Para investigar o efeito da DT sobre o proteoma do tdlamo apds testes cognitivos,
foram feitas analises por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (LC-MS/MS). Essa analise foi realizada em 12 amostras (tdlamos) sendo 6

amostras para cada grupo (C e DTP) (n=6 réplicas biologicas).

A andlise identificou um total de 2016 proteinas nas amostras analisadas. Apoés
eliminar sequencias peptidicas reversas, proteinas identificadas com menos de 2 peptideos,
proteinas sem peptideos unicos e proteinas ndo especificas para Rattus norvegicus, 1440
proteinas foram mantidas. Desse total, a andlise de variancia ANOVA mostrou efeito
significativo da DT sobre 183 proteinas o que correspondeu a 12,7 % das proteinas
identificadas (ANOVA p <0,05) (Tabela 7). De acordo com o critério de analise pelo valor
de fold change (razdo das abundancias relativas do grupo DTP sobre do grupo C), foi
verificado que a maioria dessas proteinas (153 proteinas) foram negativamente reguladas
pela DT (fold change < 2) (Figura 14, painel A). O heat map nos mostra a distin¢do de 2
grupos de proteinas e de 2 grupos de tratamento (C e DTP) (dendograma hierarquico) de
acordo com a abundancia das proteinas (Figura 14, painel B). Figura 15 mostra a escala
dinamica de proteinas identificadas em todas as amostras como controle de qualidade das

analises DIA por LC-MS.
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Tabela 7 - Proteinas significativamente reguladas identificadas no tilamo de ratos DTP e C.

Quantidade Peptideos Anova Fold DTP C
Acesso , .. Score
de peptideos Unicos » change RIS R23 R22 R24 RI7 R20 RI RY RI2 R4 RI0 R2

Q6TUD6_RAT 15 1 98,55 0,0164 0,202 433 24,22 3,50 369,98 2,69 624,23 137,10  2016,15 875,24 166,51 110332 830,16
D3ZME3_RAT 5 2 47,05 0,0376 0,211 512,68 426,29 352,58 250,37 464,38 906,02 684,46 1721,87 2733,43 293,41 7106,85 1256,50
CC105_RAT 6 3 30,68 0,0234 0,234 561,63 1439,56 460,73 402,45 337,30 210,16 2786,08 2319,18 485,53 7020,69 783,84 1205,35
D4AEG3_RAT 3 1 13,85 0,0353 0,323 1,30 39,66 36,52 43,97 3,19 105,35 44,87 220,18 134,72 91,36 149,51 71,93
FILPJ7_RAT 2 1 11,68 0,0134 0,353 4657,47 17178,88 12690,57 14301,36 9932,18 6989,09 [ 10878,08 32158,20 44076,13 16151,12 58937,59 23845,83
ATP5J] RAT 3 3 29,83 0,0308 0,360 197,04 5709,57 3251,93 5234,59 751,68 1460,51 4361,48 8953,67 6395,15  10252,26 12721,83  3494,03
E9PTU4_RAT 9 6 70,23 0,0177 0,404 3503,51 8752,75 5024,07 11320,17 5166,93 13987,94 [ 5903,46 24163,70 25874,27 15771,12 27935,70 18541,88
AO0A0G2K7A8_RAT 2 1 18,68 0,0221 0,416 4670,61 18421,65 12141,78 25167,81 5699,43 10363,78 [ 11945,89 33150,99 31764,25 39171,32 50480,53 17181,58
S4A8_RAT 3 2 16,01 0,0353 0,418 2269,88 31355,78 29603,27 198000,28 13395,16 37841,55 | 75623,48 103246,82 145983,74 242950,12 63123,44 116190,03
CPLX2_RAT 3 3 26,73 0,0048 0,426 1578,62 5995,78 3273,64 1820,67 2876,65 3865,51 4502,30 12239,40 541491 7569,02 9236,80 6587,53
OXR1_RAT 15 1 96,67 0,0445 0,454 1038,13 8418,00 5167,92  11918,57 3185,02 8661,23 7372,01 16923,64 14851,03 26240,36 10547,35 8597,03
D3ZIP8_RAT 3 1 25,37 0,0060 0,469 5180,27 5101,47 3292,53 2661,19 3090,47 4637,53 7997,37 7953,65 7990,22 5303,39 16530,05 5355,25
Q4V8H5_RAT 4 3 24,36 0,0430 0,479 1516,34 4963,49 219293 4399,74 1489,56 1398,00 3466,66 6984,34 3135,04 10617,46 6533,15 2601,53
Q63144 _RAT 3 1 18,34 0,0464 0,498 1264,00 11468,54 9738,50 25064,91 2819,35 25504,98 | 27263,93 29693,46 16420,26 26585,61 29171,27 23146,35
FIM5N3_RAT 46 1 302,71  0,0167 0,501 954,20 225434 1989,26 2169,92 600,53 802,56 2052,94 3282,81 2610,48 2600,30 4852.,45 2103,72
SPF30_RAT 2 1 10,05 0,0083 0,508 1047,83 4139,75 2346,37 3619,19 1933,18 2693,02 5046,98 4958.,71 3884,03 5629,57 7649,55 3915,29
QOGLB5_RAT 3 2 25,46 0,0037 0,523 3191,48 2701,28 2209,96 4732,30 1535,33 2931,36 3760,05 6341,60 6586,20 5896,69 6245,90 4250,36
RAB26_RAT 3 1 30,75 0,0187 0,523 3782,16 3728.,87 352495 7388,80 2014,28 5126,96 4988,59 8163,14 5489,44 12507,72 11432,85 6275,60
PIMT_RAT 3 3 22,20 0,0032 0,524 12290,17 32884,84 23281,89 30838,80 15653,66 20503,55| 33571,51 45418,50 42209,26 54328,73 50825,58 32367,64
G3V8Q6_RAT 8 5 50,95 0,0152 0,549 5581,62 6167,82 7046,16 11833,06 4586,51 8383,19 7191,68 11070,79 19542,81 10909,76 18223,46 12534,56
D3ZS39_RAT 2 1 10,29 0,0183 0,568 652,74 1377,06 1238.,42 3308,80 928,51 888,09 2037,28 2888,39 1862,59 3132,79 2843.,46 2019,65
B2RYE1 RAT 2 2 18,48 0,0265 0,575 4357,61 10101,26  5933,78 19048,96 3738,96 9068,75 | 20850,00 13201,35 17188,74 16048,08 11117,80 12394,61
AOAO0G2JYY8_RAT 3 1 24,98 0,0076 0,586 1376,65 1272,63 1127,97 894,16 231598 1939,13 244871 2425,81 2302,26 2741,65 3525,60 1785,55
NDKB_RAT 8 3 85,53 0,0141 0,597 31946,26 53651,78 52913,44 69180,81 37542,50 55081,84 | 48681,65 79548,87 92603,86 74968,74 126781,21 80808,37
AO0A0G2K7Y2_RAT 16 2 102,85 0,0278 0,601 12953,53 31877,64 20070,69 30226,25 24191,02 25629,02 | 26064,44 44151,38 39287,72 66803,17 37211,06 27612,19
SYUA_RAT 17 12 190,46  0,0005 0,607 138089,66 151629,45 91662,19 89059,14 131174,49 148811,21]|211669,44 210397,14 197217,69 202519,51 230875,31 183870,18
NPTN_RAT 6 5 37,37 0,0386 0,630 3060,41 5103,35 4465,27 2938,80 5520,45 4985,36 5789,31 6330,98 9371,80 4311,98 10652,53 4921,17
MORA39_RAT 4 2 23,21 0,0336 0,632 6515,21 5639,86 5821,93 8060,83 7499,53 4534,73 [ 11661,59 5348,02 9026,08 15018,18 11618,52 7615,29
BOBMVO_RAT 2 2 12,18 0,0263 0,632 1809,20 1734,35 1288,23 1251,02 1558,44 1946,72 2833,37 3496,30 3136,09 1443,92 2572,08 1688,57
MOR3X7_RAT 6 1 37,35 0,0013 0,653 2469,11 2221,38 1968,19 3066,83 2514,37 2490,81 3118,62 3240,94 5100,93 4010,59 3688,93 3396,57
G3VIL3_RAT 2 2 13,37 0,0444 0,653 1645,48 2780,40 2373,63 3270,66 2146,28 1848,59 3125,05 3664,09 2631,13 6493,03 297495 2647,79
AOAO096MIJE6_RAT 41 28 312,12 0,0052 0,656 37499,47 71319,00 55399,58 59288,87 57830,07 75472,34 | 83188,93 95781,68 98408,85 67787,93 110674,96 87936,51
GTR3_RAT 7 7 58,28 0,0007 0,675 31069,06 37557,78 30506,09 33750,70 29277,47 41387,73 | 37873,16 48438,32 57096,13 53278,74 54284,41 50457,42
PYGL_RAT 7 2 61,65 0,0132 0,678 6977,62 15849,69 16073,58 13735,50 11771,03 15157,20 | 19623,97 19925,67 15626,18 22478,72 21006,21 18695,10
Q6TXJ1_RAT 20 3 123,44  0,0355 0,678 3530,77 3999.,81 3076,73 4451,56 2610,18 252492 7958,94 4212,72 4589,34 5598,16 3576,32 3828,03
A0A0G2JXZ3_RAT 11 8 63,02 0,0440 0,680 17230,01 36754,04 32556,24 18012,45 36763,32 36073,76 | 41486,44 41784,89 46363,02 28043,78 59633,62 43541,31
GNAZ_RAT 13 10 87,51 0,0179 0,691 11178,82 16792,41 14702,00 21723,54 11619,65 14141,04 | 18957,53 21092,66 20373,03 31918,76 20896,59 17195,64
AOAOH2UHB7_RAT 19 17 175,93  0,0264 0,698 33159,69 62574,08 68450,43 99298,50 51095,19 77422,53 | 90305,37 84237,13 96813,08 105509,41 85382,57 99316,29
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PTPRZ_RAT 7 4 54,66  0,0163 0,705 21687,75 37004,58 26342,32 29669,11 22962,68 35499,83 [ 54078,90 33734,89 39218,82 39195,72 47600,40 31787,74
RABI3_RAT 6 2 51,63 0,0314 0,708 661,14 786,44 674,14 614,69 728,50 483,73 705,93 936,59 953,40 655,23 1406,05 916,23

VATF_RAT 6 4 60,28 0,0273 0,710 16579,14 27134,15 21976,44 24350,13 17486,08 28639,73 | 37888,11 44333,54 24483,23 31397,06 27477,25 26237,21
G3V8V3_RAT 32 5 263,93  0,0236 0,720 23021,67 51284,44 51614,85 37905,91 33984,56 44618,14 | 63977,27 60186,62 50795,11 60660,73 54201,53 46785,44
SFXN3_RAT 15 1 118,97  0,0252 0,725 23401,08 14129,16 16048,60 15482,18 22703,81 14683,98 [ 17270,63 31698,91 22655,54 25799,76 26818,87 2255597
VOME_RAT 2 1 18,53 0,0439 0,737 6485,03 10157,31 8759,88 11185,11 7111,32  5250,06 | 8980,76 11800,27 8480,58 13928,11 12326,79 10926,88
A0A096MKE2_RAT 3 2 24,34 0,0486 0,741 1989,51  3734,01  3204,79  3371,44 2864,80 2784,89 | 3979,04 3663,20 4559,61 3207,23  5758,66  3057,48
EAA4_RAT 3 1 21,16  0,0321 0,745 595,13 439,50 333,64 410,48 435,62 544,01 478,36 545,84 874,74 610,98 571,06 622,33

Q6P503_RAT 16 13 128,55  0,0039 0,751 58992,76 54597,40 43714,46 41702,65 46087,28 51197,33 [ 75120,76 61453,75 55783,62 70661,00 74041,76 57434,50
MCF2L_RAT 3 2 18,47 0,0384 0,752 431,26 588,44 632,80 547,13 632,00 614,71 566,29 792,13 850,53 573,30 758,23 1042,66
A0A0G2K9J2_RAT 17 13 113,63 0,0079 0,753 42173,89 59015,72 47727,75 57944,40 47063,03 55332,17 | 67947,40 65158,75 73060,23 86404,59 53387,44 64717,78
1433E_RAT 45 34 389,06  0,0010 0,754 174702,40 211558,60 205209,41 231546,80 175259,08 192526,15(277069,34 228693,75 263481,33 257418,05 308494,99 243737,85
MORAQG6_RAT 53 5 430,24 0,0129 0,757 29785,67 36113,68 30292,28 42692,54 24671,31 38826,62 | 51651,27 40855,51 45930,29 48143,23 36974,19 43716,25
Q45QL8_RAT 9 2 72,97  0,0493 0,763 3161,82  3252,63  2659,14  3173,78  4282,28  5937,75 | 4382,93  6068,08 4043,25 4992,79  4463,80 5507,29
KINH_RAT 8 2 54,47 0,0064 0,768 1499,17 1729,86  2257,19  2019,43 1859,61 1804,35 | 2398,93  2108,74  2552,96  2384,60 2973,79  2121,38
Q4KSH6_RAT 4 2 25,73 0,0425 0,770 6099,73  11325,32  9985,03  7469,73  8231,64  9386,21 9588,36  10264,42 11761,13 12222,67 14907,18 9423,59
PGK1_RAT 46 16 445,92 0,0002 0,771 342529,63 429207,60 377218,15 381222,74 402616,20 402963,25(462083,31 491050,67 512299,90 498985,70 585115,29 478863,38
LRRC7_RAT 22 15 116,27  0,0336 0,779 12263,64 14127,55 9776,90  8023,11 13282,80 14848,70 [ 14460,11 15008,94 15354,18 14000,08 19288,10 14722,62
D3ZBB8_RAT 27 17 157,16  0,0159 0,781 20020,73 24792,68 19653,31 17803,89 19846,76 17011,01 [ 24009,08 23568,28 23787,43 32967,52 27499,57 20766,08
D4ABK9_RAT 11 7 67,52 0,0079 0,783 13119,71 10362,06 9153,25  9440,16  9875,09 12306,04 [ 15129,67 13921,01 15800,86 11975,83 12536,72 12717,10
ENOG_RAT 53 36 491,33 0,0097 0,801 396898,36 510907,08 427689,81 380678,98 497430,07 534081,63(551230,98 652469,49 584283,08 500044,58 526285,56 616226,73
D4A3V2_RAT 4 3 42,52 0,0311 0,820 21256,35 28250,00 24322,75 29437,38 27520,78 22231,36 | 30198,54 29248,86 28638,08 33377,76 38905,90 26199,69
PFKAL_RAT 15 7 100,64  0,0281 0,823 27268,45 31756,78 32875,51 33128,00 30137,15 34719,48 | 41782,44 36206,97 36255,04 48899,03 3079691 36669,26
D3ZCZ9_RAT 4 4 29,02 0,0411 0,828 19989,53 18258,88 16058,30 15087,07 15816,03 15218,73 [ 16502,08 20373,50 19045,48 18231,34 26052,05 21087,94
WDRI_RAT 19 15 164,19  0,0278 0,829 53135,12 4722526 46751,42 56449,95 48278,56 46128,10 [ 61708,85 52601,39 59839,38 76447,45 59614,59 4928476
KAP3_RAT 21 15 164,89  0,0363 0,832 45983,06 48704,49 37966,01 38886,53 43339,60 37284,07 | 44891,77 49588,52 44217,90 6273291 56689,57 44956,43
MIC25_RAT 4 3 24,83 0,0464 0,834 6534,65  6669,39  5959.89  6608,05 5319,18  5287,99 | 8860,68 6960,97 5712,18  6994,32  8325,60  6791,33

FILX07_RAT 33 13 301,41  0,0300 0,835 28612,70 45885,08 38559,90 39891,48 36927,54 34927,28 [ 47165,30 49454,89 44262,36 47902,27 41204,63 39269,64
VATE1_RAT 27 1 192,22 0,0030 0,837 148739,06 169412,56 136601,18 145571,20 151116,70 173006,23|191760,50 162834,79 179854,80 184328,07 195769,38 189391,65
G3V7L8_RAT 27 1 192,90  0,0030 0,837 1094,77 1246,94 1005,43 1071,46 1112,27 1273,39 1411,43 1198,52 1323,80 1356,72 1440,93 1393,99
Q5XIJ3_RAT 8 8 58,54  0,0007 0,838 39247,04 40936,65 40736,65 38307,43 43155,01 44776,60 [ 55703,92 46578,17 46606,09 48127,35 49974,59 48021,10
MOR7G4_RAT 2 2 15,11 0,0476 0,839 27786,11 27791,81 23221,97 20952,04 27817,07 29893,75 | 29766,68 26390,38 37540,84 28074,02 35158,18 30839,19
GABT_RAT 31 26 306,75 0,0386 0,844 182900,02 134490,93 143323,50 150553,70 174743,98 172095,16/207893,47 167675,57 207301,50 170690,12 166168,22 216123,87
SAHH2_RAT 34 8 263,17 0,0067 0,847 49471,00 45830,35 51108,55 57382,26 48879,72 49112,65 | 62594,92 52928,97 58734,08 68771,60 5609825 57196,23
ACY1A_RAT 7 5 51,73 0,0103 0,851 11468,36 11189,88 12217,57 15113,14 11676,05 11715,50 [ 14321,67 13244,43 14423,69 15902,47 13520,10 14862,67
D4A6C5_RAT 4 2 23,30 0,0307 0,853 10227,10 11570,20  9609,61 8525,95 12657,14 11629,68 | 12829,61 11751,34 11372,39 12863,32 13761,68 12673,55
VATB2_RAT 34 22 320,11 0,0268 0,856 143062,81 153567,16 134055,92 126798,97 152457,97 177147,91|163534,40 168733,58 172908,95 153488,29 201773,81 175918,84
AP2MI1_RAT 30 24 235,50 0,0223 0,859 116730,99 103220,73 88349,32 90610,65 105222,38 95087,85 [109091,73 104306,79 121316,36 114220,36 135575,37 113422,70
OLA1_RAT 4 2 25,09  0,0013 0,864 18814,01 18580,22 18947,51 18457,52 19087,05 19867,16 [ 22399,03 19749,04 20701,90 24632,39 22446,49 21803,48
PGAMI1_RAT 29 23 227,02 0,0198 0,887 479528,99 492863,19 425617,20 397890,93 513784,19 503460,46]|530974,21 513858,82 514664,05 527986,85 568463,08 516365,55
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ALDH2 RAT

RSI4 RAT
CPT1B_RAT
PAKI_RAT
ARPC2_RAT
AOA0G2K930 RAT
CACIG RAT
TBA8_RAT
G3V8C4_RAT
BOBMYS_RAT
RS7 RAT

FIM6Z1 RAT
H2A1E_RAT
GPX1_RAT
E9PSN4_RAT

H10 RAT
G3V8K5_RAT
H4_RAT
A2VD16_RAT
AOAOG2KAN7 RAT
AMPL_RAT

H14 RAT
H2B1_RAT
DYN3_RAT
CATD_RAT
PTGDS RAT
GELS_RAT
PNPH_RAT
MOR9C6_RAT
F7EPE0O_RAT
D3ZWDO0_RAT
RASM_RAT
CATZ_RAT
AOAOG2ISH5_RAT
ALBU_RAT
GFRA1_RAT
PLMN_RAT
VIME_RAT
AOA096MIT7_RAT
Q63363 RAT
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43,11
23,95
29,62
37,63
71,73
68,52
27,05
290,76
24,83
55,14
27,58
176,43
68,97
37,21
119,84
25,81
13,25
168,60
16,90
95,07
70,69
67,43
81,33
268,58
100,42
20,88
40,77
55,62
14,45
86,27
12,09
17,73
12,36
405,52
416,27
18,17
13,68
316,26
82,23
252,95

0,0036
0,0057
0,0295
0,0177
0,0140
0,0469
0,0108
0,0198
0,0403
0,0180
0,0024
0,0087
0,0070
0,0049
0,0489
0,0049
0,0225
0,0063
0,0066
0,0052
0,0011
0,0023
0,0008
0,0279
0,0120
0,0059
0,0031
0,0031
0,0211
0,0048
0,0063
0,0444
0,0039
0,0008
0,0008
0,0049
0,0089
0,0079
0,0053
0,0158

1,388
1,410
1,415
1,431
1,433
1,436
1,465
1,468
1,471
1,475
1,477
1,487
1,515
1,523
1,525
1,529
1,536
1,553
1,555
1,563
1,582
1,615
1,622
1,646
1,660
1,668
1,668
1,699
1,718
1,738
1,787
1,805
1,863
1,963
1,963
2,051
2,187
2,203
2,211
2,240

14933,93
12986,64
17847,22
24832,59
70231,87
4512521
56526,93
798,48
10801,65
61684,23
8404,41
61859,24
262031,71
9488,51
95782,25
15034,87
4971,62
556983,15
17965,15
6831,44
12688,64
79855,77
607730,71
49365,82
30696,72
5155,17
50838,44
37210,41
1396,34
119744,76
42347,50
6922,57
14429,92
225645,68
141610,03
1834,24
1422,66
70474,44
121290,12
5124,51

9992,34
8919,31
9719,23
13935,54
44346,23
29559,49
32629,15
1441,94
11711,81
43803,18
5169,22
49167,22
200122,31
8583,22
34212,99
12202,62
2424,59
339053,34
10727,79
4998,60
12172,95
53534,67
334771,89
24076,25
23058,88
4194,32
25362,83
25169,12
995,40
70205,83
29653,74
1834,38
6087,01
124258,05
77981,49
1094,81
1527,18
29669,41
32669,92
3405,28

14471,02
12031,45
11065,21
16912,93
5449581
36315,33
33812,96
1105,65
14168,12
81810,92
7096,58
54626,69
279178,76
15228,96
42726,78
16830,84
3729,56
488045,17
12946,35
9117,69
20463,57
94252,76
492415,03
29326,35
56263,66
6480,46
30321,14
54192,00
1008,86
141446,96
33169,22
3298,20
15047,46
252140,75
158237,72
3144,38
3711,79
116956,51
76401,74
7891,87

14164,76
9258,70
12967,62
11732,28
40888,37
38507,67
28973,62
968,19
12470,47
52543,52
5705,10
40191,41
206471,37
12426,13
57546,99
12672,61
494996
329159,56
12900,96
10549,04
12643,55
70170,07
409853,04
17121,10
41935,80
6137,46
2424325
40437,10
519,92
108371,16
20922,37
3658,71
10698,50
155750,71
97745,56
1462,88
4080,69
108236,87
71912,37
5223,39

16016,83
10895,44
9808,12
19734,05
53232,47
38133,50
34065,01
1276,42
13450,60
80038,25
6039,68
76391,53
350920,22
9507,12
38829,72
18861,50
3986,62
526027,06
16743,76
5985,08
17181,35
81644,73
549641,38
43653,81
24950,86
5725,43
39289,64
33024,09
944,24
88046,47
4359524
3594,15
10136,16
254883,34
159958,92
1660,40
1590,72
56492,73
61434,13
6349,88

11374,94
8174,80
11687,78
16553,17
40297,26
24729,05
32811,15
841,03
7133,30
79016,75
4964,95
61056,49
333968,04
10922,33
57049,76
12732,33
4311,54
41994535
9382,96
6484,78
15104,44
81716,83
527456,97
27250,41
37924,76
412585
34179,34
51796,77
1008,82
82037,47
22668,79
3295,67
12584,17
178742,87
112174,91
2502,93
2288,90
62695,64
69756,68
9515,40

10896,26 8817,92 10397,13
6653,14  8144,58  7612.,80
9202,28  8738,31  8261,66
14792,23 11646,61 11395,78
36289,36  40086,31 3802721
31679,28 23806,38 20702,81
29548,71 18379,58 23237,67
1108,19 784,38 531,52
12625,80 9364,28  7335,44
34667,85 39202,86 50861,89
397563  4219,65  4874,59
2932293 41058,78 42391,53
207381,69 153873,18 192893,19
8451,00  6455,88  6020,34
36887,79 30824,94 3429343
11741,26  9258,09 10956,38
2297,92 164748  2277,40
349632,38 299539,93 270926,81
10447,45 868921  8631,11
5041,07 4295,80  4772,45
9078,68  9746,02  9689,90
31793,25 45967,55 53389,67
295253,74 273952,95 325897,70
24091,09 16731,89 19681,11
23010,35 17249,87 28479,53
4328,84  3714,19  3931,63
21676,67 19691,01 18789,77
22867,71 2274888 19256,22
691,56 35530 494,60
71162,49 55306,51 55182,89
25736,29 17213,83 15757,44
2839,11  1113,84  1807,23
8607,00 4867,55  6268.56
118477,64 11010549 110970,55
74353,84  69099,67 69642,56
826,71 77641 698,80
1122,74 893,66 960,75
35098,02 24770,94 33535,77
41896,49 27092,28 25241,56
873,63 295232  3882,74

8934,42
8469,83
5680,10
11690,74
37894,39
35784,06
27555,25
612,57
7195,61
38122,06
4712,98  3619,33
29509,93  43907,20
133757,90 183832,31
825825  5645,55
44097,83  39645,78
9817,63  6018,92
2600,45  3960,94
260509,62 192841,81
9451,75  6129,16
4613,86  4281,68
9758,66 11195,03
43005,71 55684,20
263273,39 297569,17
18479,98 15013,76
20254,85 20349,99
2896,79  1891,07
19304,28 25287,97
21959,06 27793,78
361,87 510,43
77559,53  35530,77
17071,93 11614,51
3414,50  1006,15
477581  6276,38
75760,49 85815,04
47545,54 53855,54
797,96 1098,75
1868,83 803,30
33700,11 35227,22
42232,08 39467,82
1144,18  2545,82

8825,37
5626,48
7504,07
10152,74
23265,45
12431,70
26429,53

655,13
443091
50536,09

10433,24
7659,53
12261,99
12793,07
36214,35
23471,01
24203,95
688,94
6456,16
57107,13
3906,24
44665,44
205740,94
8606,50
28151,04
9973,13
3083,64
339038,60
8527,74
5120,79
7567,67
55746,04
34539427
21932,39
20092,99
2313,35
17657,70
27705,55
1004,27
56224,54
20251,48
2339,43
6229,04
105775,67
66382,37
1505,86
1037,41
3944928
20100,70
5345.48
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AOAOG2KB92 RAT
D3ZZS8_RAT
RAN_RAT
C9E895 RAT
CYTC RAT
FABP7_RAT
ANXA3 RAT
E9PSP1_RAT
TAGL2 RAT
TBA3_RAT
MYHI10 RAT
GFAP_RAT
D4ADD7_RAT
Q5XI38 RAT
MOR597 RAT
APOE_RAT
CLUS RAT
YBOX1 RAT
IL4 RAT
CIQB_RAT
TMX2_RAT
NABI RAT
FILNIJ1_RAT
E9PTK9_RAT
D3ZWV2_RAT
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50,38
83,64
83,54
81,13
27,98
47,76
100,50
36,59
34,55
397,41
599,39
518,20
28,20
24,25
13,16
294,23
79,61
12,16
21,65
18,62
10,76
12,39
43,50
22,69
63,47

0,0191
0,0359
0,0092
0,0007
0,0002
0,0005
0,0015
0,0133
0,0001
0,0396
0,0120
0,0001
0,0028
0,0003
0,0477
0,0001
0,0013
0,0040
0,0461
0,0141
0,0469
0,0003
0,0024
0,0252
0,0011

2,259
2,374

2,510

2,613

2,698

2,701

2,714

2,734

2,892

2,952

3,102

3,108

3,216

4,304

4,438

4,600

4,783

7,039

7,371

9,183

10,281
19,629
45222
47,096
49,687

2038,61
3171,92
2603,92
9976,17
69035,42
56701,62
60631,78
50442,07
2591,75
15375,20
177127,82
446018,17
1116,76
10997,42
689,42
208360,20
87251,83
5730,56
5561,48
1634,37
15380,19
2479,91
55125,34
28720,69
559,37

1892.46
1736,83
1346,03
5739,73
24690,21
38277,08
23150,12
18849,78
1466,37
3515,59
49092,26

239963,39
1127,93
4065,98
3832,73

89543,84
12284,71
422,08
334,48
300,45
1116.,86
1086,21
1927,23
163,85
52,11

4031,73
3705,58
3229,72
13478,18
58568,67
77204,62
80288,34
78936,79
3273,69
3507,17
81187,95
553430,16
4066,89
17632,87
12206,43
219935,97
63111,76
4197,51
508,26
1922,73
8226,53
6757,11
12050,11
275,87
102,65

3233,67
1249,58
3169,07
13802,04

51316,46
91149,53
56166,11
97792,46
2670,34
1407,42
37954,01

558117,32
3084,41
14335,39
7957,14

247736,43

83476,61
3355,88
655,75
3228.50
1275,95
3235,16
821,01
271,20
13,26

449657
8492,32
2030,46
9088,45

44571,12
54712,04
35655,22
21546,77
1503,31
7247 44

109812,19

386700,32
2178,99
6582,37
2334,83
71113,20

29135,07
993,95
665,03
234,02

39607,19

5667,49

12707,23
1256,78
733,13

2144,71
2976,78
769,09
7204,73
60315,49
41434,80
81741,04
49673,25
2958,73
3190,36
27986,32
408637,82
2223,74
12357,35
1739,30
226383,40
60804,08
1205,63
38,99
133,13
794,34
244331
1335,46
615,49
45,11

187341  1308,77 1696,24  1953,23
145775  1262,00 1433,80  1028,16
1316,92 697,81 666,69 985,30
421247 240724 339974  6437,98
20213,90 19852,84 21800,00 15358,42
2943439 19149,56 21280,32 23308,62
15267,50 21388,67 21240,74 1978685
18495,39 17803,72 17991,17 2744984
678,60  1087,35 792,45 784,05
2329,09 1813,10 159930  1367,39
53450,12 17282,52 18563,69 25863,04
203914,56 114056,09 128643,72 128248,97
1028,57 38591 43854 563,93
322063  2433,65 318479  2487,18
1823,09 56821 66129 258825
62413,31 37443,20 32738,71 34139,55
10333,46 1067577 12643,04 11986,50
301,60 204,17 198,62 860,62
177,77 14,95 56,44 741,67
80,00 152,97 131,26 228,83
3200,65 441,19 693,71  1058,24
656,12 15,38 17,21 25,46
300,79 223,73 42,90 366,68
62,54 125,84 52,32 55,19
14,03 1,38 1,76 1,81

308,17
2184,56
561,96
3460,94
14898,81
11808,53
24465,67
17263,88
901,92
1858.36
16633,48
76063,47
1389,07
1412,93
49,27
32977,26
12467,29
401,68
33,85
79,96
437,01
16,67
125,40
205,73
0,74

756,57
1621,62
1009,82
276930

2223335

28109,36

22240,84

17043,66
756,64
2632,32

23944,17

183285,66
485,03
2587,56

789,73
31393,73
12155,32

292,94

28,67

138,61

627,83

373,12

797,25

163,07

10,58

Numero de acesso, quantidade de peptideos e peptideos unicos das 183 proteinas identificadas nas amostras de talamos e desreguladas pela DT. Essas colunas sdo seguidas
pelo score, valor de p (ANOVA) e fold change. A abunddncia relativa de cada proteina pode ser observada para cada amostra (n=6 em cada grupo DTP e C). As amostras

sdo denominadas com R seguida pelo numero dado para o animal. A descricdo de cada proteina a partir do seu numero de acesso se encontra no Anexo 12.
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A Proteinas Reguladas
Negativamente 51 Positivamente
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QSTUDE_RAT <-1
Q450L8_RAT 1-078
0,78--0,56
VATE1_RAT 0,56--0,33
FLLPI7_RAT i £33--011
QIKSHE_RAT 0,11-0,11
D029 _AAT

ADADGZINIS_RAT 011-0.33
ACYLA RAT 0,33-056
OSTHIL_RAT ¥

o T 0,56-0,78
D3ZBBE_RAT 0,78-1
CO105_RAT 1

OXR1_RAT
FINT_RAT
D533 _RAT
PRKAM_RAT
CPTLE_RAT
HZB1_RAT
GFRAL_AAT

HL4 RAT
CDCI_RAT
VFSZE_RAT
RE11A_RAT
ADADG2KI3S_RAT
TEAB_RAT
ADADGIKESD_RAT
DIVEZ_RAT
NYHIO_RAT
AK1AL_RAT
PAKL_RAT
A0ACGZNEI0_RAT
CD53_RAT
AST_AAT
ESFINA_AAT
PRAC_RAT
ADADGZKTA3_RAT
ESFTHE AAT
VIME_RAT
FPEPED_RAT

¥ QSXISE_RAT
CATD_RAT
EIVEE_AAT

Figura 14 - Distribuicdo das proteinas reguladas pela DT no proteoma talimico. Painel A: O grafico
Volcano foi construido calculando o Log2(fold change) no eixo x e —Logl0O(valor de p) no eixo y.
Proteinas acima da linha pontilhada (limiar de significancia: 1,3 ou p <0,05) sdo consideradas como
proteinas significativamente reguladas: 153 proteinas reguladas negativamente e 30 proteinas reguladas
positivamente. Painel B: Agrupamento hierdarquico das 183 proteinas reguladas. O heat map exibiu a
abundancia relativa das proteinas reguladas pela DT entre os ratos dos grupos DTP e C.
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Protein.Log TOP3 vs. Protein ID

L]

Protein LogTOP3

2000 4000 8000 8000 10000 12000
Protein ID

Figura 15 - Controle de qualidade das andlises DIA por LC-MS a partir da escala dinamica de

proteinas identificadas em todas as amostras, em relagdo ao Log das abundancias dos peptideos Hi 3
ou TOP3.

3.2 Analise bioinformatica das proteinas reguladas pela deficiéncia de tiamina

Usando o software DAVID Bioinformatics Resources 6.8 Beta, as 183 proteinas
passaram por andlise de enriquecimento pelo Gene Ontology (GO) e andlise de vias por
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG pathway). Um total de 133 proteinas
foram anotadas em 3 categorias GO: 43 em Processos Biologicos (PB), 41 em
Componentes Celular (CC) e 21 em Fung¢ao Molecular (FM), considerando o valor de p <

0,05. Os top 10 termos GO para cada categoria — PB, CC e FM — estdo representados na
Tabela 8.
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Tabela 8 - Top 10 termos GO para as proteinas diferencialmente reguladas pela deficiéncia de tiamina.

Processos Biologicos

Termos Quanttd,ade % Valordep
de proteinas

Transducao de sinais mediada por pequenas GTPases 11 8.3 7,00E-06
Envelhecimento 12 9 1,60E-05

Processos glicoliticos 5 3.8 1,50E-04

Regulagao de morte neuronal 4 3  1,80E-04
Resposta ao estresse oxidativo 7 5.3 6,40E-04
Hidrolise de ATP acoplado ao transporte de protons 4 3 2,30E-03
Processo catabolico de glicogénio 3 2.3 2,40E-03
Endocitose 6 4.5 2,50E-03

Resposta a lesao 5 3.8 2,70E-03

Processos metabolicos dependente de ATP 4 3 4,10E-03

Componentes Celular

Exosomo extracelular 79 59.4 5,30E-33

Adesdo focal 17 12.8 2,10E-08

Ax6nio 16 12 4,20E-08

Citosol 32 24.1 2,00E-07

Membrana 38 28.6 2,50E-07

Proje¢ao neuronal 15 11.3 5,40E-07

Citoplasma 62 46.6 1,50E-06

Corpo celular neuronal 16 12 4,30E-06

Corpo celular 8 6 4,70E-06

Bainha de mielina 10 7.5 6,30E-06

Funcoes Moleculares

Atividade GTPase 13 9.8 1,10E-08

Ligantes a GTP 16 12 9,50E-08

Ligantes de proteinas 27 20.3  0,00004

Ligantes de 4cido graxo 5 3.8 0,000045
Componente estrutural do citoesqueleto 6 4.5 0,000076
Ligantes de quinases 6 4.5 0,00053

Ligantes de actina 9 6.8  0,00055

Ligantes de piridoxal fosfato 5 3.8 0,00074
Ligantes de drogas 6 45 0,0014

Ligantes da cauda Poly (A) RNA 19 143  0,0017

Os top 10 termos GO e suas respectivas proteinas estdo detalhadas nos Anexos 13, 14 e 15.

A anélise GO para a categoria PB revelou que, entre os 10 primeiros termos, os
processos glicoliticos, hidrolise de ATP acoplado ao transporte de prétons, processo
catabolico de glicogénio e processos metabolicos dependente de ATP foram compostos

somente por proteinas reguladas negativamente, enquanto 0s outros processos tiveram
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uma ou mais proteinas reguladas positivamente. 37 proteinas sub reguladas e 9 super
reguladas foram distribuidas nos 10 termos na Tabela 8 de PB. A aparente discrepancia
em relacdo ao nimero total de proteinas mostrados na Tabela 8 ¢ porque uma proteina

especifica pode participar em mais do que um processo bioldgico.

Além disso, a analise para categoria CC mostrou que 19 proteinas reguladas
positivamente e 88 reguladas negativamente foram distribuidas entre os top 10 termos
GO. A maioria dessas proteinas reguladas negativamente pela DT foram associadas com

citosol e membrana.

Finalmente, 71 proteinas foram categorizadas na andlise para FM e dessas, 12
proteinas foram super reguladas pela DT. Observando o primeiro e o segundo termos, a
atividade GTPase e a ligacdo a GTP, verificamos que essas fungdes compartilhavam as
mesmas proteinas reguladas positivamente e também a maioria das proteinas reguladas

de forma negativa.

Analisando quais proteinas se repetiam mais nesses termos, observamos que a
proteina LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2 - gene: Lrrk2 — acesso: FILNJ1), uma
proteina induzia pela DT, apareceu mais vezes em diferentes termos GO. Esta proteina foi
encontrada em quatro processos PB: transdu¢do de sinal mediada por GTPase, resposta ao
estresse oxidativo, regulacdo da morte neuronal e endocitose. Além desses e de outros PB,
a proteina LRRK2 foi associada com o comportamento de locomogao exploratoria (Fonte:
ParkinsonsUK-UCL: UniProt). Esta proteina foi encontrada em 7 termos CC, tais como,
exossomo extracelular, axdnio, citosol, membrana, projecao neurdnio, citoplasma e corpo
celular neuronal. Atividade GTPase, ligagio ao GTP e ligante a actina sdo fungdes

moleculares (FM), onde a proteina LRRK?2 faz parte.

Com o intuito de entender as vias que foram afetadas pela DT, 91 proteinas do total
de 183 proteinas diferentemente reguladas foram mapeadas e analisadas no banco de
dados KEGG Pathways pela analise de enriquecimento no banco de dados DAVID. Essa
analise revelou 18 vias de sinalizacdo e metabolicas diferentes (Tabela 9), sendo que a
maioria dessas foram representadas por proteinas reguladas negativamente pela DT (13

vias). Apenas trés proteinas estavam reguladas positivamente e entre essas se encontra a
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proteina GAD1 (glutamate decarboxylase 1 - gene: Gadl — acesso: C9E895), a qual foi
encontrada em trés vias.

Tabela 9 - Vias de sinalizacdo e metabolicas enriquecidas pela andlise KEGG pathways a partir de
proteinas diferentemente reguladas pela deficiéncia de tiamina

KEGG Pathways

Termos Quantidade % Valorde p
Ciclo da vesicula sinaptica 8 6 6,50E-06
Glicolise / Gliconeogénese 7 5.3 1,50E-04
Biossintese de antibioticos 11 8.3 2,10E-04
Biossintese de aminoacidos 7 5.3 3,80E-04
Fosforilagao oxidativa 8 6 1,40E-03
Vias metabolicas 27 20.3 2,20E-03
Metabolismo de carbono 7 53 2,60E-03
Secrecao acida do ducto coletor 4 3  3,60E-03
Metabolismo de beta-Alanine 4 3 7,00E-03
Fagossomo 8 6  7,50E-03
Jungdo apertada ou oclusiva (tight junctions) 6 4.5 1,10E-02
Fagocitose mediada por repector Fc gamma 5 3.8 1,70E-02
Endécrino e reabsorcao de calcio regulada por outros fatores 4 3 1,70E-02
Artrite reumatoide 5 3.8 1,90E-02
Via de sinalizacao de glucagom 5 3.8 2,90E-02
Metabolismo de glutationa 4 3 2,90E-02
Regulacao de actina de citoesqueleto 7 5.3 4,10E-02
Metabolismo de butanoato 3 2.3 4,10E-02

Os termos KEGG pathways e suas respectivas proteinas estdo detalhados no Anexo 16.

Entre as 18 vias detectadas usando o KEGG, o ciclo da vesicula sindptica foi mais
afetado pela DT (p<0,05), sendo que a mesma apresentou apenas proteinas reguladas
negativamente: complexin 2 (gene: Cplx2 — acesso: CPLX2); dynamin 3 (gene: Dnm3 —
acesso: DYN3); adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit (gene: Ap2m1 — acesso:
AP2M1); ATPase, H+ transporting, VI subunit F (gene: Atp6vlf — acesso: VATF),
subunit H (gene: Atp6v1h —acesso: AOA0OG2K9J2), subunit EI (gene: Atp6vlel —acesso:
VATED), subunit D (gene: Atp6vld — acesso: Q6P503) e subunit B2 (gene: Atp6v1ib2 —
acesso: VATB?2).

As vias glicolise / gliconeogénese, biossintese de aminoacidos e metabolismo de
carbono também foram afetadas pela DT e essas trés vias compartilham as mesmas
proteinas sub reguladas. As proteinas que fazem parte dessas vias sdo:

phosphofructokinase 1, liver type and muscle (gene: Ptkl / Ptfkm — acesso: PFKAL /
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PFKAM); phosphoglycerate kinase 1 (gene: Pgkl — acesso: PGK1); phosphoglycerate
mutase 1 (gene: Pgam — acesso: PGAMI1); gamma-enolase-like (gene: LOC100911625 —
acesso: ENOG); mitochondrial-like enoyl-CoA hydratase (gene: Echs1 —acesso: ECHM));
aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial) (gene: Aldh2 — acesso: ALDH2); aldo-
keto reductase family 1, member Al (gene: Akrlal — acesso: AKI1Al); isocitrate
dehydrogenase 3 (NAD) gamma (gene: Idh3g — acesso: Q5X1J3); aminoacylase 1 (gene:
Acyl —acesso: ACY1A).

4  Niveis de Glutamato e GABA no talamo

Na Figura 16, painéis A, B e C, estdo representadas as médias das concentracdes
de glutamato e GABA nas amostras de talamo dos animais dos dois grupos experimentais

e, a razdo calculada entre esses dois neurotransmissores (n=6 para cada grupo).

Os resultados da analise pelo teste t student entre animais do grupo DTP e C, mostrou
que nao houve efeito significativo da DT sobre os niveis de glutamato [t= 0,297, p=0,772],

de GABA [t = 0,293, p=0,775] e sobre a razdo [glutamato]/[GABA] [t = 0,66, p=0,522].
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Figura 16 - Concentracoes de Glutamato e GABA no tilamo de ratos Wistar dos dois grupos
experimentais. Concentragdo média do grupo, para glutamato (painel A); GABA (painel B) e Razdo
[glutamato]/[GABA] (painel C). Os dados estdo expressos como média £ erro padrdo de cada grupo:
controle (C - n=6) e deficiente de tiamina (DTP — n=6). As dosagens foram feitas em triplicatas. As
concentragoes médias de glutamato e GABA e os dados brutos da razdo entre os neurotransmissores estao
apresentados no Anexo 17.
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5 Anadlise de regressao linear

Andlises de Regressdo Linear foram realizadas para avaliar a existéncia de possiveis
correlagdes significativas entre os pardmetros bioquimicos e comportamentais. Foram
avaliadas as relagdes entre a abundancia das proteinas desreguladas pela DT — apenas
aquelas abordadas na se¢do “Discussao” do presente trabalho —, niveis de GABA e de
glutamato e pardmetros comportamentais. Os resultados de todas essas andlises se

encontram nos Anexos 18, 19 e 20.

Através das analises de regressdo entre as concentragdes de glutamato, GABA e
razdes entre os dois neurotransmissores, nas amostras de tidlamo, e laténcia (s) para
encontrar a plataforma em cada sessdo do treino no LAM, foram verificadas correlagdes
significativas entre: niveis de glutamato e laténcia dos animais controle na 2* sessdo no
LAM [r= 0,68, p = 0,041]; niveis de GABA e laténcia dos animais controle na 2% sessao
no LAM [r = 0,94, p = 0,004]. Na Figura 17, painéis A, B, C e D estdo representados os
dados de glutamato no grupo C (Painel A) e no grupo DTP (Painel B) e os dados de
GABA no grupo C (Painel C) e no grupo DTP (Painel D), em relagdo a laténcia para
encontrar a plataforma na 2? sessdo do treino no LAM. As andlises foram realizadas com
um tamanho de amostra relativamente pequeno, nao adequado para esse tipo de andlise.
Portanto, em vista disto, esses dados precisam ser repetidos para confirmacao dos efeitos

descritos aqui.
Nao foram observadas correlagdes significativas entre as abundancias de nenhuma

proteina especifica desregulada pela DT e o desempenho cognitivo dos animais durante o

treino no LAM.
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Figura 17 - Grdficos de Dispersdo, mostrando as correlagdes entre as concentragoes de glutamato e GABA
e laténcia dos animais, C (n=6) e DTP (n=6), na 2°sessdo no LAM. Nos painéis A e B estdo representadas
as correlagoes para glutamato, respectivamente. Nos painéis C e D estdo representadas as correlagoes para
GABA, respectivamente. As andlises foram realizadas usando os dados das concentragoes de glutamato e
GABA nas amostras de talamo (ug/g de tecido) e o tempo (laténcia) que os animais gastaram para encontrar
a plataforma durante a 2° sessdo do treino. Os resultados das andlises de regressdo estdo apresentados no

Anexo 18.
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No presente estudo foram avaliados os efeitos da deficiéncia de tiamina sobre
parametros comportamentais, sobre o proteoma e niveis de GABA e glutamato no talamo.
Os dados obtidos indicam que a deficiéncia de tiamina afeta os animais quanto: (a) a
variag¢do do peso corporal; (b) ao consumo de ragdo e dgua e; (c) o desempenho em tarefa
cognitiva espacial. Além disso, os dados mostram que 183 proteinas talamicas foram

desreguladas pela deficiéncia de tiamina.

O modelo experimental animal de DT utilizado no presente trabalho, foi
desenvolvido de acordo com Resende e cols. (2012), no qual os animais dos dois grupos
experimentais receberam a mesma racdo deficiente em tiamina, sendo que a Unica
diferenca entre os grupos deficiente e controle foi o tratamento com injegdes ip. de
piritiamina (grupo DTP) e de tiamina (grupo C). Desta forma, a constitui¢do da ragdo
consumida por todos os animais foi exatamente a mesma, controlando-se melhor o método
para a produgdo da racdo. Esse modelo se mostrou adequado uma vez que os animais DTP
apresentaram uma evolugdo sequencial de sinais clinicos, como perda de peso, perda de
reflexo de endireitamento, ataxia e convulsdes, exatamente como previsto pela nossa
experiéncia em estudos realizados anteriormente pelo nosso (Pires et al., 2005) e também

por outros autores (Zhang et al., 1995; Vigil et al., 2010; Savage et al., 2012).

Adicionalmente, nos nossos resultados observamos o efeito do episddio de DT e do
tempo de tratamento sobre o peso corporal e consumo de racio e de dgua dos animais.
Anorexia e perda de peso foram os primeiros sinais clinicos observados durante o episodio
de DT e aconteceram entre o 10° e 15° dias de deficiéncia. Esses resultados estdo de acordo
com trabalhos realizados pelo nosso grupo (Pires ef al., 2001; Pires et al., 2005) e por
outros grupos de pesquisa (Mousseau et al., 1996; Ciccia e Langlais, 2000; Vetreno et al.,
2011). Liu e cols. (2014) sugeriram que o consumo de ragdo e o peso corporal podem ser
afetados pelo nivel de tiamina no corpo ¢ que a DT pode inibir a atividade da proteina
cinase hipotalamica, adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK), com

consequente indu¢do de anorexia.
Depois de um periodo de recuperagdo de duas semanas, os animais DTP

aparentavam estar clinicamente bem. Eles recuperaram o peso corporal e reiniciaram o

consumo de ra¢do e 4gua em um nivel semelhante ao de antes do episédio DT. No entanto,
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sequelas cognitivas cronicas foram detectadas durante o teste cognitivo realizado no LAM.
Os animais do grupo DTP mostraram pior desempenho em comparagao com os animais C
durante a 2% e 3? sessdes de treinamento. No entanto, ao longo do processo de
aprendizagem, nas sessdes 4 ¢ 5, os animais DTP atingiram um desempenho cognitivo
similar ao dos animais C, indicando que eles foram capazes de melhorar o seu desempenho
depois de tentativas repetidas. Um fendmeno similar de prejuizo no aprendizado e na
recuperacdo da informacdo apds o treinamento foi previamente descrita por nossa equipe
(Carvalho et al., 2006; Vigil et al., 2010) e também por outros autores (Langlais et al.,
1992). No entanto, Vigil e cols. (2010) encontraram diferengas na 3% e 4% sessdes, ou seja,
um deslocamento de uma sessdo em relagao ao resultado obtido aqui. Se plotarmos os
desempenhos utilizando todas as tentativas e ndo a média das medianas das 4
tentativas/dia, iremos perceber que em ambos os casos, o déficit acontece em fases
intermediarias do processo de aprendizado, sendo a 3? sessdo, um ponto central. Apesar
dessa pequena variagdo entre os resultados, nos quais os dois experimentos também
tiveram um desenho um pouco diferente, em termos da duragdo do periodo de recuperagao,
ambos indicam exatamente o mesmo fendmeno, ou seja, uma possivel maior
susceptibilidade aos efeitos da DT em uma determinada fase do treino. E em ambos os
casos a repeticdo da tarefa reverte o efeito. Interessante, que um fenomeno similar também
foi observado em ratos idosos comparados com adultos. O processo de envelhecimento
afeta o desempenho cognitivo espacial na 2? sessdo e se a tarefa ¢ repetida, os idosos
também sdo capazes de atingir desempenho similar ao dos adultos na tltima sessdo do
treino (Oliveira et al., 2010). Uma hipotese que podemos levantar a partir desses dados ¢

que a demanda neurobiologica ¢ distinta durante as fases do processo de aprendizado.

Em relagdo a velocidade de nado dos animais, a mesma nao foi afetada pela DT,
refor¢ando os resultados de que o déficit no processo de aprendizado induzido pela DT,
discutido acima, nao ¢ devido a um problema motor e sim a um prejuizo cognitivo. Esse
achado ¢ corroborado com o resultado da analise post-hoc, que mostrou que ndo ha
diferenca entre a velocidade dos dois grupos em nenhuma das sessdes do treino. Esses
dados também estdo de acordo com o obtido em trabalho anterior realizado pelo nosso
grupo, no qual utilizando-se um modelo experimental diferente, restricdo de tiamina
durante a lactacdo, observou-se efeito similar da restricdo da tiamina sobre o desempenho
cognitivo da prole, nos primeiros dias pds-lactacdo (De Freitas-Silva et al., 2010). Esse

efeito também foi reversivel, ndo sendo mais detectado na prole adulta.
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Adicionalmente, a memoria espacial de referéncia dos ratos, avaliada pelo tempo de
permanéncia no quadrante alvo e pela distancia média ao alvo no primeiro minuto do teste
comprobatdrio, ndo foi afetada pela DT. De uma certa forma, esse achado indica que a
informagdo aprendida durante o treino - lembrando que os animais deficientes foram
capazes de aprender com a repeticdo da tarefa - foi consolidada e recuperada, sem
interferéncia do tratamento, durante o teste de memoria. Ao avaliar a memoria remota de
ratos que passaram pela DT induzida por piritiamina, associada ou ndo ao consumo de
etanol, nosso grupo verificou que esse tipo de memoria foi afetada pelo consumo do etanol,

mas nao foi afetada pela DT (Pires et al., 2005).

Em outro estudo, Vedder e cols. (2015) verificaram que aspectos cognitivos, como
a memoria espacial avaliada no teste de alternagdo espontanea, ndo foi afetada nos animais
logo apds nos primeiros estagios da DT. Esse estagio foi indicado pelo momento em que
um grupo de animais DTP receberam inje¢des de tiamina dentro de 1h, logo apds o sinal
clinico opistétonos, sinal seguido de convulsdao. Esses autores sugerem que esse tipo de
tratamento, logo ap6s o aparecimento do sinal que precede a convulsdo - pode ser o limite

para que a DT ndo prejudique o desempenho cognitivo.

Resumindo, verificamos que a memoria e a extingdo ndo foram afetadas pela DT o
que indica que a DT prejudica o aprendizado, mas ndo a memoria. A partir desses dados,
levantamos as hipoteses que os substratos neurobioldgicos dos trés aspectos cognitivos
espaciais podem ser distintos, porém o mais provavel, ¢ que durante o treino repetitivo as

eventuais disfun¢des na memoria também tenham se revertido.

Lesdes cerebrais ou disfungdes induzidas pela DT poderiam estar relacionadas com
os efeitos no processo de aprendizagem espacial observado aqui. Ajustes neuroquimicos
podem acontecer com o intuito de compensar insultos que afetam a cogni¢cao. Como
observamos no estudo com modelo de restricao de tiamina durante a lactag¢ao e avaliagao

das consequéncias na prole (De Freitas-Silva et al., 2010).

O hipocampo ¢ considerado a principal regido do cérebro associada com o
desempenho cognitivo espacial (Morris ef al., 1990; Yu et al., 2013). No entanto, existem
conexdes entre o hipocampo e outras regides do cérebro, tais como o talamo (Aggleton e

Brown, 1999). Existem evidéncias que diferentes regides do tadlamo contribuem com o
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processo de aprendizagem e memoria (Aggleton et al., 2011; Savage et al., 2011; Bueno

etal.,2015).

Estudos utilizando modelo animal de DTP mostraram que os déficits de
aprendizagem ¢ memoria podem ser resultados de danos nos nucleos taldmicos (Mair,
1994; Langlais e Savage, 1995; Langlais et al., 1996; Savage et al., 2011) levando a
disfungdes neuroquimicas nessa regido, como por exemplo pardmetros GABAérgico,
glutamatérgico (Héroux e Butterworth, 1988; Langlais et al., 1988), serotoninérgicos
(Langlais et al., 1988; Vigil et al., 2010), noradrenérgicos e dopaminérgicos (Mair et al.,
1985).

Além disso, em estudos anteriores os autores observaram que os niveis de
acetilcolina no hipocampo e no cortex frontal sdo também afetados devido a lesdes no
talamo de ratos DTP provocando, consequentemente, mudangas comportamentais nesses
animais (Roland e Savage, 2009; Savage et al., 2011; Savage, 2012). Em estudos prévios,
nosso grupo de pesquisa encontrou resultados que apoiam os achados desses autores.
Observamos que o prejuizo da neurotransmissdo hipocampal estd associado com déficits
de aprendizagem e memoria espacial associado a deficiéncia de tiamina (Pires et al., 2001;

Pires et al., 2005; Pires et al., 2007).

Outros achados interessantes se referem aos efeitos da DT sobre componentes pré-
sinapticos, envolvendo alteragdes em proteinas que sdo importantes no mecanismo da
exocitose. Nossos resultados indicam que a deficiéncia de tiamina perturba as associagdes
normais entre niveis de sinapsina I e sinapsina I fosforilada hipocampal e o desempenho
em tarefa espacial dependente do hipocampo (Resende ef al., 2012). A sinapsina [ ¢ um
componente importante na liberagdo de diferentes tipos de neurotransmissores (Song e
Augustine, 2016). Além disso, usando eletroforese bidimensional (2DE-PAGE) seguida
por andlise de espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF, o nosso grupo mostrou
alteracdes significativas, aumento ou diminui¢do, de sete proteinas do tdlamo e uma dela

foi identificada como sendo o VDAC (Bueno et al., 2015).

No presente estudo, uma abordagem protedmica quantitativa livre de marcacao foi
realizada através da analise LC-MS/MS para investigar em mais detalhes o proteoma

talamico. Diferentemente de Bueno e cols. (2015), nos utilizamos uma técnica que nao
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necessita de separagdo em gel e sim separagdo por cromatografia liquida (LC) de ultra
performance (UPLC). A combinacao de LC com MS/MS permite a identificagdo de um
maior nimero de proteinas dentro de misturas complexas, sendo considerada uma técnica

de alta confianga e de alto desempenho (Pienaar et al., 2008; Bayés e Grant, 2009).

Uma diferenca entre as duas técnicas, ambas utilizadas pelo nosso grupo de pesquisa
(Bueno et al, 2015 e no presente trabalho) se refere ao método de quantificacdo das
proteinas. Na andlise por 2DE-PAGE, a quantificagdo das proteinas ocorre em relagio aos
volumes de spots ou intensidades das proteinas, através da comparagdo entre os géis
obtidos pela eletroforese bidimensional (Dowsey et al., 2003). Diferentemente, a analise
por LC-MS/MS fornece informagdes quantitativas das analises da abundancia relativa de
proteinas, a qual ¢ calculada pela média da intensidade dos trés peptideos mais abundantes
por proteina, sendo que a abundancia ¢ diretamente proporcional a quantidade da proteina
na amostra analisada (Silva et al., 2006; Distler et al., 2016). Resumindo, as varidveis
utilizadas nas analises estatisticas se diferem nos estudos, sendo que o primeiro utiliza a
intensidade das proteinas obtidas pelo volume dos spots, enquanto que no segundo, utiliza
a abundancia das proteinas. Uma hipdtese ¢ que essa diferenga na unidade de expressdo
dos niveis da proteina na amostra, poderia ser uma possivel explica¢do para a diferenga
encontrada nos dois estudos. A proteina VDAC foi identificada nas amostras de tadlamos
dos grupos DTP e C nos dois estudos citados, sendo que no presente estudo ela foi
identificada nas suas 3 isoformas. Porém, ndo verificamos diferenga estatistica entre os
grupos DTP e C, ou seja, nas condi¢des utilizadas no presente estudo, essa proteina nao

foi diferencialmente regulada pela DT.

A analise LC-MS/MS no presente estudo identificou um total de 2016 proteinas e,
apods o uso de filtros, 1440 proteinas foram mantidas. Desse total, 183 proteinas foram
afetadas pela DT. Seguindo o critério de analise pelo valor de fold change (razao das
abundancias relativas do grupo DTP sobre a razdo do grupo C), verificamos que 153
proteinas foram negativamente reguladas pela DT (fold change < 2) e as demais

positivamente reguladas.

Andlises de enriquecimento pelo GO agruparam as proteinas em categorias:

Processos Biologicos (PB), Componente Celular (CC) e Fungao Molecular (FM). Dentre
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a categoria de PB, a regulagdo de morte celular ¢ o estresse oxidativo apareceram entre

os 10 termos significativos.

O estresse oxidativo ¢ considerado um dos mecanismos subjacentes ao processo de
neurodegeneracdo mediada pela DT (Liu et al., 2016), além de estar envolvido na
progressao de outras doencas neurodegenerativas primdrias, como doenga de Alzheimer,
doenca de Parkinson, doenga de Huntington e esclerose lateral amiotréfica (ELA) (Radi et
al., 2014; Cobb e Cole, 2015). Estudos utilizando modelos animal ¢ celular da DT t€ém
mostrado que a deficiéncia desta vitamina causa uma cascata de reagdes que aumentam
espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse oxidativo e morte neuronal (Todd e

Butterworth, 1999; Hazell e Butterworth, 2009).

No presente trabalho, 7 proteinas desreguladas pela DT foram agrupadas como
proteinas de resposta ao estresse oxidativo. Uma delas, a proteina antioxidante glutationa
peroxidase (glutathione peroxidase I- gene: Gpxl — acesso: GPX1) foi regulada
negativamente pela DT. Este resultado estd em concordancia com o relatado de Sharma e
cols. (2013) que mostraram redu¢do dessa e de outras proteinas antioxidantes no cérebro

de animais DTP.

Mudangas nos niveis de proteinas que sdo consideradas marcadores do estresse
oxidativo também foram vistas no cérebro de animais que passaram pela DT (Liu et al.,
2016). Investigando um desses marcadores, observamos nos dados obtidos no presente
estudo, que a ferritina (ferritin — gene: LOC100362384 — acesso: MORS597) foi regulada
positivamente pela DT. Calingasan e cols. (1998) verificaram um aumento dessa proteina

na microglia de camundongos submetidos a DT.

Além disto, outros estudos mostraram que o estresse oxidativo esta envolvido com a
neuroinflamag¢do e observaram um aumento de citocinas pro inflamatorias em animais com
DT (Hazell et al., 2013). Dentre essas citocinas notamos que a interleucina 4 (interleukin
4 — gene 114 — acesso: IL4) uma proteina pr6 inflamatoria foi regulada positivamente nos
talamos dos animais DTP. A partir desses dados, levantamos a hipdtese de que a DT
causou alteracdo no sistema antioxidante no tdlamo de animais DTP e, consequente,
resultou em um aumento de citocinas pré inflamatdrias, como um disparo de mecanismo

de defesa.
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Além da analise realizada a partir do GO como vimos anteriormente, foi avaliado o
envolvimento das proteinas alteradas em relacao a diversas vias metabdlicas. Os resultados
da andlise protedmica obtidos através do KEGG pathway, indicaram que vias, tais como o
ciclo das vesiculas sindpticas (VS), foram significativamente afetadas pela DT. Este ciclo
consiste na liberagao de neurotransmissores por exocitose, sua recuperagao por endocitose,
preenchimento das vesiculas, e nova libera¢ao de neurotransmissores a partir do botao pré-
sinaptico (Purves e Lichtman, 1985; Sudhof, 2004). Esta via tem sido relacionada com o
processo de neurodegeneracdo (Fernandez-Chacon et al., 2004; Burré et al., 2010) uma
vez que as proteinas e lipideos que participam desse processo, ciclo das VS, t€m sido
associados com doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Huntington, Doenca

de Parkinson, e doenca de Alzheimer (Scott et al., 2010; Esposito et al., 2012).

Figura 18 mostra um esquema dos passos do ciclo da vesicula sinaptica, onde as
proteinas afetadas pela DT estdo destacadas com uma seta indicando que sdo proteinas
reguladas negativamente. Estas proteinas sdo importantes para a manutenc¢ao do ciclo

normal da vesicula sinaptica funcional (Esposito et al., 2012).
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Figura 18 - Esquema do ciclo da vesicula sindptica e proteinas desregulados pela DT. A Complexina,
Dinamina, AP2 e V-ATPase (5 subunidades) sdo proteinas sub reguladas (setas para baixo) nos tilamos de
ratos DTP.
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As complexinas (CPLX) s3o pequenas proteinas citoplasmaticas localizadas no
terminal pré-sinaptico, onde interagem com um receptor conhecido como proteina de
ligacdo do fator sensivel a N-etilmaleimida soltivel (SNARE - do inglés soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor attachments receptors), modulando a funcdo desse
complexo e o processo de fusdo de vesiculas. Portanto, CPLX tem um papel na liberagao
de neurotransmissores pela exocitose (Pabst et al., 2000; Chen et al., 2002; Trimbuch e
Rosenmund, 2016). No cérebro, h4d a presenca de duas isoformas dessas proteinas, a

complexina 1 (CPLXT1) e a complexina 2 (CPLX2) (Mcmahon et al., 1995).

Nossos resultados mostraram que a abundancia da proteina CPLX2 (complexin 2 -
gene: Cplx2 —acesso: CPLX2 RAT) no tdlamo de animais DTP foi 42% menor em relagdo
aos animais C. Esse dado ¢ similar aos resultados obtidos por Hazell e Wang (2005).
Utilizando método imunohistoquimico, eles mostraram uma significante diminui¢do
(aproximadamente 45 %) no nivel da CPLX2 no tdlamo medial de animais DTP. Porém,
quando utilizam um tratamento com antioxidante N-Acetylcysteine (NAC), verificaram
que ndo houve a diminui¢do da CPLX2 no tdlamo dos animais DTP, sugerindo que essa
diminui¢do pode ser consequéncia do estresse oxidativo causado pela DT (Hazell e Wang,
2005). As CPLX1 e CPLX2 estdo envolvidas em sinapses inibitorias e excitatorias,
respectivamente (Hazell e Wang, 2005), e a desregulagao na CPLX2 pode causar alteragao
na liberac¢do de neurotransmissores, ativando ou inibindo a liberagdo de glutamato (Hazell
e Butterworth, 2009). Essa diminuigdo da CPLX2 poderia representar um mecanismo
compensatorio para minimizar uma reacdo excitotoxicidade que muitas vezes ocorre nas

primeiras fases de um processo neurodegenerativo.

Outras diferentes doengas neurologicas, tais como doenca de Huntington (Morton et
al., 2001) e esquizofrenia (Harrison e Eastwood, 1998) possuem a expressao da CPLX2
alterada. Camundongos knockout (CPLX2 - / -) mostraram déficits na aprendizagem
espacial no LAM e este déficit aumentou com a idade (Glynn ef al., 2003). Portanto, o
presente resultado sobre os efeitos da DT na CPLX2 e na aprendizagem espacial sdao
consistentes com os dados obtidos por esses autores, indicando que a diminui¢do da

CPLX2 pode ter envolvimento com processo neurodegenerativo e déficits no aprendizado.

Apoés a exocitose, ainda no neurdnio pré-sinaptico, os componentes da VS sdo

recuperados a partir da membrana plasmatica e a VS ¢ reciclada pelo processo de
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endocitose (Rizzoli, 2014). Este processo necessita de varias proteinas para controlar a
invaginacdo da membrana citoplasmatica e para a formagao da nova VS (Popova et al.,
2013). Entre estas proteinas, a dinamina 3 (dynamin 3 - gene: Dnm3 - acesso: DYN3) e
uma subunidade do complexo adaptador AP2 (adaptor-related protein complex 2, mu [
subunit - gene: Ap2ml - acesso: AP2M1_RAT) foram reguladas de forma negativa pela
DT.

A proteina AP2 ¢ uma proteina adaptadora de clatrina e desempenha um papel na
ligagdo de varias proteinas de vesiculas de membranas (Saheki e De Camilli, 2012). A
proteina dinamina (DYN) ¢ uma GTPase e ¢ recrutada para o local da endocitose onde

atua no brotamento das vesiculas (Doherty e Mcmahon, 2009; Haucke et al., 2011).

Entre as proteinas da familia da dinamina, a DYN3, regulada negativamente pela
DT, ¢ enriquecida no cérebro e tem sido implicada na endocitose nas espinhas dendriticas
e no trafico de receptores de neurotransmissores excitatorios (Gray et al., 2003). Estudos
anteriores mostraram que a DYN3 € regulada positivamente durante a sinaptogénese,
sugerindo que esta isoforma ¢ importante nos periodos de desenvolvimento de formagao
de sinapses (Gray et al., 2003; Gray et al., 2005). O efeito da DT nos niveis de DYN3 no
talamo € mais uma indicagdao de um componente sinaptico afetado por esta deficiéncia de
vitamina, que pode interferir com o processo de neurotransmissdo e funcionamento de

circuitos neuroquimicos.

Outras proteinas negativamente reguladas no tdlamo de animais DTP foram as (H+)
V-ATPases. Essas sdo bombas de protons dependente de ATP que consistem de dois
dominios que desempenham fungdes independentes: dominio periférico Vi responsavel
pela hidroélise de ATP fazendo parte da VS e o dominio integral Vo que age na exocitose
dependente de SNARE, estando presente na membrana plasmatica do neurénio pré-
sinaptico (D1 Giovanni et al., 2010; Vavassori e Mayer, 2014). O dominio Vi é composto
por 8 subunidades (Toei et al., 2010). Entre essas subunidades, verificamos no presente
trabalho que 5 foram reguladas negativamente pela DT: (a) ATPase, H" transporting, V1
subunit F (gene: Atp6vlf — acesso: VATF); (b) subunit H (gene: Atp6vlh — acesso:
AO0A0G2K9J2), (c) subunit E1(gene: Atp6vlel — acesso: VATEL), (d) subunit D (gene:
Atp6vld — acesso: Q6P503) e (e) subunit B2 (gene: Atp6v1b2 — acesso: VATB2).
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As V-ATPases desempenham papéis importantes na acidificagdo do limen da VS e
no carregamento do neurotransmissor para dentro da VS, mantendo um pH baixo dentro
das vesiculas, conferindo um gradiente de voltagem, além de produzir energia a partir da
hidrolise de ATP (Forgac, 1992; El Far e Seagar, 2011). Estudos mostram que a perda da
atividade da V-ATPase inibe o processo de autofagia, devido ao seu papel na manutengao
do pH lisossomal (Chakraborti, 2016). A desregulagdo do processo de autofagia pode levar
a uma atrofia neuronal e morte celular (Cherra e Chu, 2008) e acimulo anormal de
agregados proteicos resultando em doencas neurodegenerativas (Shibata et al., 2006;
Navone ef al., 2015). A possibilidade da DT afetar o funcionamento das (H") V-ATPase
pode causar a reducao da acidificagdo das vesiculas sinapticas e, consequentemente pode
afetar o preenchimento dessas vesiculas pelos neutransmissores e sua liberacdo pela

exocitose.

Uma proteina regulada positivamente pela DT ¢é a proteina LRRK?2 (leucine-rich
repeat kinase 2 - gene: Lrrk2 - acesso: FILNJ1). Observamos o aparecimento dessa
proteina em diferentes categorias do GO. Mutagdes nesta proteina tém sido encontradas
nas formas hereditaria e esporadica da patogénese da doenga de Parkinson (DP) (Zimprich

et al., 2004; Paisan-Ruiz et al., 2005).

Diversos estudos tém mostrado que o gene Lrrk2 desempenha um papel na
neurotransmissao funcional (Arranz et al., 2015), na neuroplasticidade (Beccano-Kelly et
al., 2014), no comportamento compulsivo de consumo de etanol (Da Silva E Silva et al.,

2016) e na atividade sinaptica (Belluzzi et al., 2016).

A elucidacdo da fungao bioldgica da proteina LRRK2 e seu papel na funcao sinaptica
tem sido alvo de estudo no modelo Drosophila melanogaster com mutagao no gene Lrrk.
Esses pesquisadores mostraram que a atividade cinase da LRRK2 regula a endocitose
mediada por clatrina das vesiculas sindpticas e, consequentemente, a neurotransmissao
(Matta et al., 2012). Resultados semelhantes foram relatados em animais knockout
LRRK2, mostrando que a fun¢do da LRRK2 na transmissao sinaptica ¢ conservada em
neurdnios de mamiferos (Arranz et al., 2015). De acordo com Beccano-Kelly e cols.
(2014) a LRRK2 modula a funcao sinédptica glutamatérgica. (Beccano-Kelly et al., 2014;
Cirnaru et al., 2014).

69



Discussdao

Dados de outros estudos sugerem que a interagdo da LRRK2 com proteinas pré-
sindpticas, incluindo Sintaxina 1A, Dinamina 1, Sinapsina 1, VAMP2, Actina e SNAP-25,
regulam a fusdo de VS na membrana pré-sinaptica (Piccoli ef al., 2011; Piccoli et al.,
2014). Uma interacdo de LRKK2 com o fator sensivel a N-etilmaleimida (NSF) também
foi encontrada. Evidéncias recente mostraram que a fosforilagio de NSF melhora a
atividade ATPase e também tem um papel na fusao da vesicula sindptica pelas proteinas

do complexo SNARE (Belluzzi et al., 2016).

A supressao dessas proteinas importantes para o funcionamento do ciclo da VS sio
evidéncias do papel da DT sobre a liberagdo de neurotransmissores, como ja visto em
estudos com modelo de DTP, o que pode ser uma das possiveis explicagdes para o prejuizo
cognitivo dos animais DTP. Como esses efeitos sdo bastante especificos, ndo poderiam ser
explicados simplesmente por uma baixa no metabolismo energético, pela auséncia dos
cofatores derivados da tiamina. A partir deles, podemos levantar uma hipotese de que a
tiamina desempenha um papel importante nessas células, além da fun¢ao de precursora de

coenzimas fosfatadas.

Resende e cols. (2012) verificaram alteracdo na proteina sinapsina I no hipocampo
de ratos DTP e sugerem que a DT interrompe uma relagao significativa entre os niveis de
sinapsina [ (fosforilada e ndo fosforilada) e aprendizagem espacial existente em ratos
controle. Verificando se essa mesma proteina estava alterada no proteoma taldmico dos
animais DTP no presente estudo, observamos que uma isoforma dessa proteina, a SYN3
(synapsin 3 - gene: Syn3 - acesso: AOA096MIT7) foi regulada positivamente pela DT.
Porém, a funcdo dessa isoforma ¢ pouco caracterizada. Estudos mostraram que essa
fosfoproteina esta expressa no inicio do desenvolvimento neuronal (Ferreira et al., 2000;
Feng et al., 2002) e esta relacionada com doencas do neurodesenvolvimento como a
esquizofrenia (Chen et al., 2009). Por outro lado, a superexpressdao do gene Syn3 afeta a

migracdo neuronal no cortex (Perlini et al., 2015).

Além do ciclo da vesicula sinaptica, proteinas de outras vias metabolicas também

foram significativamente afetadas pela DT (vias obtidas pela analise a partir do KEGG).

No cérebro e demais tecidos, a tiamina difosfato ¢ importante no metabolismo de

carboidratos e lipidios. Além disso, essa forma ativa participa na produgdo de
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neurotransmissores derivados de glicose, tais como a acetilcolina (ACh) ¢ GABA
(Butterworth et al., 1986). O baixo nivel de tiamina no cérebro humano afeta a atividade
de enzimas dependentes de tiamina (transcetolase, complexo piruvato desidrogenase e
complexo desidrogenase a-cetoglutarato) levando a danos no cérebro, alteragdes no
metabolismo oxidativo, na atividade mitocondrial e na produ¢do de energia (Thomson et
al., 2012). Em outros estudos usando ratos deficientes de tiamina, os autores mostraram
que as atividades de enzimas dependentes de tiamina podem ser afetadas (Gibson et al.,
1984; Butterworth et al., 1986; Sheu et al., 1998). Entretanto, eles ndo mediram o efeito
nas suas concentragdes. Sheu et al. (1998) mostraram que DT ndo afetou o nivel de
proteina do complexo desidrogenase a-cetoglutarato, mas a sua atividade foi diminuida no

talamo e no coliculo inferior do cérebro de ratos deficientes.

Nos verificamos que enzimas ndo dependentes de tiamina foram desreguladas no
talamo de animais que passaram pelo episddio de DT e, essas enzimas foram agrupadas
pelo KEGG nas vias da glicolise / gliconeogénese, biossintese de aminoacidos e vias

metabolicas em geral (Figura 19).
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Figura 19 - Regulagio de proteinas associadas ao metabolismo energético. Enzimas desreguladas pela
DT estao identificadas nas cores azul e verde, representando reguladas de forma negativa e positiva,
respectivamente.

Quatro enzimas ndo tiamina-dependentes do metabolismo da glicose foram
reguladas negativamente nos talamos de animais DTP. A Fosfofrutoquinase 1
(phosphofructokinase, liver type / phosphofructokinase, muscle - gene: Ptkl / Pfkm —
acesso: PFKAL / PFKAM) gera a frutose-1,6-difosfato a partir da frutose-6-fosfato. Esta
¢ uma enzima chave na regulacdo da via glicolitica, porque sob condigdes fisiologicas,
esta reagao ¢ irreversivel e envolve a hidrélise de ATP (Murray et al., 2014). A supressao
dessa enzima poderia afetar a formag¢ao da frutose-1,6-difosfato e gliceraldeido-3-fosfato
e, consequentemente, a biossintese de lipidios. Uma vez que a biossintese de lipidios ¢

afetada, a consequéncia ¢ a diminui¢do da neurotransmissdo pelos danos na producao de
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neurotransmissor, ex. ACh. Varios estudos mostraram disfungdo no sistema colinérgico
em diferentes tipos de amostra cerebral, como homogenato (Heinrich et al., 1973; Vorhees
et al., 1978; Gibson et al., 1984), hipocampo (Savage et al., 2003; Roland e Savage, 2007;
Savage et al., 2007; Roland et al., 2008; Vetreno et al., 2008; Anzalone et al., 2010) e
cortex (Arendt et al., 1983; Pires et al., 2005; Anzalone et al., 2010; Savage, 2012) de
ratos expostos a um tratamento de DT. Esses dados sugerem que disfungdes colinérgicas
também estdo relacionadas com a deteriora¢do cognitiva e, os niveis de ACh em regides

corticais sdo dependentes da funcdo do tdlamo (Savage, 2012; Savage et al., 2012).

Outra enzima afetada ¢ a Fosfoglicerato quinase 1 (phosphoglycerate kinase 1 -
gene: Pgkl - acesso: PGK1,) que catalisa a conversdo de 1,3-bisfosfoglicerato para 3-
fosfoglicerato, gerando ATP na via glicolitica (Murray et al., 2014). Junto com outras
enzimas também afetadas, como a Fosfoglicerato mutase 1 (phosphoglycerate mutase 1 -
gene: Pgam - acesso: PGAMI1) e Gama-enolase (gamma-enolase-like - gene:
LOCI100911625 - acesso: ENOG), a diminuicao de PGK1 poderia prejudicar a produgao
de piruvato. Piruvato ¢ um importante precursor de Acetil-CoA, que por sua vez € essencial
para sintese de ACh (Murray et al., 2014). Em estudos utilizando sinaptossomas
provenientes de animais que passaram pela DTP, Jankowska e cols. (2010) verificaram
alteragdes na liberacao de ACh nao quantal e na liberacdo de ACh quantal nas amostras
DTP. Eles sugeriram que essas alteracdes podem ter ocorrido devido a inibi¢cdo nas

produgdes de acetil-CoA e de citrato.

A biossintese do acido graxo € controlada pela Malonil-CoA que ¢ produzida a partir
da carboxilagdo do Acetil-CoA (Nelson e Cox, 2011). Malonil-CoA ¢ o substrato para uma
enzima regulada negativamente pela DT, a Enoil-CoA hidratase (mitochondrial-like

enoyl-CoA hydratase - gene: LOC100911186 - acesso: ECHM).

Portanto, efeitos da DT sobre os niveis de Acetil-CoA, pela baixa de piruvato, e sobre
a Enoil-CoA, podem também afetar outras vias metabdlicas como a biossintese de lipideos.
Danos na producao de acidos graxos pela DT, através da supressao dessas enzimas ou pela
perda de atividade da piruvato desidrogenase - enzima dependente de B1- pode prejudicar
a produgdo de mielina e acarretar uma disfun¢do na excitabilidade neuronal (Martin et al.,

2003).
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Como observado na Figura 19 a Isocitrato Desidrogenase 3 (isocitrate
dehydrogenase 3 (NAD)- gene: Idh3g - acesso: Q5XI1J3) foi regulada negativamente nos
talamos DTP, o que poderia afetar a conversdo de citrato para o-cetoglutarato, um
precursor do neurotransmissor glutamato. A diminui¢cdo dos niveis de glutamato poderia

exarcebar as disfungdes, descritas acima, em algumas proteinas envolvidas no ciclo da VS.

Além disso, a DT regula de forma negativa e positiva, respectivamente, a
Aminocilase 1 (aminoacylase 1- gene: Acyl - acesso: ACY1A) e a Glutamato
descarboxilase 1 (glutamate decarboxylase 1 - gene: Gadl - acesso: C9E895) que catalisa
a produgdao de GABA a partir do glutamato. Os resultados dessas alteracdoes podem ser
interpretados como a ocorréncia de uma demanda na produg¢do de GABA de forma a
funcionar como um mecanismo compensatorio de equilibrio na rede neuronal talamica,

afetada pela DT.

Importante considerar que a caracterizagao e validagdo das proteinas identificadas
pela anélise protedmica realizada no presente estudo, devem ser realizadas em estudos
futuros com foco especifico nos alvos apresentados aqui, usando outras técnicas e

estratégias de estudos, como por exemplo, uma abordagem imunohistoquimica.

O equilibrio entre o glutamato e 0 GABA ¢ importante para manter condigdes
fisiologicas de funcgdes cognitivas, tais como a aprendizagem e a memoria (Zhao et al.,
2005; Foster e Kemp, 2006). Interessante considerar esse fato em relacdo aos resultados
do estudo comportamental apresentados no presente trabalho, o qual mostrou que no final
das sessoes de treino os animais DTP foram capazes de aprender a tarefa. No entanto, os
ratos DTP mostraram um desempenho pior do que os animais C durante o processo. Isso
poderia ser explicado pela ocorréncia de um desequilibrio entre os dois
neurotransmissores, glutamato e GABA, induzido pela DT, que seria revertido nas sessdes
finais do treino, pela repeticdo da execucdo da tarefa. Estudos anteriores demonstraram
reducdes nos niveis de GABA no tdlamo de ratos DTP mesmo apds um periodo de
recuperagdo de DT (Héroux e Butterworth, 1988; Langlais et al., 1988). Além disso, o
nosso grupo (Sena, 2015) mostrou que os desempenhos de aprendizagem espacial de
camundongos sdo dependentes do aumento de niveis de GABA hipocampal ao longo das

cinco sessdes, indicando que circuitos GABAérgicos podem ter um papel neste processo.
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Para tentar responder as hipdteses acima de que os niveis de glutamato e GABA
poderiam estar afetados pela DT, avaliamos as concentragdes desses neurotransmissores
nos talamos dos animais dos grupos DTP e C. Verificamos que ndo houve diferenga
significativa entre os grupos, tanto para os niveis de glutamato como para GABA e,
portanto, sem alteracdo da taxa entre Glutamato/GABA. Esse achado estaria de acordo
com a hipdtese de que o treino repetido poderia reverter os efeitos da DT. Como os niveis
dos neurotransmissores foram medidos em amostras do cérebro dos animais mortos depois
do periodo de recuperagdo e dos testes comportamentais, essa hipotese ndo pode ser
descartada. Para responder essa questdo, as medidas deveriam ser realizadas apos cada
sessdo do treino, durante todas as etapas do processo de aprendizado. No entanto,
consideramos que os experimentos realizados para avaliar os efeitos da DT sobre os niveis
de GABA e glutamato devem ser repetidos para confirmar esses achados. Para a realizagao
dessas dosagens, utilizamos amostras de talamos que foram retiradas de hemisférios
cerebrais ja congelados em uma matriz para seccionamento criostatico, o meio Tissue Tek
(Sakura). Existe a possibilidade do meio Tissue tek ter afetado. No entanto, os niveis de
GABA e glutamato no tdlamo dos animais C do presente estudo, estdo de acordo com a

literatura, favorecendo o descarte desta ultima explicacao.

A andlise de regressao linear mostrou a existéncia de correlagao significativa entre
os niveis de GABA e de glutamato e o desempenho dos animais na 2* sessdo do LAM,
apenas para os animais do grupo C. A DT parece romper com essa correlag@o. A correlagdo
observada entre os dados obtidos dos tdlamos controles foi negativa, ou seja, quanto
melhor o desempenho do animal, maior os niveis desses neurotransmissores. Esse dado
poderia sugerir que para resolver uma tarefa em menor tempo, hd um aumento nos niveis
de GABA e de glutamato no talamo, mantendo um equilibrio regulatorio neurobioldgico
necessario nas fungdes cognitivas. Esse mecanismo pode ter sido afetado pela DT. Esse
achado e essa hipotese estao de acordo com os dados obtidos pelo nosso grupo, usando
camundongos controles, que mostraram que o processo de aprendizado espacial implica

em um aumento nos niveis de GABA (Sena, 2015).
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O modelo experimental de DTP utilizado no presente trabalho foi adequado,

apresentando a mesma sequéncia de evolugao dos sinais clinicos descrita na literatura.

Mesmo apds o periodo de recuperagdo dos animais, com reposi¢ao de tiamina, os
mesmos apresentaram prejuizos cognitivos durante o processo de aprendizagem,

indicando que a deficiéncia causa efeitos cronicos no cérebro.

A repeti¢do de uma mesma tarefa cognitiva espacial foi capaz de reverter déficits no
desempenho dos animais, indicando que a aquisi¢do repetitiva da informag¢ao pode alterar

a fungao neuronal.

No presente estudo, usando andlises de protedmica, demonstramos pela primeira vez
que centenas de proteinas taldmicas sdo afetadas pelo episodio de DT e representam
potenciais componentes moleculares associados aos efeitos cronicos da DT. Cada uma

dessas proteinas representa um alvo importante a ser considerado em estudos futuros.

Nao somente enzimas dependentes de fosfotiamina como cofator sdo afetadas pela
deficiéncia, indicando efeitos especifico da tiamina e/ou seus esteres fosforilados sobre
outros componentes enzimaticos. Em uma via metabolica, como por exemplo, sintese de

acidos graxos, apenas algumas enzimas sdo afetadas e outras preservadas.

A desregulacdo de proteinas antioxidantes e pro-inflamatdrias no talamo de animais
DT reforca a hipdtese de que o estresse oxidativo e a neuroinflamagdo sdo mecanismos

induzidos pela DT, sendo esse Gltimo um provavel mecanismo de defesa compensatorio.

Os efeitos da DT sobre o canal anidnico dependente de voltagem (VDAC), obtidos
pelo nosso grupo em estudo anterior, ndo foram aqui confirmados, usando as condi¢des de
processamento da amostra e analise por LC-MS/MS.

Outra conclusdo interessante ¢ que os efeitos da DT sobre a liberagdo de
neurotransmissores, como observado em estudos prévios, pode ser o reflexo do
comprometimento de componentes do ciclo de renovagdo de VS, incluindo exocitose e

endocitose. Além disto, alguns dos alvos da DT estdo indiretamente envolvidos na sintese
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de glutamato e GABA. O equilibrio entre fungdes que envolvem esses dois
neurotransmissores pode ser uma demanda para a aquisi¢ao de informagdes vista nos

estagios finais do treino.

Finalmente, os dados obtidos abrem vérias portas de possibilidades, destacando
formas moleculares para futuros estudos com foco em alvos e potenciais sistemas
bioquimicos envolvidos em déficits cognitivos espaciais e processo neurodegenerativo
induzido pela DT. Os resultados também indicam a complexidade destes fendmenos e da

importancia de uma abordagem interdisciplinar para identificar a relag@o entre eles.
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Anexos

Anexo 1-Certificado do CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

| CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n©. 188 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Correlagdo entre a expressao
proteica no hipocampo e tilamo e o desempenho cognitivo espacial de ratos submetidos a deficiéncia de
tiamina.”, que tem como responsavel Angela Maria Ribeiro, esta de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacao Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reuniao de 03/03/2015. Este certificado espira-se em 03/03/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 188 / 2014, related to the Project entilted “"Correlation between
protein expression in the hippocampus and thalamus and spatial cognitive performance of rats with thiamine
deficiency.”, under the supervision of Angela Maria Ribeiro, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and
was approved in 03/03/2015. This certificates expires in 03/03/2020.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 03/03/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 20 Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Anexos

Anexo 2 - Dados referentes aos pesos corporais (g) dos animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=12), aferidos ao longo do episodio de DT e no
ultimo dia do periodo de recuperagio

Peso Corporal (g)
Dias de tratamento Ultimo dia de recuperagio
Grupo Animais D0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 28
R1 369 363 345 364 353 350 369 348 371 372 377 382 375 394 450
R2 368 369 393 364 366 367 368 362 370 380 376 394 400 397 438
R3 348 341 345 330 339 337 343 434 350 358 361 370 373 377 418
R4 303 292 296 300 300 294 288 291 297 301 308 314 320 328 350
RS 377 347 330 320 320 311 342 353 355 358 366 371 377 365 441
Controle R6 314 308 317 323 325 326 330 335 337 345 350 360 363 369 414
(n=12) R7 334 330 332 340 345 337 350 345 358 362 366 370 372 374 411
R8 350 346 349 353 350 340 342 348 351 357 367 370 376 378 407
R9 365 364 366 338 346 338 365 369 373 380 389 391 398 402 438
R10 338 337 340 338 346 338 334 339 342 347 354 353 355 360 400
R11 380 380 384 381 385 381 380 386 393 404 407 410 422 420 460
R12 330 325 328 329 331 331 320 326 335 339 347 350 351 357 390
R13 319 307 311 311 319 324 327 328 335 329 331 315 301 290 348
R14 370 360 361 357 367 358 370 370 370 370 362 350 337 325 378
R15 420 388 404 420 419 425 427 429 430 427 418 405 390 382 457
R16 350 330 325 330 334 334 342 338 340 337 329 316 306 294 375
R17 347 347 351 351 354 359 362 363 367 369 367 356 343 335 396
DTP R18 331 322 335 339 339 346 355 357 360 354 349 337 322 305 370
(n=12) R19 320 306 312 320 319 325 328 335 333 335 328 316 305 292 360
R20 323 317 302 294 291 322 320 319 335 335 336 333 325 315 333
R21 352 347 354 358 364 364 370 370 372 370 359 346 332 320 373
R22 335 333 338 330 334 340 349 349 348 345 336 324 315 300 364
R23 347 323 313 300 325 332 344 335 346 345 347 330 317 307 374
R24 352 347 352 355 357 363 366 370 373 374 366 354 345 333 352

DO = Inicio do episodio de deficiéncia de tiamina.
Dia 28 = ultimo dia do periodo de recuperagdo (15 dias)
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Anexo 3 - Dados referentes ao consumo de ragdo (g) dos animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=12), aferidos ao longo do episodio de DT

Dias de tratamento - Consumo de racio (g)

Grupo Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
R1 15,2 27,2 29,5 23,5 20,1 27 15,5 22,75 20 26 21,4 19,6 8,3
R2 233 23,5 26,1 27,1 233 25,8 19,2 213 24 20,1 274 23,5 14,7
R3 18 32,6 16,8 21,8 23,1 29 24,3 21,3 13,7 19,9 19,2 24,7 19,6
R4 18,8 21 18 27,8 25,7 13,6 13,6 21,85 14,3 22 25,8 19,1 21,8
R5 0 1,5 0 33,9 8,5 22,5 26,8 18,5 16,4 22,9 21,8 24,3 24,8
Controle R6 16,7 25,3 22,9 22,5 22,2 21,8 22,8 16,8 18,4 233 22,9 19,7 23,8
(n=12) R7 44,2 11,8 37,9 36,7 27,9 24,1 55,4 30,1 12,1 14,3 13,3 19,1 83
R8 21,5 31,1 28,8 21 18,1 16,1 22,8 21,1 17,9 24,6 16,4 19,7 18,4
R9 25,8 37,7 26,9 22,1 22,8 23,5 19,2 16,6 16,7 23,6 17,7 19 12,4
R10 234 26,7 15,5 23,3 23,3 11,8 18,2 13,3 15,5 20,8 18,2 17,3 18,5
RI11 31,7 49,6 47,79 26,61 20,8 33,3 35,1 25,35 25,1 29 13,4 31,6 19
R12 18,9 22,1 19,9 23,5 26,7 15,8 28,6 16,9 14,8 20 18,7 15,3 17,2
RI13 16,1 31,6 284 24 26,3 24,6 20,9 13,6 15,6 13,4 2,7 0 2
R14 20,3 26,6 42,5 29,3 25,8 20,1 25,6 11,4 4,6 11,5 0,3 0 0
RI15 1,4 39,9 34,4 28,7 36,2 33,1 35,9 15,1 12,1 9 6,9 0 0
R16 16 27 27,2 26,4 24,2 23,7 214 6,3 12,7 9,5 3,9 0 1,6
R17 23,8 0 24,8 28,3 30,4 32,1 25,2 16,8 12,1 13,6 11 0 2,7
DTP RI8 24,7 9,5 28,1 22,2 28,8 31,3 36,9 16,9 0 2,7 5,3 0 0
(n=12) R19 18 32,3 19,9 29,3 23,6 22,4 29,6 16 7,4 4,9 7,6 8,2 12
R20 30,5 19 17,4 18,4 26,5 21,5 20,8 17,5 21,9 16,8 12,5 7,7 1,5
R21 25,5 36,3 22,9 27,8 27,4 25,9 26,2 7,9 7,7 9,6 1,8 2,6 1
R22 233 48,3 29,4 30,8 29,3 26,9 33,3 12,8 5,6 6,8 2,1 0 0
R23 0 3 0,3 32,1 24,8 31,3 17 19 21,2 14,3 0,8 0 0,1
R24 20,6 40,7 22,1 27,2 28,9 32,8 27,4 12,8 7,2 14,5 6,6 5,9 0
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Anexo 4 - Dados referentes ao consumo de agua (ml) dos animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=12), aferidos ao longo do episodio de DT

Dias de tratamento - Consumo de Agua (ml)

Grupo  Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
R1 14 24 56 24 52 72 28 66 64 68 68 18 48

R2 18 16 30 36 40 40 40 48 28 28 34 30 24

R3 10 22 30 60 44 42 36 42 50 42 38 30 28

R4 2 16 21 21 24 60 36 32 40 34 30 26 26

RS 0 0 2 4 4 46 28 30 36 38 32 32 28

Controle R6 6 20 30 34 42 32 40 40 30 34 30 22 22
(n=12) R7 20 26 44 42 40 44 50 48 34 40 22 32 40
R8 10 22 30 32 42 44 46 42 32 34 32 30 28

R9 22 36 46 46 44 52 50 46 46 44 36 36 36

R10 20 22 20 24 26 22 38 30 30 34 24 24 22

R11 14 26 30 42 46 30 38 34 38 30 40 32 20

R12 10 20 18 24 28 32 34 36 26 26 24 20 24

R13 20 22 28 28 34 34 28 34 26 28 14 2 4

R14 8 24 24 32 26 24 28 26 26 20 20 14 6

R15 4 30 36 34 42 36 58 32 28 20 8 2 2

R16 16 20 34 38 42 36 28 24 20 12 6 6 2

RI17 14 26 22 22 26 26 26 24 34 22 14 14 12

DTP RI8 36 62 50 50 58 60 60 62 58 46 28 24 8
(n=12) RI9 46 32 32 30 38 36 36 34 40 48 26 20 12
R20 12 38 28 28 36 38 28 26 22 20 10 10 4

R21 16 6 10 12 52 38 20 40 34 36 30 22 18

R22 30 18 34 36 42 40 36 30 20 22 10 10 10

R23 0 34 22 44 40 52 38 40 32 36 26 20 14

R24 12 36 28 26 48 40 38 26 26 22 10 12 10
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Anexo 5- Dados referentes ao desempenho dos animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=11), durante o treino no LAM. Os resultados representam
a mediana das laténcias (s) das quatros tentativas em cada sessdo.

Sessoes de treino no LAM - Laténcia (s)

Grupo Animais 1 2 3 4 5
R1 60 9,85 7,9 8,65 13,95
R2 60 20,75 12,55 19,4 9,5
R3 60 25,3 33,4 35,75 28,65
R4 42,6 18,25 5,6 7,1 5,55
RS 60 48,2 13,3 9,2 7,05
Controle  R6 60 35,35 8,1 14,2 13,05
(n=12) R7 39,6 20,2 31,85 15,35 13
R8 60 33,3 28,8 22,85 16,85
R9 33 9,8 9 5,95 5,1
RI10 18,75 18,25 9,8 5,75 12,2
RI11 32,35 60 26,95 13,8 7,75
RI12 34,85 20,9 55,35 24,1 19,45
R13 49,35 60 53,1 43,25 60
R14 60 60 60 25,5 7,4
RI15 60 60 54 15,65 17,7
R16 60 60 60 37,4 20,65
DTP R17 20 10 12,1 7,2 7,75
(n=11) R18 60 28,3 45,2 46,85 20,2
R19 60 47,7 27,35 10,6 11,75
R20 57,3 60 48,4 10,95 10,5
R22 60 60 51,2 29,8 13,75
R23 49 22,1 19,25 9,75 18,35
R24 54,95 27,25 12,8 9,5 9,35
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Anexo 6 - Dados referentes ao desempenho dos animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP)(n=11), durante o treino no LAM. Os resultados representam
a mediana da distdncia (m) percorrida nas quatro tentativas em cada sessdo.

Sessoes de treino no LAM - Distancia (m)

Grupo Animais 1 2 3 4 5
R1 11,70 2,58 2,05 2,27 3,56
R2 13,88 3,33 1,96 3,40 1,72
R3 12,49 6,39 7,45 6,30 6,64
R4 8,20 3,42 1,15 1,55 1,11
RS 9,11 12,74 3,64 2,47 1,44
Controle R6 13,69 9,47 2,08 2,64 2,32
(n=12) R7 10,96 4,80 7,00 2,69 2,13
R8 11,43 8,43 5,77 3,29 2,67
R9 6,72 1,85 1,76 1,17 0,92
R10 4,75 5,10 2,46 1,30 2,47
R11 7,38 12,62 5,01 2,27 1,40
RI12 6,14 4,83 12,32 5,47 3,51
RI13 9,01 14,05 11,89 9,55 15,34
R14 14,46 13,28 14,73 6,62 1,66
R15 9,92 13,25 11,82 2,70 2,69
R16 11,32 11,56 13,40 9,51 5,42
DTP R17 4,97 3,00 3,11 1,52 1,59
(=11) R18 12,27 7,34 10,46 12,13 4,67
R19 11,32 9,64 5,66 2,32 1,97
R20 11,75 11,32 9,93 1,87 1,82
R22 12,30 12,28 10,12 7,35 3,20
R23 11,51 6,21 4,97 2,67 4,52
R24 10,03 7,17 3,33 2,31 2,20
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Anexo 7 - Dados referentes a velocidade de nado dos animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP)(n=11), durante o treino no LAM. Os resultados
representam a mediana da velocidade(m/s) de nado nas quatro tentativas em cada sessdo.

Sessoes de treino no LAM - Velocidade (m/s)

Grupo Animais 1 2 3 4 5
Rl 019 026 026 026 026
R2 023 016 016 018 0.8
R3 021 025 022 018 023
R4 019 019 020 022 020
RS 015 026 027 027 020
Controle R6 023 027 026 019 0.8
m=12) R7 028 024 022 018 0,6
R§ 019 025 020 014 016
RO 020 019 020 020 0.8
RIO 025 028 025 023 020
RII 023 021 019 016 0.8
RI2 018 023 022 023 018
RI3 018 023 022 022 026
RI4 024 022 025 026 022
RIS 017 022 022 017 015
RI6 019 019 022 025 026
L RI7 025 030 02 021 021
> RIS 020 026 023 026 023
=1 Rio 019 020 021 022 017
R20 021 019 021 017 0.7
R22 020 020 020 025 023
R23 023 028 026 027 025
R24 018 026 026 024 023
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Anexo 8 - Dados referentes ao teste comprobatorio no LAM. Os resultados representam o tempo (s) de permanéncia no quadrante alvo no primeiro e segundo minuto dos
animais dos grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP)(n=11).

Tempo no quadrante alvo (s)

Grupo Animais  Primeiro minuto (T1) Segundo Minuto (T2) Razio (T2/T1)
R1 30,50 13,30 0,44
R2 14,80 11,70 0,79
R3 18,50 17,70 0,96
R4 21,40 12,80 0,60
RS 11,10 9,60 0,86
R6 11,90 18,70 1,57
Controle (=12) = 5 14,90 17,60 1,18
RS 17,70 3,10 0,18
R9 6,20 13,90 2,24
R10 20,20 15,60 0,77
R11 15,20 4,60 0,30
R12 14,90 17,30 1,16
R13 16,10 31,80 1,98
R14 12,50 16,40 1,31
R15 15,50 16,50 1,06
R16 25,80 40,00 1,55
R17 28,00 14,00 0,50
DTP (r=11) R18 26,80 20,90 0,78
R19 27,40 6,30 0,23
R20 21,60 21,50 1,00
R22 12,60 12,70 1,01
R23 20,50 15,80 0,77
R24 29,30 19,70 0,67
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Anexo 9 - Dados referentes ao teste comprobatorio no LAM. Os resultados representam a distancia média (m) ao alvo no primeiro e segundo minuto dos animais dos grupos
controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=11).

Distiancia média ao alvo (m)

Grupo Animais  Primeiro minuto (D1) Segundo Minuto (D2) Razio (D2/D1)
R1 1,13 1,15 1,02
R2 1,10 1,16 1,05
R3 1,14 1,16 1,02
R4 1,15 1,16 1,01
RS 1,13 1,16 1,02
R6 1,13 1,13 1,01
Controle (=12) ¢ 111 1,13 1,02
R8 1,11 1,14 1,03
R9 1,12 1,16 1,04
R10 1,15 1,11 0,97
RI11 1,10 1,02 0,92
RI12 1,16 1,16 1,00
RI13 1,16 1,08 0,93
R14 1,15 1,15 1,00
R15 1,12 1,15 1,03
R16 1,11 1,14 1,03
R17 1,16 1,16 0,99
DTP (r=11) R18 1,10 0,83 0,75
R19 1,09 1,16 1,06
R20 1,16 1,16 1,00
R22 1,15 1,16 1,01
R23 1,14 1,16 1,01
R24 1,09 1,16 1,06
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Anexo 10 - Dados referentes ao teste comprobatorio no LAM. Os resultados representam a velocidade média (m/s) de nado no primeiro e segundo minuto dos animais dos
grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=11).

Velocidade média de nado (m/s)

Grupo Animais  Primeiro minuto (V1) Segundo Minuto (V2)
R1 0,272 0,293
R2 0,232 0,211
R3 0,196 0,248
R4 0,225 0,25
RS 0,282 0,257
R6 0,24 0,258
Controle (n=12) R7 0.205 0.247
R8 0,193 0,232
R9 0,226 0,248
R10 0,291 0,272
RI11 0,222 0,213
RI12 0,232 0,251
R13 0,204 0,188
R14 0,242 0,223
R15 0,211 0,247
R16 0,275 0,21
R17 0,294 0,286
DTP (n=11) RI18 0,25 0,255
R19 0,217 0,221
R20 0,277 0,254
R22 0,265 0,253
R23 0,253 0,228
R24 0,277 0,236
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Anexo 11 - Dados referentes ao teste comprobatorio no LAM. Os resultados representam a distdancia total(m) percorrida no primeiro e segundo minuto dos animais dos
grupos controle (n=12) e deficiente de tiamina (DTP) (n=11).

Distancia total percorrida (m)

Grupo Animais  Primeiro minuto Segundo Minuto
R1 16,310 17,592
R2 13,944 12,629
R3 11,775 14,862
R4 13,497 15,017
RS 16,938 15,442
Controle (=12) R6 14,391 15,496
R7 12,326 14,833
R8 11,584 13,904
R9 13,555 14,850
R10 17,434 16,324
R11 13,318 12,791
R12 13,919 15,067
R13 12,225 11,255
R14 14,513 13,362
R15 12,654 14,79
R16 16,494 12,595
R17 17,638 17,128
DTP (n=11) R18 15,021 15,289
R19 13,032 13,282
R20 16,643 15,212
R22 15,879 15,199
R23 15,187 13,671
R24 16,595 14,14
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Anexo 12 - Acesso e descricdo das 1440 proteinas identificadas

Acesso Descricao
Q6TUD6 RAT LRRGT00108 OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1
D3ZME3 RAT Uncharacterized protein OS=Rattus norvegicus PE=3 SV=1
CC105 RAT Coiled-coil domain-containing protein 105 OS=Rattus norvegicus GN=Ccdc 105 PE=1 SV=1
D4AEG3_RAT Protein Ppil4d OS=Rattus norvegicus GN=Ppild PE=1 SV=3
F1LPJ7 RAT Protein Usp33 OS=Rattus norvegicus GN=Usp33 PE=1 SV=3
ATPS5J RAT ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5j PE=1 SV=I
E9PTU4 RAT Myosin-11 OS=Rattus norvegicus GN=Myhl11 PE=1 SV=2
AOA0G2K7A8 RAT SEC14-like protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Sec14l4 PE=1 SV=1
S4A8 RAT Electroneutral sodium bicarbonate exchanger 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc4a8 PE=1 SV=1
CPLX2 RAT Complexin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cplx2 PE=1 SV=1
OXR1 RAT Oxidation resistance protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=0Oxrl PE=1 SV=3
D3ZIP8 RAT Protein Endod1 OS=Rattus norvegicus GN=Endod1 PE=4 SV=2
Q4V8H5 RAT Aspartyl aminopeptidase OS=Rattus norvegicus GN=Dnpep PE=1 SV=1
Q63144 RAT Outer membrane cytochrome b(5) (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Cyb5b PE=2 SV=1
FIM5N3 RAT Protein Ank2 OS=Rattus norvegicus GN=Ank2 PE=1 SV=3
SPF30 RAT Survival of motor neuron-related-splicing factor 30 OS=Rattus norvegicus GN=Smndc1 PE=2 SV=1
QOGLB5_RAT DPPY splice variant d OS=Rattus norvegicus GN=Dppl0 PE=2 SV=1
RAB26 RAT Ras-related protein Rab-26 OS=Rattus norvegicus GN=Rab26 PE=2 SV=2
PIMT _RAT Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase OS=Rattus norvegicus GN=Pcmt1 PE=1 SV=2
G3V8Q6_RAT Protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type 2, alpha, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Prkar2a PE=1 SV=1
D3ZS39 RAT Protein Mms22] OS=Rattus norvegicus GN=Mms22] PE=4 SV=2
B2RYE1 RAT Pelil protein OS=Rattus norvegicus GN=Pelil PE=2 SV=1
AOA0G2JYY8 RAT Uncharacterized protein OS=Rattus norvegicus PE=3 SV=1
NDKB RAT Nucleoside diphosphate kinase B OS=Rattus norvegicus GN=Nme2 PE=1 SV=1

AOAO0G2K7Y2 RAT Oxidation resistance protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Oxrl PE=1 SV=1

SYUA RAT Alpha-synuclein OS=Rattus norvegicus GN=Snca PE=1 SV=1
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NPTN_RAT
MORA39 RAT
BOBMVO RAT
MOR3X7 RAT
G3VIL3 RAT
AOA096MJEG RAT
GTR3 RAT

PYGL RAT
Q6TXJ1 RAT
AOA0G2IXZ3 RAT
GNAZ RAT
AOAOH2UHB7 RAT
PTPRZ RAT
RABI13 RAT

VATF RAT
G3V8V3_RAT
SFXN3 RAT
VOME RAT
AOA096MKE2 RAT
EAA4 RAT

Q6P503 RAT
MCF2L RAT
AOAOG2K9J2 RAT
1433E_RAT
MORAQ6 RAT
Q45QL8 RAT
KINH_RAT
Q4KSH6 RAT
PGK1 RAT

Neuroplastin OS=Rattus norvegicus GN=Nptn PE=1 SV=2

Protein Mxra7 OS=Rattus norvegicus GN=Mxra7 PE=1 SV=1

Rap2ip protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Rap2ip PE=2 SV=1

Hexokinase OS=Rattus norvegicus GN=LOC100364027 PE=3 SV=2

MAGUK p55 subfamily member 3 OS=Rattus norvegicus GN=Dusp3 PE=1 SV=2

Tenascin R, isoform CRA b OS=Rattus norvegicus GN=Tnr PE=1 SV=1

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc2a3 PE=1 SV=I
Glycogen phosphorylase, liver form OS=Rattus norvegicus GN=Pygl PE=1 SV=5

LRRGT00008 OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1

Transcriptional regulator ATRX OS=Rattus norvegicus GN=Atrx PE=1 SV=1

Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaz PE=2 SV=3

Anion exchange protein OS=Rattus norvegicus GN=SIc4a4 PE=1 SV=1

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta OS=Rattus norvegicus GN=Ptprzl PE=1 SV=1
Ras-related protein Rab-13 OS=Rattus norvegicus GN=Rab13 PE=1 SV=2

V-type proton ATPase subunit F OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v1f PE=1 SV=1

Alpha-14 glucan phosphorylase OS=Rattus norvegicus GN=Pygm PE=1 SV=1

Sideroflexin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn3 PE=2 SV=1

Vomeromodulin (Fragment) OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1

Protein Snx12 OS=Rattus norvegicus GN=Snx12 PE=1 SV=1

Excitatory amino acid transporter 4 OS=Rattus norvegicus GN=Slcla6 PE=1 SV=1

ATPase, H+ transporting, V1 subunit D, isoform CRA_c¢ OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vld PE=1 SV=1
Guanine nucleotide exchange factor DBS OS=Rattus norvegicus GN=Mcf2] PE=1 SV=3

Protein Atp6vlh OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlh PE=1 SV=I

14-3-3 protein epsilon OS=Rattus norvegicus GN=Ywhae PE=1 SV=1

Hexokinase OS=Rattus norvegicus GN=Hkl PE=1 SV=2

Guanine nucleotide binding protein beta 1 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Gnb4 PE=2 SV=1
Kinesin-1 heavy chain OS=Rattus norvegicus GN=Kif5b PE=1 SV=1

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4 OS=Rattus norvegicus GN=Map2k4 PE=2 SV=1
Phosphoglycerate kinase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pgkl PE=1 SV=2
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LRRC7 RAT Leucine-rich repeat-containing protein 7 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrc7 PE=1 SV=2

D3ZBB8 RAT Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 OS=Rattus norvegicus GN=Dync2hl PE=4 SV=3

D4ABK9 RAT Kinase D-interacting substrate of 220 kDa OS=Rattus norvegicus GN=Kidins220 PE=1 SV=3

ENOG RAT Gamma-enolase OS=Rattus norvegicus GN=Eno2 PE=1 SV=2

D4A3V2 RAT NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 6 OS=Rattus norvegicus GN=Ndufa6 PE=1 SV=1
PFKAL RAT ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type OS=Rattus norvegicus GN=Pfkl PE=1 SV=3

D37C7Z9 RAT NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=LOC100912599 PE=1 SV=1
WDRI1 RAT WD repeat-containing protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Wdrl PE=1 SV=3

KAP3 RAT cAMP-dependent protein kinase type II-beta regulatory subunit OS=Rattus norvegicus GN=Prkar2b PE=1 SV=3
MIC25 RAT MICOS complex subunit Mic25 OS=Rattus norvegicus GN=Chchd6 PE=1 SV=1

FILX07 RAT Protein Slc25a12 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a12 PE=1 SV=3

VATE1 RAT V-type proton ATPase subunit E 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlel PE=1 SV=1

G3V7L8 RAT ATPase, H+ transporting, V1 subunit E isoform 1, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlel PE=1 SV=1
Q5X1J3 RAT Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Idh3g PE=1 SV=1

MOR7G4 RAT MICOS complex subunit OS=Rattus norvegicus GN=Apoo PE=1 SV=2

GABT_RAT 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Abat PE=1 SV=3

SAHH2 RAT Adenosylhomocysteinase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Ahcyll PE=1 SV=2

ACY1A RAT Aminoacylase-1A OS=Rattus norvegicus GN=Acyla PE=1 SV=1

D4A6CS5 RAT Protein Arhgapl OS=Rattus norvegicus GN=Arhgapl PE=1 SV=1

VATB2 RAT V-type proton ATPase subunit B, brain isoform OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=I

AP2M1 RAT AP-2 complex subunit mu OS=Rattus norvegicus GN=Ap2ml PE=1 SV=1

OLA1 RAT Obg-like ATPase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Olal PE=2 SV=1

PGAMI1 RAT Phosphoglycerate mutase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pgaml PE=1 SV=4

AOAO0G2KBC7 _RAT ATP-dependent 6-phosphofructokinase OS=Rattus norvegicus GN=Pfkm PE=1 SV=1

PFKAM RAT ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type OS=Rattus norvegicus GN=Pfkm PE=1 SV=3

TCTP_RAT Translationally-controlled tumor protein OS=Rattus norvegicus GN=Tptl PE=1 SV=1

G3VeI9 RAT 60S ribosomal protein L26 OS=Rattus norvegicus GN=Rpl26 PE=1 SV=1

PPAC RAT Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase OS=Rattus norvegicus GN=Acpl PE=1 SV=3

CD81_RAT CD81 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Cd81 PE=1 SV=1
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RB11A RAT
AOAOG2K610 RAT
EF1A1_RAT
RABIA RAT
Q5XFX3 RAT
AOA0G2K235 RAT
AOAOG2KOM1 RAT
AKIA1 RAT
Q6P9Y4 RAT
B2RZ72 RAT
PROF1 RAT
CD59 RAT
AOAOG2JZE6 RAT
FMRI RAT
FIM6UO RAT
FIM455 RAT

RS3 RAT

ECHM RAT
CDC42_RAT
RLA2 RAT
B2RYPO RAT
PDIA3 RAT
GSTM2_RAT
B2RZD! RAT
FILZW6 RAT
GNAQ RAT
D4ADS4 RAT
D3ZV82 RAT
MYH3 RAT

Ras-related protein Rab-11A OS=Rattus norvegicus GN=Rablla PE=1 SV=3
Uncharacterized protein OS=Rattus norvegicus PE=3 SV=1

Elongation factor 1-alpha 1 OS=Rattus norvegicus GN=Eeflal PE=2 SV=1

Ras-related protein Rab-1A OS=Rattus norvegicus GN=RablA PE=1 SV=3
Phospholipid-transporting ATPase (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Atp9b PE=2 SV=1
Protein Rabla OS=Rattus norvegicus GN=Rabla PE=1 SV=1

Kinesin-like protein OS=Rattus norvegicus GN=Kif15 PE=3 SV=1

Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] OS=Rattus norvegicus GN=Akrlal PE=1 SV=2
ADP/ATP translocase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Slc25a4 PE=1 SV=1

Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 OS=Rattus norvegicus GN=Arpc4 PE=1 SV=1
Profilin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Pfnl PE=1 SV=2

CD39 glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Cd59 PE=1 SV=2

Uncharacterized protein OS=Rattus norvegicus GN=Rackl PE=1 SV=1

Fragile X mental retardation protein 1 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Fmr1 PE=1 SV=2
Protein Wwcl OS=Rattus norvegicus GN=Wwc1 PE=1 SV=3

Protein Spen OS=Rattus norvegicus GN=Spen PE=1 SV=3

408 ribosomal protein S3 OS=Rattus norvegicus GN=Rps3 PE=1 SV=1

Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Echs1 PE=1 SV=1

Cell division control protein 42 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Cdc42 PE=1 SV=2

60S acidic ribosomal protein P2 OS=Rattus norvegicus GN=Rplp2 PE=1 SV=2

Protein Rhoc OS=Rattus norvegicus GN=Rhoc PE=1 SV=1

Protein disulfide-isomerase A3 OS=Rattus norvegicus GN=Pdia3 PE=1 SV=2

Glutathione S-transferase Mu 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gstm2 PE=1 SV=2

Protein Sec61b OS=Rattus norvegicus GN=Sec61b PE=1 SV=1

Protein Slc25a13 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a13 PE=1 SV=2

Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaq PE=2 SV=2
Protein Mgst3 OS=Rattus norvegicus GN=Mgst3 PE=1 SV=1

Protein LOC685067 OS=Rattus norvegicus GN=LOC685067 PE=1 SV=3

Myosin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Myh3 PE=3 SV=1
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AOAOAIFZNS RAT
VPS29 RAT
Q6RKB3 RAT
AOAOG2K7R3 RAT
AOA0G2K3Z9 RAT
ALDH2 RAT

RS14 RAT

CPTIB _RAT

PAK1 RAT
ARPC2 RAT
AOA0G2K930 RAT
CACIG RAT
TBAS RAT
G3V8C4 RAT
BOBMYS§ RAT

RS7 RAT

FIM6Z1 RAT
H2AIE_RAT
GPX1_RAT
E9PSN4 RAT

H10 RAT

G3V8K5 RAT

H4 RAT

A2VD16 RAT
AOAOG2KAN7 RAT
AMPL RAT

H14 RAT

H2B1 RAT

DYN3 RAT

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 OS=Rattus norvegicus GN=NDS5 PE=3 SV=1
Vacuolar protein sorting-associated protein 29 OS=Rattus norvegicus GN=Vps29 PE=1 SV=2
Fasciclin II transmembrane protein isoform OS=Rattus norvegicus GN=Ncam2 PE=2 SV=1
Protein Ncam2 OS=Rattus norvegicus GN=Ncam2 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rattus norvegicus PE=4 SV=1

Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=AIdh2 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S14 OS=Rattus norvegicus GN=Rps14 PE=2 SV=3

Carnitine O-palmitoyltransferase 1, muscle isoform OS=Rattus norvegicus GN=Cptlb PE=1 SV=1
Serine/threonine-protein kinase PAK 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pakl PE=1 SV=3
Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Arpc2 PE=1 SV=1
Ras-related protein Rab-7a OS=Rattus norvegicus GN=Rab7a PE=1 SV=1

Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1G OS=Rattus norvegicus GN=Cacnalg PE=1 SV=2
Tubulin alpha-8 chain OS=Rattus norvegicus GN=Tuba8 PE=2 SV=1

Chloride intracellular channel protein OS=Rattus norvegicus GN=Clic4 PE=1 SV=1

Histone H3 OS=Rattus norvegicus GN=H3f3b PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S7 OS=Rattus norvegicus GN=Rps7 PE=1 SV=1

Apolipoprotein B-100 OS=Rattus norvegicus GN=Apob PE=1 SV=1

Histone H2A type 1-E OS=Rattus norvegicus PE=1 SV=2

Glutathione peroxidase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Gpx1 PE=1 SV=4

Protein Z¢3h13 OS=Rattus norvegicus GN=Zc3h13 PE=1 SV=2

Histone H1.0 OS=Rattus norvegicus GN=H1f0 PE=2 SV=2

Growth differentiation factor 15 OS=Rattus norvegicus GN=Gdf15 PE=3 SV=1

Histone H4 OS=Rattus norvegicus GN=Hist1h4b PE=1 SV=2

Aldo-keto reductase family 1, member C12-like 1 OS=Rattus norvegicus GN=Akrlc12ll PE=2 SV=I
Glutaminase kidney isoform, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Gls PE=1 SV=1

Cytosol aminopeptidase OS=Rattus norvegicus GN=Lap3 PE=1 SV=1

Histone H1.4 OS=Rattus norvegicus GN=Histlhle PE=1 SV=3

Histone H2B type 1 OS=Rattus norvegicus PE=1 SV=2

Dynamin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Dnm3 PE=1 SV=2
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CATD RAT
PTGDS RAT
GELS_RAT

PNPH RAT
MOR9IC6 RAT
F7EPE0_RAT
D3ZWDO RAT
RASM RAT

CATZ RAT
AOA0G2JSH5 RAT
ALBU RAT
GFRA1 RAT
PLMN RAT
VIME_RAT
AOA096MIT7 RAT
Q63363 RAT
AOAOG2KB92 RAT
D3ZZS8 RAT
RAN RAT

C9E895 RAT
CYTC_RAT
FABP7 RAT
ANXA3 RAT
E9PSP1 RAT
TAGL2 RAT
TBA3 RAT
MYH10 RAT
GFAP_RAT
D4ADD7 RAT

Cathepsin D OS=Rattus norvegicus GN=Ctsd PE=1 SV=1

Prostaglandin-H2 D-isomerase OS=Rattus norvegicus GN=Ptgds PE=1 SV=2
Gelsolin OS=Rattus norvegicus GN=Gsn PE=1 SV=1

Purine nucleoside phosphorylase OS=Rattus norvegicus GN=Pnp PE=1 SV=1
Protein Ddx43 OS=Rattus norvegicus GN=Ddx43 PE=3 SV=1

Prosaposin OS=Rattus norvegicus GN=Psap PE=1 SV=2

Protein Vstm2a OS=Rattus norvegicus GN=Vstm2a PE=4 SV=3

Ras-related protein M-Ras OS=Rattus norvegicus GN=Mras PE=1 SV=2
Cathepsin Z OS=Rattus norvegicus GN=Ctsz PE=1 SV=2

Serum albumin OS=Rattus norvegicus GN=Alb PE=1 SV=1

Serum albumin OS=Rattus norvegicus GN=Alb PE=1 SV=2

GDNF family receptor alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gfral PE=1 SV=1
Plasminogen OS=Rattus norvegicus GN=Plg PE=2 SV=2

Vimentin OS=Rattus norvegicus GN=Vim PE=1 SV=2

Synapsin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Syn3 PE=1 SV=2

Rat noerythroid alpha-spectrin (Fragment) OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1
Serine/threonine-protein kinase DCLK 1 OS=Rattus norvegicus GN=Dclk1 PE=1 SV=1
Protein Atp6vlbl OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vibl PE=3 SV=2
GTP-binding nuclear protein Ran OS=Rattus norvegicus GN=Ran PE=1 SV=3
Glutamate decarboxylase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Gadl PE=2 SV=1
Cystatin-C OS=Rattus norvegicus GN=Cst3 PE=1 SV=2

Fatty acid-binding protein, brain OS=Rattus norvegicus GN=Fabp7 PE=1 SV=2
Annexin A3 OS=Rattus norvegicus GN=Anxa3 PE=1 SV=4

Protein Pltp OS=Rattus norvegicus GN=Pltp PE=1 SV=1

Transgelin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Tagin2 PE=1 SV=1

Tubulin alpha-3 chain OS=Rattus norvegicus GN=Tuba3a PE=2 SV=1
Myosin-10 OS=Rattus norvegicus GN=Myh10 PE=1 SV=1

Glial fibrillary acidic protein OS=Rattus norvegicus GN=Gfap PE=1 SV=2

Glutaredoxin 5 homolog (S. cerevisiae) (Predicted), isoform CRA b OS=Rattus norvegicus GN=GIrx5 PE=1 SV=1
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Q5XI38 RAT Lymphocyte cytosolic protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Lcpl PE=1 SV=1

MOR597 RAT Ferritin OS=Rattus norvegicus GN=LOC100362384 PE=3 SV=I

APOE_RAT Apolipoprotein E OS=Rattus norvegicus GN=Apoe PE=1 SV=2

CLUS_RAT Clusterin OS=Rattus norvegicus GN=Clu PE=1 SV=2

YBOX1_RAT Nuclease-sensitive element-binding protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Ybx1 PE=2 SV=3
IL4 RAT Interleukin-4 OS=Rattus norvegicus GN=Il4 PE=2 SV=2

C1QB_RAT Complement C1q subcomponent subunit B OS=Rattus norvegicus GN=Clgb PE=1 SV=2
TMX2 RAT Thioredoxin-related transmembrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Tmx2 PE=2 SV=1
NABI_RAT NGFI-A-binding protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Nabl PE=2 SV=2

FILNJ1 _RAT Protein Lrrk2 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrk2 PE=1 SV=3

E9PTKY9 RAT Protein Ankhdl OS=Rattus norvegicus GN=Ankhd1 PE=1 SV=2

D3ZWV2 RAT Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Rattus norvegicus PE=3 SV=3
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Anexo 13— Proteinas reguladas positivamente e negativamente presentes na categoria GO: Processos

Biologicos.

Termos GO

Proteinas reguladas

Positivamente

Negativamente

1- Transducio de sinais
mediada por pequenas
GTPases

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)

leucine-rich repeat kinase 2

(Lrrk2)

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)

RAB13, member RAS oncogene family(Rabl3)

RABIA, member RAS oncogene family(Rabla)
RAB26, member RAS oncogene family(Rab26)
Rho GTPase activating protein 1(Arhgapl)

cell division cycle 42(Cdc42)

muscle RAS oncogene homolog(Mras)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)
ras homolog family member C(Rhoc)

2-Envelhe cimento

GDNF family receptor alpha

1(Gfral)
apolipoprotein E(Apoe)
clusterin(Clu)

complement component 1, q
subcomponent, B chain(C1gb)

vimentin(Vim)

4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
gelsolin(Gsn)

glutathione S-transferase mu 2(Gstm?2)

glutathione peroxidase 1(Gpx1)

protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
1(Pcmtl)

synuclein alpha(Snca)

3-Processos glicoliticos

gamma-enolase-like(LOC100911625)
phosphofructokinase, liver type(Pfkl)
phosphofructokinase, muscle(P fkm)
phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)
phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

4-Regulacio de morte
neuronal

apolipoprotein E(Apoe)
clusterin(Clu)
leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

synuclein alpha(Snca)

5-Resposta ao estresse
oxidativo

apolipoprotein E(Apoe)

cystatin C(Cst3)
leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex,
6(Ndufa6)
glutathione peroxidase 1(Gpx1)

oxidation resistance 1(Oxrl)

ribosomal protein S3(Rps3)

6-Hidrélise de ATP acoplado
ao transporte de protons

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6vlel)
ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1h)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)

7-Processo cataboélico de
glicogénio

phosphofructokinase, muscle(P fkm)
phosphorylase, glycogen, liver(Pygl)
phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm)

8-Endocitose

leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1h)

RABI1A, member RAS oncogene family(Rabla)
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit(Ap2ml)
cell division cycle 42(Cdc42)

dynamin 3(Dnm3)

9-Resposta a lesdo

clusterin(Clu)
glial fibrillary acidic
protein(Gfap)

Cd81 molecule(Cd81)
glutathione peroxidase 1(Gpx1)

mitogen activated protein kinase kinase 4(Map2k4)

10-Processos metaboélicos
depende de ATP

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex,
subunit F6(AtpS5j)

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)

Obg-like ATPase 1(Olal)

myosin, heavy chain 3, skeletal muscle, embryonic(Myh3) 7
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Anexo 14 - Proteinas reguladas positivamente e negativamente presentes na categoria GO:

Componentes Celular

Proteinas reguladas

Termos GO Positivame nte Negativame nte
GDNF famil tor alph: . .
1(Gfra l)a Y receptor alpha 4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)

1-Exosomo extracelular

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
annexin A3(Anxa3)
apolipoprotein E(Apoe)
clusterin(Clu)

complement component 1, q
subcomponent, B chain(C1gb)

cystatin C(Cst3)

leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

lymphocyte cytosolic protein
1(Lepl)

myosin, heavy chain 10, non-
muscle(Myh10)
plasminogen(Plg)

transgelin 2(Tagln2)
vimentin(Vim)

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)

ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)
ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6vlel)
ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1h)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)

CD359 molecule(Cd59)
Cd81 molecule(Cd81)

GF20391-like(LOC100360950)

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2(Nme?2)

Obg-like ATPase 1(Olal)

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)
RABI13, member RAS oncogene family(Rabl3)
RABIA, member RAS oncogene family(Rabla)

Rho GTPase activating protein 1(Arhgapl)

VPS29 retromer complex component(Vps29)

WD repeat domain 1(Wdrl)

acid phosphatase 1, soluble(Acpl)

actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)
actin related protein 2/3 complex, subunit 4(Arpc4)
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit(Ap2ml)
adenosylhomocysteinase-like 1(Ahcyll)

albumin(Alb)

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)(Aldh2)
aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde
reductase)(Akrlal)

aminoacylase 1(Acyl)

apolipoprotein B(Apob)

cathepsin D(Ctsd)

cathepsin Z(Ctsz)

cell division cycle 42(Cdc42)

coiled-coil domain containing 105(Ccdc105)

dual specificity phosphatase 3(Dusp3)

dynamin 3(Dnm3)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
gelsolin(Gsn)

glutathione S-transferase mu 2(Gstm2)

glutathione peroxidase 1(Gpx1)

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha z
polypeptide(Gnaz)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

histone H3.3B-like(LOC100361558)

histone cluster 1, Hld(Hist1h1d)

leucine aminopeptidase 3(Lap3)

microsomal glutathione S-transferase 3(Mgst3)
muscle RAS oncogene homolog(Mras)
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4-Citosol

clusterin(Clu)

leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

lymphocyte cytosolic protein
1(Lepl)

vimentin(Vim)

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6vlel)

RABIA, member RAS oncogene family(Rabla)

WW and C2 domain containing 1(Wwcl)
adenosylhomocysteinase-like 1(Ahcyll)

aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde
reductase)(Akrlal)

calcium voltage-gated channel subunit alphal G(Cacnalg)
cell division cycle 42(Cdc42)

complexin 2(Cplx2)

dual specificity phosphatase 3(Dusp3)

dynamin 3(Dnm3)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
gelsolin(Gsn)

glutathione S-transferase mu 2(Gstm2)

glutathione peroxidase 1(Gpx1)

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha z
polypeptide(Gnaz)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

mitogen activated protein kinase kinase 4(Map2k4)
neuroplastin(Nptn)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)
phosphofructokinase, liver type(Pfkl)
phosphofructokinase, muscle(P fkm)

phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)
protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
1(Pcmtl)

ras homolog family member C(Rhoc)

ribosomal protein S3(Rps3)

synuclein alpha(Snca)

5-Membrana

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
annexin A3(Anxa3)
apolipoprotein E(Apoe)
glial fibrillary acidic
protein(Gfap)
leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)
Cd81 molecule(Cd81)

GF20391-like(LOC100360950)

MCE.2 cell line derived transforming sequence-like(Mcf2l)

Obg-like ATPase 1(Olal)

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)
RABI13, member RAS oncogene family(Rabl3)

Sec61 translocon beta subunit(Sec61b)

calcium voltage-gated channel subunit alphal G(Cacnalg)
cell division cycle 42(Cdc42)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
fragile X mental retardation 1(Fmr1)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

kinesin family member 5B(Kif5b)

microsomal glutathione S-transferase 3(Mgst3)

muscle RAS oncogene homolog(Mras)

neural cell adhesion molecule 2(Ncam?2)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)
phosphofructokinase, liver type(P fkl)

phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

profilin 1(Pfnl)
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protein tyrosine phosphatase, receptor type Z1(Ptprzl)
ras homolog family member C(Rhoc)

ribosomal protein L26(Rpl26)

ribosomal protein S14(Rps14)

ribosomal protein S3(Rps3)

ribosomal protein S7-like(LOC100362830)

solute carrier family 1 member 6(Slc1a6)

solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter,
member 8(Slc4af)

synuclein alpha(Snca)

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon(Ywhae)

6- Projecdo neuronal

clusterin(Clu)

leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

myosin, heavy chain 10, non-
muscle(Myh10)
vimentin(Vim)

4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)

RABI13, member RAS oncogene family(Rab13)

acid phosphatase 1, soluble(Acpl)

actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)

cell division cycle 42(Cdc42)

fragile X mental retardation 1(Fmr1)

kinesin family member 5B(Kif5b)

leucine rich repeat containing 7(Lrrc7)

profilin 1(Pfnl)

protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
1(Pcmtl)

solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter,
member 8(Slc4a8)

7-Citoplasma

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
ankyrin repeat and KH
domain containing 1(Ankhdl)
annexin A3(Anxa3)
apolipoprotein E(Apoe)
clusterin(Clu)

cystatin C(Cst3)

fatty acid binding protein
7(Fabp7)

glial fibrillary acidic
protein(Gfap)

glutamate decarboxylase
1(Gadl)

leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

lymphocyte cytosolic protein
1(Lepl)

myosin, heavy chain 10, non-
muscle(Myh10)

tubulin, alpha 3A(Tuba3a)
vimentin(Vim)

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6vlel)

MCE.2 cell line derived transforming sequence-like(Mcf2I)
NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2(Nme2)
Obg-like ATPase 1(Olal)

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)

RABI13, member RAS oncogene family(Rab13)
VPS29 retromer complex component(Vps29)
WD repeat domain 1(Wdrl)

WW and C2 domain containing 1(Wwcl)

acid phosphatase 1, soluble(Acpl)

actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)

actin related protein 2/3 complex, subunit 4(Arpc4)
adenosylhomocysteinase-like 1(Ahcyll)
albumin(Alb)

aminoacylase 1(Acyl)

apolipoprotein B(Apob)

aspartyl aminopeptidase(Dnpep)

cell division cycle 42(Cdc42)

dual specificity phosphatase 3(Dusp3)

dynamin 3(Dnm3)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
fragile X mental retardation 1(Fmrl)

gelsolin(Gsn)

glutathione S-transferase mu 2(Gstm2)

glutathione peroxidase 1(Gpx1)

kinesin family member 5B(Kif5b)

leucine aminopeptidase 3(Lap3)

leucine rich repeat containing 7(Lrrc7)
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p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)
peptidylprolyl isomerase like 4(Ppil4)
phosphofructokinase, muscle(Ptkm)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

phosphorylase, glycogen, liver(Pygl)

phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm)

profilin 1(Pfnl)

protein disulfide isomerase family A, member 3(Pdia3)
protein kinase cAMP-dependent type 2 regulatory subunit
beta(Prkar2b)

protein tyrosine phosphatase, receptor type Z1(Ptprzl)
protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
1(Pcmtl)

purine nucleoside phosphorylase(Pnp)

ribosomal protein S14(Rps14)

ribosomal protein S3(Rps3)

solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member
3-like(LOC100909595)

survival motor neuron domain containing 1(Smndc1)
synuclein alpha(Snca)

tubulin, alpha 8(Tuba8)

tumor protein, translationally-controlled 1(Tpt1)

8- Corpo celular neuronal

GDNF family receptor alpha
1(Gfral)

annexin A3(Anxa3)
apolipoprotein E(Apoe)
cystatin C(Cst3)

fatty acid binding protein
7(Fabp7)

glutaredoxin 5(Glrx5)
leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

myosin, heavy chain 10, non-

RABI1A, member RAS oncogene family(Rabla)

apolipoprotein B(Apob)
calcium voltage-gated channel subunit alphal G(Cacnalg)
cell division cycle 42(Cdc42)

complexin 2(Cplx2)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
protein kinase cAMP-dependent type 2 regulatory subunit
beta(Prkar2b)

protein tyrosine phosphatase, receptor type Z1(Ptprzl)

muscle(Myh10)

fatty acid binding protein . .

7(Fabp?) calcium voltage-gated channel subunit alphal G(Cacnalg)

ilztl:;?(r(l}ugg)amdlc fragile X mental retardation 1(Fmrl)

9-Corpo celular vimentin(Vim) guanine pucleotide binding protein (G protein), alpha z

polypeptide(Gnaz)
guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)
ubiquitin specific peptidase 33(Usp33)

lial fiorilary acidic ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)

protein(Gfap)

10 - Bainha de mielina

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2(Nme?2)
WD repeat domain 1(Wdrl)

albumin(Alb)

cell division cycle 42(Cdc42)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
gelsolin(Gsn)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

protein disulfide isomerase family A, member 3(Pdia3)
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Anexo 15 - Proteinas reguladas positivamente e negativamente presentes na categoria GO: Fungdo

Molecular

Termos GO

Proteinas reguladas

Positivamente

Negativame nte

1- Atividade GTPase

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

tubulin, alpha 3A(Tuba3a)

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)

RABI13, member RAS oncogene family(Rab13)

RABIA, member RAS oncogene family(Rabla)
RAB26, member RAS oncogene family(Rab26)

cell division cycle 42(Cdc42)

dynamin 3(Dnm3)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha z
polypeptide(Gnaz)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

tubulin, alpha §(Tuba8)

2- Ligantes a GTP

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

tubulin, alpha 3A(Tuba3a)

Obg-like ATPase 1(Olal)

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)

RABI13, member RAS oncogene family(Rab13)
RABIA, member RAS oncogene family(Rabla)
RAB26, member RAS oncogene family(Rab26)

cell division cycle 42(Cdc42)

dynamin 3(Dnm3)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha z
polypeptide(Gnaz)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

muscle RAS oncogene homolog(Mras)

ras homolog family member C(Rhoc)

tubulin, alpha §(Tuba8)

3- Ligantes de proteinas

GDNF family receptor alpha
1(Gfral)

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
clusterin(Clu)

myosin, heavy chain 10, non-
muscle(Myh10)
vimentin(Vim)

Cd81 molecule(Cd81)

RABI13, member RAS oncogene family(Rab13)
actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit(Ap2ml)

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)(Aldh2)
apolipoprotein B(Apob)

carnitine palmitoyltransferase 1B(Cptlb)

cell division cycle 42(Cdc42)

dynamin 3(Dnm3)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

kinesin family member SB(Kif5b)

leucine rich repeat containing 7(Lrrc7)

mitogen activated protein kinase kinase 4(Map2k4)
muscle RAS oncogene homolog(Mras)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)
profilin 1(Pfnl)

protein disulfide isomerase family A, member 3(Pdia3)
protein kinase cAMP-dependent type 2 regulatory subunit
beta(Prkar2b)

protein tyrosine phosphatase, receptor type Z1(Ptprzl)
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protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
1(Pcmtl)

synuclein alpha(Snca)

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon(Ywhae)

fatty acid binding protein o .
NME/NM23 nucl hosphate kinase 2(Nme2
7(Fabp?) /N nucleoside diphosphate se 2(Nme2)
4- Ligantes de acido graxo albumin(Alb)
prostaglandin D2 synthase(Ptgds)
synuclein alpha(Snca)
glial fibrillary acidic . . .
. tin related protein 2/3 lex, subunit 2(Arpc2
5- Componente estrutural do protein(Gfap) actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpe2)
citoesqueleto tubulin, alpha 3A(Tuba3a) actin related protein 2/3 complex, subunit 4(Arpc4)
vimentin(Vim) tubulin, alpha 8(Tuba8)
glial fibrillary acidic . ..
2 1 1
protein(Gfap) WW and C2 domain containing 1(Wwcl)
6- Ligantes de quinases  vimentin(Vim) phosphofructokinase, liver type(Pfkl)

phosphofructokinase, muscle(P tkm)
ribosomal protein S3(Rps3)

7- Ligantes de actina

leucine-rich repeat kinase
2(Lrrk2)

lymphocyte cytosolic protein
1(Lepl)

WD repeat domain 1(Wdrl)

actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)

actin related protein 2/3 complex, subunit 4(Arpc4)
gelsolin(Gsn)

myosin, heavy chain 11, smooth muscle(Myh11)

myosin, heavy chain 3, skeletal muscle, embryonic(Myh3)
profilin 1(Pfnl)

8- Ligantes de piridoxal
fosfato

glutamate decarboxylase
1(Gadl)

4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)
albumin(Alb)

phosphorylase, glycogen, liver(Pygl)
phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm)

9- Ligantes de drogas

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2(Nme2)
albumin(Alb)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
phosphorylase, glycogen, liver(Pygl)

phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm)

purine nucleoside phosphorylase(Pnp)

10- Ligantes da cauda Poly
(A) RNA

RAN, member RAS
oncogene family(Ran)
ankyrin repeat and KH
domain containing 1(Ankhdl)

GF20391-like(LOC100360950)

HI histone family, member O(H 1f0)

Sec61 translocon beta subunit(Sec61b)

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1(Eeflal)
fragile X mental retardation 1(Fmrl)

histone cluster 1, H1d(Hist1h1d)

peptidylprolyl isomerase like 4(Ppil4)

profilin 1(Pfnl)

protein disulfide isomerase family A, member 3(Pdia3)
ribosomal protein L26(Rpl26)

ribosomal protein S14(Rps14)

ribosomal protein S3(Rps3)

ribosomal protein S7-like(LOC100362830)

survival motor neuron domain containing 1(Smndc1)
tumor protein, translationally-controlled 1(Tpt1)

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon(Ywhae)

zinc finger CCCH type containing 13(Zc3h13)
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Anexo 16 - Proteinas reguladas positivamente e negativamente presentes em vias de sinalizagdo e

metabolicas enriquecidas pela andlise KEGG

Proteinas reguladas

Termos GO Positivame nte

Negativame nte

Ciclo da vesicula siniptica

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6vlel)

ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1h)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit(Ap2ml)
complexin 2(Cplx2)

dynamin 3(Dnm3)

Glicolise / Gliconeogénese

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)(Aldh2)
aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde
reductase)(Akrlal)
gamma-enolase-like(LOC100911625)
phosphofructokinase, liver type(Pfkl)
phosphofructokinase, muscle(Pftkm)

phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

Biossintese de antibidticos

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2(Nme2)
aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)(Aldh2)
aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde
reductase)(Akrlal)

aminoacylase 1(Acyl)

enoyl-CoA hydratase, mitochondrial-like(LOC100911186)
gamma-enolase-like(LOC100911625)

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD), gamma(Idh3g)
phosphofructokinase, liver type(Pfkl)
phosphofructokinase, muscle(P fkm)

phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

Biossintese de aminoacidos

aminoacylase 1(Acyl)
gamma-enolase-like(LOC100911625)

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD), gamma(Idh3g)
phosphofructokinase, liver type(Pfkl)
phosphofructokinase, muscle(Ptkm)
phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)
phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

Fosforilaciao oxidativa

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex,
subunit F6(Atp5j)

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6viel)
ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1lh)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex,
6(Ndufa6)

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6,
mitochondrial-like(LOC100912599)

glutamate decarboxylase
1(Gadl)

Vias metabdlicas

4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex,
subunit F6(Atp5j)
ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)
ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6viel)
ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1lh)
ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex,
6(Ndufa6)
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6,
mitochondrial-like(LOC100912599)
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NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2(Nme?2)
adenosylhomocysteinase-like 1(Ahcyll)

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)(Aldh2)
aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde
reductase)(Akrlal)

aminoacylase 1(Acyl)

enoyl-CoA hydratase, mitochondrial-like(LOC100911186)
gamma-enolase-like(LOC100911625)

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD), gamma(Idh3g)
leucine aminopeptidase 3(Lap3)

phosphofructokinase, liver type(P{kl)
phosphofructokinase, muscle(Ptkm)

phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

phosphorylase, glycogen, liver(Pygl)

phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm)

prostaglandin D2 synthase(Ptgds)

purine nucleoside phosphorylase(Pnp)

Metabolismo de carbono

enoyl-CoA hydratase, mitochondrial-like(Echs1)
gamma-enolase-like(LOC100911625)

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD), gamma(Idh3g)
phosphofructokinase, liver type(Pfkl)
phosphofructokinase, muscle(P fkm)
phosphoglycerate kinase 1(Pgkl)
phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)

Secrecio acida do ducto
coletor

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6viel)
ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)

glutamate decarboxylase
Metabolismo de beta- 1(Gadl)

Alanine

4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)(Aldh2)
enoyl-CoA hydratase, mitochondrial-like(LOC100911186)

tubulin, alpha 3A(Tuba3a)

Fagossomo

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6viel)

ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1h)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)
Sec61 translocon beta subunit(Sec61b)

tubulin, alpha 8(Tuba8)

myosin, heavy chain 10, non-
muscle(Myh10)
Juncio apertada ou oclusiva
(tight junctions)

RABI13, member RAS oncogene family(Rabl3)

cell division cycle 42(Cdc42)

muscle RAS oncogene homolog(Mras)

myosin, heavy chain 11, smooth muscle(Myhl11)

myosin, heavy chain 3, skeletal muscle, embryonic(Myh3)

Fagocitose mediada por
repector Fc gamma

actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)
actin related protein 2/3 complex, subunit 4(Arpc4)
cell division cycle 42(Cdc42)

gelsolin(Gsn)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)

Endocrino e reabsorgio de
célcio regulada por outros
fatores

RABI11a, member RAS oncogene family(Rabl1a)
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit(Ap2ml)
dynamin 3(Dnm3)

guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

Artrite reumatoide

ATPase H+ transporting V1 subunit B2(Atp6v1b2)
ATPase H+ transporting V1 subunit D(Atp6v1d)

ATPase H+ transporting V1 subunit E1(Atp6vlel)

ATPase H+ transporting V1 subunit H(Atp6v1lh)

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1, subunit F(Atp6v1f)
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Via de sinalizacao de
glucagom

carnitine palmitoyltransferase 1B(Cptlb)
guanine nucleotide binding protein (G protein), q
polypeptide(Gnaq)

phosphoglycerate mutase 1(Pgaml)
phosphorylase, glycogen, liver(Pygl)
phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm)

Metabolismo de glutationa

glutathione S-transferase mu 2(Gstm?2)
glutathione peroxidase 1(Gpx1)

leucine aminopeptidase 3(Lap3)

microsomal glutathione S-transferase 3(Mgst3)

Regulacio de actina de
citoesqueleto

actin related protein 2/3 complex, subunit 2(Arpc2)
actin related protein 2/3 complex, subunit 4(Arpc4)
cell division cycle 42(Cdc42)

gelsolin(Gsn)

muscle RAS oncogene homolog(Mras)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1(Pakl)
profilin 1(Pfnl)

Metabolismo de butanoato

glutamate decarboxylase
1(Gadl)

4-aminobutyrate aminotransferase(Abat)

enoyl-CoA hydratase, mitochondrial-like(LOC100911186)
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Anexo 17 — Concentragoes de Glutamato e GABA no Talamo dos animais dos grupos controle
(n=06) e grupo deficiente de tiamina (n=6). As concentragoes estdo representadas como média
dos resultados de triplicatas em ug/g de talamo.

Grupo Animais Glutamato GABA Glutamato / GABA

RI 3640.41 474.10 7.68

R2 1757,01 151,83 11,57

R4 2751,46 22428 12,27

Controle (=6) R9 2708,09 489,35 5,53
R10 210321 337,76 6,23

RI2 1944.96 234,82 8,28

RIS 3065.62 198.12 15.47

R17 2836,25 274,43 10,33

DTP (1r6) R20 3158,62 321,95 9,81
R22 155773 202,64 7,69

R23 2419,32 553,61 437

R24 2529.91 221,93 11,40
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Anexo 18 - Andlise de regressdo linear entre os pardmetros bioquimicos (GABA, glutamato e taxa) e a laténcia dos animais (Grupos Controle e DTP) nas sessoes no LAM

Parametros Analisados Analise de Regressao

Grupos ;i?u?:;:g: Sess::z sL(rl\fIremo R quadrado Valor de F DFn, DFd Valor de P Equacao
Sessdo 1 0,11 0,48 1,000, 4,000 0,5249 Y = 0,007668*X + 22,48
Controle Sessdo 2 0,69 8,80 1,000, 4,000 0,0413 Y =-0,006129*X + 31,53
(n=6) [Glutamato] Sessdo 3 0,21 1,03 1,000, 4,000 0,3672 Y =-0,01241*X + 47,52
Sessdo 4 0,35 2,13 1,000, 4,000 0,2184 Y =-0,006660*X + 28,40
Sessdo 5 0,01 0,05 1,000, 4,000 0,8423 Y =-0,0007016*X + 13,88
Sessdo 1 0,04 0,17 1,000, 4,000 0,7052 Y =-0,005230*X + 63,78
DTP Sessdo 2 0,00 0,01 1,000, 4,000 0,925 Y =-0,001946*X + 44,94
(n=6) [Glutamato] Sessdo 3 0,00 0,00 1,000, 4,000 0,9587 Y =-0,0009526*X + 35,43
Sessdo 4 0,54 4,77 1,000, 4,000 0,0942 Y =-0,01050*X + 41,04
Sessdo 5 0,02 0,09 1,000, 4,000 0,7767 Y =-0,001138*X + 15,85
Sessdo 1 0,02 0,09 1,000, 4,000 0,7843 Y =-0,01686*X + 46,91
Controle Sessdo 2 0,89 32,08 1,000, 4,000 0,0048 Y =-0,03476*X + 27,38
(n=6) [GABA] Sessdo 3 0,11 0,47 1,000, 4,000 0,5308 Y =-0,04428*X + 30,81
Sessdo 4 0,40 2,62 1,000, 4,000 0,1807 Y =-0,03547*X + 23,16
Sessdo 5 0,05 0,22 1,000, 4,000 0,6614 Y = 0,007618*X + 9,714
Sessdo 1 0,02 0,08 1,000, 4,000 0,7852 Y =-0,01689*X + 55,35
DTP Sessdo 2 0,22 1,13 1,000, 4,000 0,3477 Y =-0,08141*X + 64,66
(n=6) [GABA] Sessdo 3 0,21 1,04 1,000, 4,000 0,3662 Y =-0,06998*X + 54,25
Sessdo 4 0,22 1,13 1,000, 4,000 0,3478 Y =-0,02979*X + 22,87
Sessdo 5 0,11 0,51 1,000, 4,000 0,5132 Y =0,01142*X + 9,427
Sessdo 1 0,31 1,76 1,000, 4,000 0,2557 Y =3,244*X + 13,66
Controlo Sessdo 2 0,32 1,87 1,000, 4,000 0,2435 Y = 1,050*X + 7,281
(n=6) [Glutamato] / [GABA] Sessdo 3 0,00 0,02 1,000, 4,000 0,9022 Y =-0,4499*X + 20,57
Sessdo 4 0,11 0,50 1,000, 4,000 0,5198 Y = 0,9452*X + 3,736
Sessdo 5 0,32 1,90 1,000, 4,000 0,2402 Y =-0,9494*X + 20,30
Sessdo 1 0,01 0,03 1,000, 4,000 0,8789 Y = 0,3414*X + 46,97
DTP Sessdo 2 0,15 0,70 1,000, 4,000 0,4491 Y =2,415*X + 16,99
(n=6) [Glutamato] / [GABA] Sessdo 3 0,18 0,88 1,000, 4,000 0,4017 Y =2,358*X + 10,60
Sessdo 4 0,00 0,00 1,000, 4,000 0,9766 Y =-0,03572*X + 14,15
Sessdo 5 0,00 0,01 1,000, 4,000 0,9095 Y =-0,07367*X + 13,60
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Anexo 19 - Analise de regressdo linear entre as abunddncias das proteinas e a laténcia dos animais (Grupos Controle e DTP) nas sessées no LAM

Parametros Analisados

Analise de Regressiao

Sessoes de treino

Grupos Proteinas no LAM R quadrado Valor de F DFn, DFd Valor de P Equacao
Sessdo 1 0,84 20,69 1,000, 4,000 0,0104 Y =0,01108*X - 38,65
. Sessdo 2 0,01 0,04 1,000, 4,000 0,8543 Y =-0,0003735*X + 19,00
Controle Glutationa
_ . Sessdo 3 0,20 1,02 1,000, 4,000 0,3695 Y =-0,006404*X + 63,06
(n=6) peroxidase
Sessdo 4 0,00 0,00 1,000, 4,000 0,9802 Y =7,743e-005*X + 11,30
Sessdo 5 0,31 1,76 1,000, 4,000 0,2551 Y =-0,001906*X + 25,94
Sessdo 1 0,18 0,90 1,000, 4,000 0,3972 Y =0,002670*X + 20,77
. Sessdo 2 0,19 0,95 1,000, 4,000 0,3842 Y =0,004052*X - 4,788
DTP Glutationa
_ . Sessdo 3 0,10 0,46 1,000, 4,000 0,536 Y =0,002631*X + 3,945
(n=6) peroxidase
Sessdo 4 0,59 5,75 1,000, 4,000 0,0745 Y =0,002596*X - 14,82
Sessdo 5 0,07 0,28 1,000, 4,000 0,6231 Y =-0,0004631*X + 18,01
Sessdo 1 0,28 1,58 1,000, 4,000 0,2769 Y =0,009209*X + 31,59
Control Sessdo 2 0,02 0,10 1,000, 4,000 0,7689 Y =-0,0008508*X + 17,22
ontrole ..
(n=6) Ferritina Sessdo 3 0,09 0,41 1,000, 4,000 0,5584 Y =-0,006168*X + 23,36
Sessdo 4 0,04 0,18 1,000, 4,000 0,6895 Y =-0,001760*X + 13,76
Sessdo 5 0,26 1,37 1,000, 4,000 0,3067 Y =-0,002490*X + 14,83
Sessdo 1 0,09 0,39 1,000, 4,000 0,5668 Y =0,001031*X + 45,26
DTP Sessdo 2 0,01 0,05 1,000, 4,000 0,8347 Y =0,0005679*X + 37,17
(n=6) Ferritina Sessdo 3 0,00 0,00 1,000, 4,000 0,992 Y =2,432e-005*X + 32,84
Sessdo 4 0,47 3,54 1,000, 4,000 0,1331 Y =0,001287*X + 7,640
Sessdo 5 0,01 0,04 1,000, 4,000 0,8497 Y =-0,0001006*X + 13,38
Sessdo 1 0,37 2,30 1,000, 4,000 0,2036 Y =-0,003490*X + 68,03
Control Sessdo 2 0,09 0,39 1,000, 4,000 0,5658 Y =-0,0005455*X + 20,44
ontrole .
(n=6) Complexina 2 Sessdo 3 0,14 0,64 1,000, 4,000 0,4685 Y =-0,002517*X + 35,81
Sessdo 4 0,31 1,78 1,000, 4,000 0,2535 Y =-0,001550*X + 23,63
Sessdo 5 0,08 0,34 1,000, 4,000 0,5891 Y =-0,0004628*X + 15,66
Sessdo 1 0,01 0,03 1,000, 4,000 0,8715 Y =-0,0008211*X + 52,86
DTP Sessdo 2 0,05 0,21 1,000, 4,000 0,6735 Y =-0,003132*X + 50,02
(n=6) Complexina 2 Sessdo 3 0,03 0,11 1,000, 4,000 0,7593 Y =-0,002038*X + 39,55
Sessdo 4 0,01 0,04 1,000, 4,000 0,8439 Y =-0,0005412*X + 15,56
Sessdo 5 0,12 0,56 1,000, 4,000 0,4958 Y = 0,0009681*X + 9,768
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Sessdo 1 0,87 27,47 1,000, 4,000 0,0063 Y =0,004549*X - 46,36
Controle Sessdo 2 0,02 0,06 1,000, 4,000 0,814 Y =-0,0001922*X + 20,01
(n=6) Dinamina 3 Sessdo 3 0,00 0,02 1,000, 4,000 0,9054 Y =0,0003610*%X + 9,725
Sessdo 4 0,17 0,80 1,000, 4,000 0,422 Y =0,0009619*X - 6,728
Sessdo 5 0,02 0,06 1,000, 4,000 0,8164 Y =0,0001707*X + 8,844
Sessdo 1 0,10 0,46 1,000, 4,000 0,5338 Y =-0,0004032*X + 63,03
DIP Sessdo 2 0,02 0,07 1,000, 4,000 0,8065 Y =0,0002405*X + 32,24
(n=6) Dinamina 3 Sessdo 3 0,11 0,49 1,000, 4,000 0,523 Y =0,0005443*X + 15,65
Sessdo 4 0,00 0,01 1,000, 4,000 0,9352 Y =2,936e-005*X + 12,87
Sessdo 5 0,02 0,10 1,000, 4,000 0,7695 Y =5,606e-005*X + 11,12
Sessdo 1 0,39 2,57 1,000, 4,000 0,1843 Y =-0,0009235*X + 149,0
Sessao 2 0,35 2,19 1,000, 4,000 0,2134 Y =0,0002781*X - 16,04
Controle Complexo _
_ Sessdo 3 0,06 0,24 1,000, 4,000 0,647 Y =0,0004159*X - 31,68
(n=6) adaptador AP2
Sessdo 4 0,00 0,02 1,000, 4,000 0,8972 Y =4,909e-005*X + 6,148
Sessdo 5 0,03 0,13 1,000, 4,000 0,7356 Y = 7,496e-005*X + 3,422
Sessdo 1 0,05 0,23 1,000, 4,000 0,655 Y =-0,0003382*X + 83,99
Sessdo 2 0,01 0,02 1,000, 4,000 0,8869 Y =-0,0001615*X + 56,02
DTP Complexo N
_ Sessdo 3 0,01 0,03 1,000, 4,000 0,8611 Y =0,0001766*X + 15,32
(n=6) adaptador AP2
Sessdo 4 0,11 0,51 1,000, 4,000 0,5151 Y =-0,0002628*X + 40,05
Sessdo 5 0,20 1,02 1,000, 4,000 0,3703 Y =0,0001878*X - 5,853
Sessdo 1 0,52 4,38 1,000, 4,000 0,1046 Y =0,04416*X + 27,87
Sessdo 2 0,04 0,15 1,000, 4,000 0,7163 Y =0,003706*X + 15,15
Controle .
(n=6) LRRK?2 Sessdo 3 0,19 0,92 1,000, 4,000 0,3922 Y =-0,03099*X + 26,29
Sessao 4 0,03 0,12 1,000, 4,000 0,7493 Y =0,004992*X + 10,31
Sessdo 5 0,35 2,16 1,000, 4,000 0,2154 Y =-0,01031*X + 15,33
Sessdo 1 0,03 0,13 1,000, 4,000 0,736 Y =0,0001309*X + 48,38
DIP Sessdo 2 0,16 0,77 1,000, 4,000 0,4295 Y =0,0004379*X + 33,76
(n=6) LRRK?2 Sessdo 3 0,27 1,47 1,000, 4,000 0,2925 Y =0,0005019*X + 25,94
Sessdo 4 0,05 0,21 1,000, 4,000 0,6685 Y =8,962e-005*X + 12,55
Sessdo 5 0,21 1,09 1,000, 4,000 0,3562 Y =9,822e-005*X + 11,53
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Sessdo 1 0,02 0,08 1,000, 4,000 0,7928 Y =-0,0002337*X + 49,17
Controle o Sessdo 2 0,11 0,48 1,000, 4,000 0,5262 Y =-0,0001744*X + 22,00
(n=6) Sinapsina 3 Sessdo 3 0,21 1,09 1,000, 4,000 0,3557 Y =-0,0009126*X + 46,52
Sessdo 4 0,50 3,95 1,000, 4,000 0,1177 Y =-0,0005739*X + 30,61
Sessdo 5 0,09 0,40 1,000, 4,000 0,5619 Y =-0,0001442*X + 16,85
Sessdo 1 0,16 0,75 1,000, 4,000 0,4346 Y =0,0002131*X + 34,82
DTP o Sessdo 2 0,40 2,62 1,000, 4,000 0,1806 Y =0,0004988*X + 3,854
(n=6) Sinapsina 3 Sessdo 3 0,40 2,72 1,000, 4,000 0,1745 Y = 0,0004485*X + 0,5596
Sessdo 4 0,11 0,50 1,000, 4,000 0,5187 Y =9,664¢-005*X + 6,827
Sessdo 5 0,02 0,07 1,000, 4,000 0,7982 Y =2,094e-005*X + 11,39
Sessdo 1 0,18 0,89 1,000, 4,000 0,3981 Y =0,002020*X - 57,78
Controle Isocitrato Sessdo 2 0,23 1,21 1,000, 4,000 0,3323 Y =-0,0007227*X + 51,84
(1=6) desidrogenase 3 Sessdo 3 0,15 0,69 1,000, 4,000 0,4522 Y =-0,002132*X + 121,5
Sessdo 4 0,11 0,51 1,000, 4,000 0,5142 Y =-0,0007706*X + 49,75
Sessdo 5 0,00 0,01 1,000, 4,000 0,9457 Y = 4,880e-005*X + 9,742
Sessdo 1 0,15 0,68 1,000, 4,000 0,4546 Y =-0,002433*X + 150,4
DTP Isocitrato Sessdo 2 0,00 0,00 1,000, 4,000 0,9664 Y =0,0002113*X + 31,19
(1=6) desidrogenase 3 Sessdo 3 0,01 0,05 1,000, 4,000 0,8356 Y =0,0009225*X - 5,041
Sessdo 4 0,04 0,18 1,000, 4,000 0,696 Y =-0,0007090*X + 43,02
Sessdo 5 0,13 0,62 1,000, 4,000 0,4752 Y =-0,0006736*X + 40,65
Sessdo 1 0,01 0,06 1,000, 4,000 0,8257 Y =0,001315*X + 36,56
Controle Glutamato Sessdo 2 0,01 0,06 1,000, 4,000 0,8211 Y =0,0004275*X + 14,68
(1=6) descarboxilase 1 Sessdo 3 0,05 0,21 1,000, 4,000 0,6673 Y =-0,002983*X + 27,98
Sessdo 4 0,08 0,36 1,000, 4,000 0,5806 Y =-0,001568*X + 17,79
Sessdo 5 0,26 1,39 1,000, 4,000 0,304 Y =-0,001629*X + 18,30
Sessdo 1 0,07 0,29 1,000, 4,000 0,6212 Y =0,001215*X + 38,20
DTP Glutamato Sessdo 2 0,03 0,14 1,000, 4,000 0,7272 Y =0,001281*X + 27,23
(1=6) descarboxilase 1 Sessdo 3 0,00 0,02 1,000, 4,000 0,9067 Y =0,0003859*X + 29,15
Sessdo 4 0,27 1,48 1,000, 4,000 0,291 Y =0,001324*X + 0,7290
Sessdo 5 0,10 0,43 1,000, 4,000 0,5493 Y =-0,0004219*X + 17,07
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Anexo 20 - Andlise de regressdo linear entre as abunddncias das proteinas e os niveis de GABA, glutamato e razdao glutamato/GABA nos grupos Controle e DTP.

Parametros Analisados Analise de Regressao
i Sessoes de treino N
Grupos Proteinas R quadrado Valorde F DFn, DFd Valorde P Equacao
no LAM
Controle . ‘ GABA 0,04 0,19 1,000, 4,000 0,69 Y =-0,02195*X + 477,6
(n=6) Glutationa peroxidase Glutamato 0,14 0,67 1,000, 4,000 0,46 Y =0,1961*X + 1064
Glutamato/GABA 0,51 4,15 1,000, 4,000 0,11 Y =0,001470*X - 2,051
DTP . . GABA 0,45 3,27 1,000, 4,000 0,14 Y =-0,03806*X + 738,3
(n=6) Glutationa peroxidase Glutamato 0,17 0,84 1,000, 4,000 0,41 Y =-0,1177*X+ 3782
Glutamato/GABA 0,22 1,14 1,000, 4,000 0,35 Y =0,0005287*X + 2,765
Controle - GABA 0,01 0,02 1,000, 4,000 0,89 Y =-0,01142*X+ 331,0
(1=6) Ferritina Glutamato 0,37 2,31 1,000, 4,000 0,20 Y =0,4483*X + 2000
Glutamato/GABA 0,39 2,58 1,000, 4,000 0,18 Y =0,001844*X + 6,603
DTP - GABA 0,17 0,80 1,000, 4,000 0,42 Y =-0,01284*X + 380,2
(n=6) Ferritma Glutamato 0,10 0,46 1,000, 4,000 0,53 Y =-0,05050*X + 2726
Glutamato/GABA 0,04 0,18 1,000, 4,000 0,69 Y =0,0001298*X + 7,971
Controle . GABA 0,13 0,58 1,000, 4,000 0,49 Y =0,01759*X + 185,1
(1=6) Complexina 2 Glutamato 0,02 0,07 1,000, 4,000 0,81 Y =-0,03182*X + 2726
Glutamato/GABA 0,21 1,04 1,000, 4,000 0,37 Y =-0,0004466*X + 11,98
DTP ‘ GABA 0,77 13,52 1,000, 4,000 0,02 Y =0,07169*X + 72,27
(n=6) Complexina 2 Glutamato 0,04 0,17 1,000, 4,000 0,70 Y =-0,07319*X + 2831
Glutamato/GABA 0,67 7,97 1,000, 4,000 0,05 Y =-0,001848*X + 15,46
Controle o GABA 0,01 0,02 1,000, 4,000 0,89 Y =-0,003039*X + 377,4
(1=6) Dmamina 3 Glutamato 0,13 0,62 1,000, 4,000 0,47 Y =0,07650*X + 1006
Glutamato/GABA 0,16 0,75 1,000, 4,000 0,44 Y =0,0003292*X + 2,233
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TP o GABA 0,22 1,11 1,000,4,000 0,35 Y =0,005313*X + 149,7
(1=6) Dinamina 3 Glutamato 0,12 0,55  1,000,4,000 0,50 Y =0,01968*X + 1858
Glutamato/GABA 0,26 1,44 1,000,4,000 030 Y =-0,0001161*X+ 12,29
Controle  Complexo GABA 0,11 0,49  1,000,4,000 0,52 Y =-0,004204*X + 807,7
(=6)  adaptador AP Glutamato 0,26 1,41 1,000,4,000 0,30 Y =-0,03228*X + 6239
Glutamato/GABA 0,02 0,07 1,000,4,000 0,80 Y =-3,322e-005%X + 12,46
TP Complso GABA 0,64 7,08 1,000,4,000 0,06 Y =0,01049%X - 729,1
(=6)  adaptador AP Glutamato 0,47 3,57 1,000,4,000 0,13 Y =0,04495%X - 2005
Glutamato/GABA 0,32 1,87  1,000,4,000 024 Y =-0,0001468*X + 23,26
Controle GABA 0,20 1,03 1,000,4,000 0,37 Y =-0,2374*X +392,1
(=6) LRRK2 Glutamato 0,03 0,12 1,000,4,000 0,75 Y =-0,4377*X + 2620
Glutamato/GABA 0,44 320  1,000,4,000 0,15 Y =0,006935%X + 6,448
TP GABA 0,26 1,41 1,000,4,000 0,30 Y =-0,003202*X + 349,0
(1=6) LRRK2 Glutamato 0,08 0,33 1,000,4,000 0,59 Y =0,007767*X + 2486
Glutamato/GABA 0,67 8,00  1,000,4,000 0,05 Y =0,0001423*X + 7,491
Controle o GABA 0,13 0,60  1,000,4,000 0,48 Y =0,005201%X + 1488
(=6) Sinapsina 3 Glutamato 0,45 325 1,000,4,000 0,15 Y =0,04824*X + 908, 1
Glutamato/GABA 0,00 0,01  1,000,4,000 092  Y=-1,598¢-005*X+9,116
TP o GABA 0,00 0,01 1,000,4,000 094 Y =0,0001849*X + 305,3
(1=6) Sinapsina 3 Glutamato 0,27 1,45 1,000,4,000 0,30 Y =0,01251%X + 1580
Glutamato/GABA 0,05 023 1,000,4,000 0,66 Y =2234e-005*X + 6,980
Controle ocirato GABA 0,21 1,05 1,000,4,000 0,36 Y =0,01852%X - 592,2
(6)  desidrogenase 3 Glutamato 0,52 430 1,000,4,000 0,11 Y =0,1458*X - 4684
Glutamato/GABA 0,02 0,07  1,000,4,000 0,80 Y=-0,0001086*X + 13,93
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DTP Isocitrato GABA 0,13 0,57 1,000, 4,000 0,49 Y =-0,02050*X + 1163
(n=6) desidrogenase 3 Glutamato 0,54 4,75 1,000, 4,000 0,09 Y =-0,2127*X + 11247
Glutamato/GABA 0,00 0,01 1,000, 4,000 0,92 Y =-6,411e-005*X + 11,23
Controle Glutamato GABA 0,05 0,21 1,000, 4,000 0,67 Y =-0,02149*X + 399,9
(n=6) descarboxilase 1 Glutamato 0,15 0,72 1,000, 4,000 0,44 Y =0,1888*X+ 1770
Glutamato/GABA 0,33 1,96 1,000, 4,000 0,23 Y =0,001099*X + 4,439
DTP Glutamato GABA 0,17 0,80 1,000, 4,000 0,42 Y =-0,01750*X + 491,7
(n=6) descarboxilase 1 Glutamato 0,00 0,01 1,000, 4,000 0,93 Y =0,01012*X + 2384
Glutamato/GABA 0,19 0,95 1,000, 4,000 0,39 Y =0,0003713*X + 4,925
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