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RESUMO

Sequelas neuroldgicas apés episodios de deficiéncia de tiamina (DT) sdo comuns e caracterizam
um problema de saude publica. Estratégias terapéuticas tém sido investigadas, visando atenuar
os efeitos deletérios do disturbio. Este estudo objetivou avaliar o potencial terapéutico do uso
concomitante de tiamina, antioxidante e anti-inflamatorio, na atenuacdo dos efeitos
neuroldgicos em camundongos com deficiéncia de tiamina, bem como caracterizar as lesdes e
0s mecanismos celulares associados a DT. O modelo de deficiéncia dietética em associacdo
com inje¢des do antagonista de tiamina, piritiamina, foi utilizado no estudo. Os camundongos
foram separados em vinte grupos (n = 6): oito grupos controles e doze grupos deficientes. Os
grupos foram divididos em dois protocolos de inducédo de deficiéncia seguidos de promogéo de
recuperacdo: protocolo A, com episddio unico de inducéo de DT por 9 dias, seguido por periodo
de recuperacédo de 7 dias, e protocolo B, com dois ciclos consecutivos de indugéo de DT (9
dias) seguido por periodo de tratamento de recuperacdo com as substancias neuroprotetoras (7
dias). Apos os periodos dos protocolos A e B, foram realizadas as analises. Na inducdo, grupos
controle receberam racdo padrdo AIN-93M e grupos deficientes receberam racao deficiente em
tiamina AIN-93DT e piritiamina (0,5 mg/kg, grupos Ptd); na recuperacdo, grupos controle e
deficientes receberam racdo AIN-93M e injecBes i.p. de salina (grupo Cont, NaCl 0,9%),
tiamina (grupos Tm e Ptd+Tm, 100 mg/kg), Trolox (grupos Tr e Ptd+Tr, 1 mg/kg),
dimetilsulfoxido (grupos Dmso e Ptd+Dmso, 1 ml/kg) ou associa¢fes (grupos Ptd+Tm+Tr e
Ptd+Tm+Dmso). Ap0s o0s tratamentos, foram testados em labirinto aquéatico de Morris (LAM),
campo aberto e rotarod e eutanasiados para avaliacao de viabilidade celular no tecido nervoso
(teste de reducdo do TTC), modulacdo das vias das MAPKSs e histopatoldgica. Os tratamentos
de recuperacdo com as substancias neuroprotetoras amenizaram parcialmente as alteracdes
comportamentais. A administracdo associada de tiamina com Trolox ou com DMSO, na
deficiéncia recorrente, reverteu totalmente a queda de viabilidade celular. A reducdo das lesdes
morfoldgicas foi mais intensa nos animais dos grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso, com
apenas raros neurénios vacuolizados e preservacdo da populacdo neuronal no tdlamo. Em
paralelo, os tratamentos de recuperacdo promoveram aumento da fosforilagdo de ERK1/2 no
cortex cerebral e talamo. Os dados sugerem que as substancias testadas (DMSO e Trolox)
apresentam potencial neuroprotetor, como coadjuvantes a tiamina no tratamento da deficiéncia,
diminuindo a possibilidade de sequelas neuroldgicas através da modulacdo de importantes vias
metabdlicas celulares.

Palavras-Chave: Beribéri. Encefalopatia de Wernicke. Neurodegeneragdo. Neuroprotecao.
Trolox. Dimetilsulfoxido.



ABSTRACT

Neurological sequel following episodes of thiamine deficiency (TD) are common and
characterize a public health problem. Therapeutic strategies have been investigated to mitigate
the deleterious effects of the disorder. This study aimed to evaluate the therapeutic potential of
concomitant use of thiamine, antioxidant and anti-inflammatory agents in attenuating
neurological effects in deficient mice, as well as to characterize the lesions and cellular
mechanisms associated with TD. The dietary deficiency model in association with injections of
thiamine antagonist, pyrithiamine, was used in the study. The mice were separated into twenty
groups (n = 6): eight control groups and twelve deficient groups. The groups were divided into
two TD protocols followed by recovery promotion: protocol A, with a single episode of TD
induction for 9 days, followed by 7 day recovery period, and protocol B, with two consecutive
cycles of TD induction (9 days) followed by recovery treatment periods with neuroprotective
substances (7 days). After the periods of protocols A and B, the analyzes were performed. In
induction, control groups received AIN-93M standard feed and deficient groups received AIN-
93TD deficient feed and pyrithiamine (Ptd groups, 0.5 mg/kg); on recovery, control e deficient
groups received AIN-93M feed and i.p. saline injections (Cont group, 0.9% NacCl), thiamine
(Tm and Ptd+Tm groups, 100 mg/kg), Trolox (Tr and Ptd+Tr groups, 1 mg/kg),
dimethylsulfoxide (Dmso and Ptd+Dmso groups, 1 ml/kg) or combinations (Ptd+Tm+Tr and
Ptd+Tm+Dmso groups). After the treatments, they were tested in Morris water maze (MWM),
open field and rotarod and euthanized to assess cell viability in nervous tissue (TTC reduction
test), modulation of MAPK pathways, and histopathology. Recovery treatments with
neuroprotective substances partially alleviated behavioral changes. The associated
administration of thiamine with Trolox or with DMSO, in recurrent deficiency, completely
reversed the decrease in cell viability. The reduction in morphological lesions was more intense
in the animals of the Ptd+Tm+Tr and Ptd+Tm+Dmso groups, with only rare vacuolated neurons
and preservation of the neuronal population in the thalamus. In parallel, the recovery treatments
promoted increased phosphorylation of ERK1/2 in the cerebral cortex and thalamus. The data
suggest that the tested substances (DMSO and Trolox) have neuroprotective potential, as
adjuvants to thiamine in the treatment of deficiency, decreasing the possibility of neurological
sequelae through the modulation of important cellular metabolic pathways.

Keywords: Beriberi. Wernicke's encephalopathy. Neurodegeneration. Neuroprotection.
Trolox. Dimethyl sulfoxide.
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1 INTRODUCAO

As doencas neuroldgicas séo bastante variadas (ZACHARY, 2009) e de grande impacto
em salde publica (ABDOU; HAZELL, 2015). Dentre os distarbios do sistema nervoso central
(SNC), destacam-se os desencadeados por deficiéncia de tiamina (DT), como o beribéri, a
encefalopatia de Wernicke (EW) e a sindrome de Wernicke-Korsakoff (KUMAR, 2010). ADT
tem sido descrita em regides do Brasil envolvendo humanos na forma de surtos, e associada
principalmente as inadequacdes nutricionais (CERRONI et al., 2010; PADILHA et al., 2011,
BRASIL, 2019).

As regides do SNC envolvidas na DT sdo amplas, sendo afetadas desde areas corticais
até regides profundas como mesencéfalo e talamo (KUMAR, 2010; VETRENO et al., 2012;
NARDONE et al., 2013). Nestes locais, tipicamente ha degeneracdo e necrose neuronal, com
envolvimento de alteragdes astrocitarias e inflamatérias (KUMAR, 2010; VETRENO et al.,
2012; ABDOU; HAZELL, 2015).

Em roedores de laboratdrio, ratos e camundongos utilizados em modelos experimentais
de DT, a patologia largamente mimetiza o distdrbio que acomete 0 humano. As lesdes nestes
animais normalmente sdo encontradas no tdlamo, cerebelo, substancia cinzenta periaquedutal e
cortex cerebral (VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013). Diante da variabilidade de
regides encefalicas relatadas por diversos estudos, e das diferentes formas de apresentacéo das
doencas relacionadas a DT, as manifestacdes clinicas e os disturbios funcionais sdo muito
variados.

Varios possiveis mecanismos tém sido propostos para o desencadeamento da
neuropatologia associada a DT: alteragdes no metabolismo de neurotransmissores, alteragdes
na utilizacao de glicose pelos neurénios, estresse oxidativo, acidose lactica e diminui¢éo do pH
encefalico, apoptose, alteracdes hemodinamicas encefélicas, processos inflamatorios e
excitotoxicidade (VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013). Entretanto, 0 estresse
oxidativo e a inflamacdo tém sido considerados 0s mecanismos primarios no processo
(VETRENO et al., 2012; ABDOU; HAZELL, 2015).

Substancias antioxidantes e anti-inflamatdrias podem ter potencial para serem usadas
como adjuvantes na terapia da DT, com a finalidade de amenizar os efeitos deletérios
neurodegenerativos, como possiveis estratégias de neuroprotecdo, a partir de determinadas
substancias como o trolox e dimetilsulfoxido (DMSO).

Atualmente, o tratamento da DT € baseado na administragdo (oral, intramuscular e

intravenosa) da vitamina Bl, sendo capaz de prevenir, reduzir ou reverter sintomas em
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pacientes com beribéri e EW. O tratamento diario com comprimido é de 300 mg ou mais, porém
ndo ocorre riscos de toxicidade relacionados ao tratamento com tiamina, sendo 0 €Xcesso
excretado pela urina (BRASIL, 2012).

Dada a importancia da tiamina no SNC e os problemas ocasionados pela deficiéncia,
tém-se buscado novas estratégicas terapéuticas que, juntamente com a terapia padrdo com
tiamina, objetivam reduzir o surgimento de danos neuroldgicos permanentes (ABDOU;

HAZELL, 2015).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Funcdes bioldgicas da tiamina

A tiamina foi descoberta pela primeira vez por dois quimicos holandeses, Jansen e
Donath, em 1926, e foi isolada, purificada e sintetizada por Robert R. Williams em 1936
(WOOLEY, 2008).

A tiamina é uma vitamina hidrossoltvel que pertence ao complexo B (vitamina B1). E
um composto diciclico com anéis de tiazole e aminopirimidina, unidos por uma ponte de
metileno (Figura 1). H4 uma cadeia lateral de alcool no anel de tiazole e, na ativagdo da tiamina
ao seu derivado cofator ativo, esta € esterificada com pirofosfato (BROWN, 2014). A tiamina
possui papel central no metabolismo do tecido nervoso (BUTTERWORTH, 2009).

Figura 1 - Estrutura quimica da tiamina (vitamina B1).
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Fonte: Moreschi, 2006.

A tiamina encontra-se em vérias formas: tiamina livre ndo fosforilada, tiamina
monofosfato (TMP), tiamina difosfato (TDP), tiamina pirofosfato (TPP) e tiamina trifosfato
(TTP). Essas formam um conjunto de coenzimas que constituem parte do sistema de
metabolismo da tiamina (MAKARCHIKOV et al., 2003).

A vitamina B1 é encontrada em quantidades relativamente pequenas em uma ampla
variedade de alimentos. S&o consideradas fontes ricas desta vitamina as leveduras, farelo de
trigo, cereais integrais e castanhas (VANNUCCHI; CUNHA, 2009; INSEL et al., 2007,
BIANCHINI-PONTUSCHKA, 2003). Hortalicas, frutas, ovos, carne de frango, carneiro e boi
sdo fontes intermedidrias, enquanto o leite contém quantidades relativamente baixas de tiamina
(VANNUCCHI; CUNHA, 2009; BIANCHINI-PONTUSCHKA, 2003). No entanto, por ser

uma das vitaminas do complexo B mais sensiveis a temperatura, podem ocorrer perdas durante
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0 processamento térmico de alimentos (PRIORI et al., 2016; OLIVEIRA, 2014; BALL, 2006;
COULTATE, 1996).

Um aspecto a ser considerado € a existéncia de substancias com atividade anti-tiamina,
as quais podem estar presentes em folhas fermentadas e extratos de folhas de cha, nozes de
certos tipos de arvores, peixe cru, mariscos e café (cafeinado e descafeinado) (BRASIL, 2012).

A tiamina dietética esta principalmente na forma de derivados de fosfato e, antes da
absorcéo, estes sdo convertidos em tiamina livre por fosfatases intestinais. Embora os requisitos
normais para a tiamina em humanos possam ser atendidos por uma ingestdo diaria de 1-2 mg
(ANDERSON; VICKERY; NICOL, 1986), ndo ha evidéncias de efeitos adversos de doses
farmacol6gicas muito maiores, e esta € uma consideracdo importante no fornecimento de
suplementacédo para pacientes com defeitos na biodisponibilidade do cofator ativo (BROWN,
2014).

A absorcdo da tiamina ocorre por difusdo e transporte ativo no jejuno-ileo e se fosforila
na parede intestinal em pirofosfato de tiamina (TPP), forma ativa e cofator de importantes
complexos enzimaticos. Atua como coenzima no metabolismo dos carboidratos e aminoacidos,
sendo essencial nas reacGes que produzem energia da glicose e que convertem a glicose em
gordura para armazenamento nos tecidos (MORESCHI, 2006).

O estoque de tiamina ndo é grande e ocorre em varios 6rgdos, sendo que metade do teor
se encontra nos musculos esqueléticos, seguido de figado, coracao, rins e cérebro. A maior parte
de tiamina estocada, aproximadamente 80%, apresenta-se na forma de pirofosfato de tiamina e
0 excesso é rapidamente excretado pela urina e, em pequenas quantidades pela bile
(MORESCHI, 2006).

Segundo Suzuki et al. (2017), a concentragdo de tiamina no sangue é coordenada
principalmente pela absor¢do do intestino delgado, eliminagdo urinaria e reabsorcao.
Aproximadamente 53% da tiamina é excretada através da urina.

A tiamina possui um papel chave na manutengédo da funcdo celular normal e, devido ao
seu alto metabolismo oxidativo, o SNC ¢ particularmente vulnerdvel as deficiéncias da
vitamina. A deficiéncia de tiamina resulta em disfuncdo de vias enzimaticas celulares
relacionadas ao metabolismo energético, que sdo cruciais para as atividades e funcgdes
metabolicas da célula (BUTTERWORTH, 1993; BUTTERWORTH; KRIL; HARPER, 1993;
SHEU et al., 1998).

A tiamina possui papel central no metabolismo do tecido nervoso (MULHOLLAND,
2006; BUTTERWORTH, 2009). E cofator para varias enzimas envolvidas principalmente no
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catabolismo de carboidratos (piruvato desidrogenase, o-cetoglutarato desidrogenase e
transcetolase) e de aminoacidos de cadeia ramificada (complexo a-cetoacido desidrogenase de
cadeia ramificada), que sdo importantes para a biossintese de uma série de constituintes
celulares, incluindo neurotransmissores (HAAS, 1988), producdo de equivalentes redutores
utilizados na defesa ao estresse oxidante (VETRENO et al., 2012) e cofator criticamente
importante para geracdo de ATP mitocondrial via ciclo do &cido tricarboxilico (SUZUKI et al.,
2017). Além disso, a tiamina é essencial para o bom funcionamento das membranas
axoplasmaticas, mitocondriais e sinaptossomais, € atua contra agentes indutores de
citotoxicidade e repara membranas localmente (BA, 2008). Também intervém na transmissao
sinaptica e atua na diferenciacdo celular, na formacao de sinapses, no crescimento axonal e na
mielinogénese (HAAS, 1988; BA, 2005, 2008; KUMAR, 2010).

2.2 Deficiéncia de tiamina

Deficiéncias evidentes de vitaminas sdo raras em paises desenvolvidos, devido ao
suprimento alimentar generoso, variado e barato, a fortificacdo alimentar e ao uso de
suplementos (KUMAR, 2010; ATTIAS et al., 2012; RUSSELL; SUTER, 2016). Entretanto,
diversas deficiéncias nutricionais poderdo surgir em individuos pertencentes a algumas classes
de risco. Humanos cronicamente doentes, alcoolistas e pacientes apds cirurgia de by-pass
gastrico, se encontram em alto risco para desenvolvimento de mdultiplas deficiéncias
nutricionais (KUMAR, 2010; RUSSELL; SUTER, 2016). Além disso, as deficiéncias
subclinicas de vitaminas, como as diagnosticadas por exames laboratoriais, sdo bastante
comuns na populacdo normal, principalmente na faixa etéria geriatrica (RUSSELL; SUTER,
2016).

A DT ndo é considerada rara, particularmente em paises em desenvolvimento, no
contexto da ma nutrigdo generalizada (ATTIAS et al., 2012). Além disso, s&o também fatores
associados a DT: vomitos recorrentes, cirurgia gastrica, alcoolismo, dietas de restrigdo,
aumento da demanda com estado nutricional marginal e senilidade (MARQUES, 2004,
PITKIN; SAVAGE, 2004; CHAVES et al., 2007; KUMAR, 2007, 2010; TOREZAN, 2013;
LU et al., 2015). A necessidade diaria de tiamina é de 1,1 e 1,2 mg/dia para adolescentes e
adultos do sexo feminino e masculino, respectivamente, e de 1,4 e 1,5 mg/dia para gestantes e
nutrizes, respectivamente (BRASIL,2012).
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A DT tem relacdo firmemente estabelecida com doenca neuroldgica (ZACHARY, 2009;
ABDOU; HAZELL, 2015). Devido ao seu alto metabolismo oxidativo, o SNC ¢
particularmente vulneravel as deficiéncias da vitamina (BUTTERWORTH; KRIL; HARPER,
1993).

As lesbes no SNC induzidas pela DT s&o muito amplas e afetam diferentes estruturas
do SNC (KUMAR, 2010; VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013). Entretanto, estudos
histopatolégicos relacionam normalmente o envolvimento de degeneracéo e necrose neuronal,
status espongiosus, hemorragias multifocais, degeneracdo de mielina, tumefacdo astrocitica,
infiltracdo de células Gitter, infiltrado inflamatorio e hipertrofia e hiperplasia de células
endoteliais (KUMAR, 2010; VETRENO et al., 2012). Nos humanos, as areas frequentemente
afetadas sdo os corpos mamilares, hipotalamo e talamo, verme cerebelar superior, tronco
encefalico (incluindo a substdncia cinzenta periaquedutal, tegmento pontino e formacao
reticular do mesencéfalo), paredes do terceiro ventriculo e assoalho do quarto ventriculo
(VICTOR, 1971; KRIL, 1996). Pode haver envolvimento dos ndcleos dos terceiro e sexto
nervos cranianos, ndcleos vestibulares, locus ceruleus e, raramente, ndcleos vagais. Também é
descrito o envolvimento do coliculo, fornix, regido septal, hipocampo e cortex cerebral
(KUMAR, 2010).

Bioquimica e metabolicamente, a DT provoca a diminuicéo da piruvato desidrogenase,
a-cetoglutarato desidrogenase e transcetolase. Esta ultima é uma enzima da via das pentoses
que é responsavel por converter a glicose 6-fosfato em ribose 5-fosfato produzindo equivalente
redutor de NAPH (MARTIN et al., 2003). A piruvato desidrogenase converte o piruvato em
acetil coenzima A, a qual alimenta o ciclo do &cido citrico. Consequentemente, a reducdo da
atividade das enzimas piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato resultam em diminuicdo da
sintese de ATP (SINGLETON; MARTIN, 2001).

Uma vez que os niveis de tiamina sdo diminuidos no encéfalo, as atividades dessas
enzimas sdo afetadas, levando a alteracdes na atividade mitocondrial e gerando disfuncdes
metabdlicas (THOMSON; GUERRINI; MARSHALL, 2012). A TPP é um cofator necessario
em duas vias do metabolismo de carboidratos, que séo a via das pentoses e o ciclo de Krebs
(ciclo do &cido citrico) (RESENDE, 2012). Com a auséncia de TPP ocorre a diminui¢do de
adenosina trifosfato (ATP). O ciclo de Krebs € uma via metabolica que completa a degradacéo
oxidativa da glicose, dos acidos graxos e dos aminoacidos. Este ciclo ocorre nas mitocondrias
das células que utilizam oxigénio e, quando ocorre disfun¢do na produgdo de energia pelas
mitocOndrias, é gerado estresse oxidativo (RESENDE, 2012).
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O sistema nervoso central € mais propenso ao estresse e ao dano oxidativo,
influenciando na ocorréncia de doencas neurodegenerativas. O aumento do dano oxidativo, a
disfuncdo mitocondrial e defeitos nas proteinas constituem condi¢6es que levam a morte celular
de neurénios (COZZOLINO, 2012). O estresse oxidativo, importante causa de dano celular,
ocorre devido a um desequilibrio entre fatores pré-oxidantes e antioxidantes. O sistema de
defesa antioxidante busca manter o processo oxidativo dentro dos limites adequados e passiveis
de regulaco, impedindo maiores danos. E importante ressaltar que o organismo esté sujeito ao
estresse oxidativo ocasionado por espécies reativas de oxigénio (EROs) provenientes do meio
ambiente ou formadas no préprio organismo (BARBOSA et al, 2010; BARREIROS et al,
2006).

O oxigénio é essencial para a oxidagao de compostos organicos e producéo de energia
para o metabolismo celular (COMHAIR; ERZURUM, 2002). Uma pequena
quantidade do oxigénio consumido (2 a 5%) é reduzida, produzindo uma variedade
de substancias quimicas altamente reativas, denominadas especies reativas do
oxigénio (EROs) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; DAMASCENO et al.,2002).
As EROs podem provocar injuria tecidual (KINNULA et al., 1995) e, em altas
concentragdes, danificar organelas celulares, acidos nucleicos, lipideos e proteinas
(VALKO et al., 2007).

Tem sido demonstrado que as EROs podem interferir com a remocao do glutamato da
fenda sindptica, através da inibi¢do dos transportadores de alta afinidade (GLAST) (ERIKSON
et al., 2007). O consequente aumento dos niveis de glutamato extracelular é potencialmente
excitotdxico para os neurbnios (XU; XU; DENG, 2010), o que sugere que as lesdes neuronais
na DT resultem, em grande parte, da excitotoxicidade (TODD; BUTTERWORTH, 1998). O
glutamato na fenda pode se ligar aos receptores ionotropicos (os receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA), os de alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e o0s
receptores de cainato), levando a um aumento nos niveis intracelulares de calcio que pode ser
captado pelas mitocondrias, resultando em mudangas na permeabilidade da membrana
mitocondrial e geracdo de EROs e estresse oxidativo (ROTH, 2009). Adicionalmente, a
excitotoxicidade glutamatérgica e o estresse oxidativo também podem ativar varias vias de
sinalizacdo intracelular, incluindo as vias das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(MAPKSs) (CHEN et al., 2009; RAMA RAO et al., 2010).

As principais MAPKS séo as cinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2), c-

Jun NH2-terminal cinases 1 e 2 (JNK1/2) e as proteinas cinases ativadas por mitdégenos de 38
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kDa (p38MAPK) (WAETZIG; HERDEGEN, 2004). A cascata da ERK1/2 é primariamente
ativada por fatores de crescimento, regulando expressdo génica, embriogénese, proliferacéo,
sobrevivéncia, morte celular e neuroplasticidade (SCHENK et al., 2005). As proteinas cinases
IJNK e p38MAPK s50 ativadas por citocinas e insultos citotoxicos, estando frequentemente
relacionadas a estresse e morte celular (COWAN; STOREY, 2003). Entretanto, JNK e p3gMAPK

também regulam o desenvolvimento do SNC e a neuroplasticidade (WAETZIG; HERDEGEN,
2004).

Figura 2 - Vias de sinalizacéo das MAPKSs.

Fatores de Fatores de

crescimento,

Estimulo mitogenos
Y .2 N

crescimento,
citocinas, estresse

Raf, Mos, ) ' MEKK1/4,
MAPKKK TpI2 LK3, ASK

() v B a
¥

v v
L
Y v Y

!
g

) SAPKs -

Fatores de transcrigao,
enzimas, Hsp

Fatores de transcrigao,
enzimas, prot. sinapticas

Crescimento,
diferenciagao,
inflamagao, apoptose

v
Resposta Proliferacao,
biolégica diferenciagao,

sobrevivéncia

ASK1: cinase reguladora de sinal apoptotico 1; DLK: cinase ziper de dupla leucina; Hsp: proteina de choque
térmico; MAPKKK: cinase da cinase da proteina cinase ativada por mitdgeno; MAPKK: cinase da proteina cinase
ativada por mitégeno; MLK3: cinase 3 de linhagem mista; Mos: Moloney sarcoma oncogene; Raf: proteinas

cinases especificas para Ser/Thr; TAK: cinase ativada por TGF-; Tpl2: progressao de tumor locus-2.
Fonte: adaptado de Cowan e Storey (2003).

Dessa forma, pelas atividades coordenadas das vias de sinalizagdo intracelular,
processos  bioquimicos/funcionais relacionados ao desenvolvimento do SNC, a
neuroplasticidade, a sobrevivéncia e morte celular e até mesmo processos patoldgicos como as
doencas neurodegenerativas podem ser regulados (BRAZIL; YANG; HEMMINGS, 2004;
HADDAD, 2004; THOMAS; HUGANIR, 2004; AOUADI et al., 2006; SUBRAMANIAM,;
UNSICKER, 2006; WAYMAN et al., 2006; NAGAI et al., 2007; WANG; GRUNDKE-
IQBAL; IQBAL, 2007).
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Considerando que as proteinas cinases e seus alvos podem participar tanto de respostas
citoprotetoras como de respostas relacionadas a morte celular (CHU et al., 2004; RAIVICH,;
BEHRENS, 2006; SUBRAMANIAM; UNSICKER, 2006; DELIVORIA-PAPADOPOULOS;
ASHRAF; MISHRA, 2007; NAGAI et al., 2007) as implicacbes referentes a possivel
modulagéo e caracterizagdo do envolvimento das vias de sinalizagdo, como as MAPKSs e seus
alvos durante a DT no SNC, ndo sdo conhecidas e necessitam ser investigadas. Apesar de varios
estudos demonstrarem as diversas funcGes das vias de sinalizacdo intracelular, sao
extremamente escassos 0s trabalhos que relacionam a participacdo destas vias na
neurodegeneracao induzida pela DT.

Entretanto, apesar destes poucos trabalhos relacionarem a participacdo de algumas vias
de sinalizacdo intracelular na DT in vitro, ndo ha demonstracdes do envolvimento de outras
vias de sinalizacdo, nem trabalhos que demonstrem os mecanismos celulares in vivo, nem a
relacdo do envolvimento destas vias com manifestacGes clinicas e sequelas advindas das
doencas associadas a DT.

Apesar do estabelecimento de modelos experimentais em laboratério com roedores, e
da descricéo das disfuncdes neuroldgicas e danos cerebrais que resultam da DT, 0os mecanismos
precisos que conduzem as lesdes caracteristicas desse distdrbio permanecem obscuros. Ao
longo de muitos anos, tém sido propostos varios processos que podem levar a morte celular
neuronal focal nesta desordem neuroldgica. Mas, apesar dos esforcos concentrados para
relacionar esses processos a uma sequéncia clara de acontecimentos que culminam no
desenvolvimento da neuropatologia, poucos resultados foram obtidos e atualmente muito pouco
ainda se conhece sobre os mecanismos celulares envolvidos nos processos neurodegenerativos
da DT. Na encefalopatia de Wernicke, a disfuncéo inicial para partes-chave do sistema limbico,
que pode progredir rapidamente para danos estruturais, resulta em complicacbes graves e
muitas vezes fatais para as pessoas afetadas por este disturbio (ABDOU; HAZELL, 2015).

Embora as alteracOes de fase aguda da DT sejam consideradas facilmente trataveis pela
administracao de tiamina, e que a administracdo da vitamina permanece o remédio para muitos
dos problemas metabdlicos relacionados a encefalopatia de Wernicke, uma neuropatologia
crbnica e ndo responsiva a tratamento pode se desenvolver apos repetidos ataques de deficiéncia
(HARPER, 1983; ABDOU; HAZELL, 2015), sugerindo que uma intervencdo apropriada
durante estes episodios tem o potencial para atrasar ou prevenir o desenvolvimento de grandes
leses no SNC. Além disso, a propensdo dos individuos afetados em retornar aos fatores
causais, como hébitos associados ao &lcool e alimentacdo desbalanceada, que levam a episédios
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recorrentes de DT, representa um obstaculo importante para o tratamento bem-sucedido do
problema (ABDOU; HAZELL,2015).

Essa intervencdo, no entanto, s6 é possivel e com probabilidade de sucesso, se a
fisiopatologia subjacente a esta condicdo for bem compreendida, algo que continua seriamente
carente no momento (HAZELL, 2009). Assim, devido ao fato das lesdes neuroldgicas na DT
serem variadas e da falta de conhecimento detalhado dos mecanismos de morte celular
envolvidos no processo, que ndo permitem uma abordagem terapéutica mais eficiente, e da
necessidade de propiciar melhores condi¢des de sadde no pais, que tem exigido a utilizacdo de
novas estratégias nutricionais como a utilizacdo de dietas aprimoradas e uso de suplementacdo
especifica, criam-se condicBes de risco para a ocorréncia da DT, seja pela falta de acesso a
alimentacdo adequada ou, por situacfes especificas de maior predisposi¢cdo. Portanto, ha a
necessidade do desenvolvimento de pesquisas com o uso de modelos experimentais que

permitam melhor compreensdo da patogenia e assim, estratégias adequadas de tratamento.

2.2.1 Doencas causadas pela deficiéncia de tiamina

As doengas do SNC sdo bastante variadas, com ampla gama de agentes etiologicos e
normalmente resultam em importantes impactos em satde publica (OMS, 2007). Nas Américas
e no Brasil, a epilepsia e os acidentes vasculares cerebrais sdo as enfermidades neuroldgicas
mais prevalentes nos humanos, revelando a importancia socioeconémica e em saude publica
das enfermidades que acometem o SNC (WHO, 2004; MALTA et al., 2015). Entretanto, no
diagnostico diferencial das neuropatias, devido a similaridade de sinais clinicos e caracteristicas
epidemioldgicas, devem-se incluir todas as causas possiveis de doencas, inclusive as de origem
em distdrbios metabdlicos do SNC, como a DT (PADILHA et al., 2011).

2.2.1.1 Beribéri

O termo beribéri, adotado na terminologia médica, provém do cingalés (sinhalese),
lingua originéria da india e atualmente um dos idiomas em uso no Sri Lanka (antigo Ceil&o). O
significado da palavra beri é fraqueza e beri-beri, extrema fraqueza, assim escrito, pois, no
cingalés o superlativo é formado pela repeticdo da palavra (REZENDE, 2002).

O beriberi esta relacionado as situacdes que aumentam a demanda metabdlica de tiamina

ou que interferem em sua biodisponibilidade. A deficiéncia grave resulta em lesdes
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neuroldgicas, irreversiveis no beribéri. Quando ocorre degeneracdo mielinica os sintomas
podem regredir com o tratamento, mas geralmente retornam algum tempo depois, pois a
administracdo de tiamina ndo cura a leséo ja estabelecida, apenas evita que ocorra progressao
(SAUDE, 2012).

Em nivel mundial, o beribéri ndo é mais uma doenca largamente difundida na
populacdo. Apenas focos isolados tém sido observados nos Gltimos 20 anos entre refugiados e
comunidades restritas, como a que acometeu detentos de uma penitenciaria na Costa do Marfim,
tripulacGes de navios na Tailandia, refugiados butaneses no Nepal, e fuzileiros navais na
Colémbia (BRASIL, 2012).

No Brasil, desde 2006 (Quadro 1), os casos mais recentes de beribéri tém sido
notificados nos Estados do Maranh&o e Tocantins. Além disso, em 2008, foram identificados
casos suspeitos em indigenas das etnias Ingaricé e Macuxi, em Roraima (CERRONI et al.,
2010; BRASIL, 2019). No municipio de Araguaina, entre os anos de 2012 e 2016 foram
registrados 20 casos (Figura 3). Em 2011, a Coordenacao-Geral de Alimentacédo e Nutricdo do
Ministério da Saude, desenvolveu o “Guia de Consulta para Vigilancia Epidemiologica,
Assisténcia e Atenc¢do Nutricional dos Casos de Beribéri”, apos a oficina de formagdo e
desenvolvimento dos trabalhadores da satide para o enfrentamento do beribéri, lancado em 2012
(BRASIL, 2012).

Quadro 1 - Evolugdo no nimero de casos confirmados de beribéri. Brasil, 2006 a 2014*, n = 2.213

Estados 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014*
Maranhé&o 434 551 226 134 50 8 14 1 12
Tocantins 9 18 41 20 42 10 11 39 13**
Roraima 0 0 52 226 71 55 100 14 62
Total 443 569 319 380 163 73 125 54 87

Fonte: Brasil, 2015/Banco de dados das Secretarias Estaduais de Saide do MA, TO e RR, 2004 a 2014.
*Dados parciais.
**Araguaina, Brasilandia do Tocantins, Couto Magalhdes, Goiatins, Itacaja, Sandolandia e Tocantinépolis.



25

Figura 3 - Numero de casos de beribéri notificados no municipio de Araguaina, TO, 2012 a 2016.
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Fonte: FORMSUS, 2012 a 2016.

As formas clinicas do beribéri podem apresentar-se isoladas ou associadas, sendo
classificadas como: beribéri seco — caracterizado por neuropatia sensitivo-motora bilateral e
simétrica, com distribuicdo em bota e luva; beribéri imido — caracterizado por insuficiéncia
cardiaca de alto débito devido a retencdo de sddio e agua, vasodilatacdo periférica e
insuficiéncia biventricular, e beribéri Shoshin — que se refere a insuficiéncia cardiaca
fulminante, de inicio subito, com acidose latica e insuficiéncia biventricular. A palavra Shoshin
deriva do japonés, em que sho significa “dano agudo” e shin, significa “coragdo” (BRASIL,
2012).

O diagnostico de beribéri é clinico e o tratamento é feito com reposi¢do de tiamina.
Pode-se realizar diagndstico laboratorial através da analise da tiamina sérica, da excrecédo
urinéria de tiamina e da atividade da transcetolase de eritrocitos (exames nao disponiveis no
Sistema Unico de Saude). Entretanto, a resposta clinica ao tratamento empirico com tiamina é

usada para confirmar o diagndstico (BRASIL, 2012).
2.2.1.2 Encefalopatia de Wernicke e Sindrome de Wernicke-Korsakoff
De acordo com Silva e Enes (2013), o abuso de alcool é um dos mais sérios problemas

de saude publica, e a sindrome de Wernicke- Korsakoff (SWK) é uma das mais graves

consequéncias do alcoolismo.
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Pela primeira vez, em 1881, foi descrita uma doenga de inicio subito, caracterizada por
paralisia dos movimentos oculares, marcha ataxica e confusdo mental. Esta descrigéo foi feita
por Carl Wernicke, que observou esses sintomas em trés pacientes, dois alcoolistas e uma
paciente com vOmitos persistentes apds ingestdo de &cido sulfurico, que se apresentaram com
estupor progressivo, evoluindo para o coma e morte (ZUBARAN, 1996).

Os aspectos patologicos descritos por Wernicke foram hemorragias na substancia
cinzenta ao redor do terceiro e quarto ventriculos e do aqueduto de Sylvius, quando denominou
a doenga de “polioencephalitis hemorrhagica superioris” (WERNICKE, 1981).

A SWK consiste em duas fases distintas de um mesmo processo patolégico:
inicialmente surge a Encefalopatia de Wernicke (EW), fase aguda da sindrome, caracterizada
pela triade clinica classica de estado confusional agudo (perturbacdo aguda e flutuante da
atencdo e do correto processamento dos estimulos originados do meio externo), oftalmoparesia
(paresia de um ou mais musculos extraoculares) e ataxia (perda da coordena¢do motora). O
nistagmo (movimentos oculares involuntarios e oscilatorios) também é caracteristico desta fase.
Com a progressao do processo patologico, a encefalopatia pode progredir para um quadro
crébnico — sindrome de Wernicke-Korsakoff — marcado por uma amnésia anterégrada
(incapacidade de formar novas memorias) e confabulacéo (produtos falsos da memdria). Se a
identificacdo e abordagem terapéutica desta sindrome forem tardias podera surgir estupor, coma
e, eventualmente, a morte (SILVA; ENES, 2013).

Na EW, o achado caracteristico € o envolvimento do corpo mamilar e, nos pacientes
com SWK geralmente ha envolvimento do nicleo mediano dorsal do tdlamo (KUMAR, 2010;
ABDOU; HAZELL, 2015). Em roedores de laboratério (ratos e camundongos utilizados em
modelos experimentais de DT) a patologia largamente mimetiza o distirbio que acomete o
humano. As lesdes nestes animais normalmente sdo encontradas nos nucleos talamicos, corpos
mamilares, cerebelo, tectum, substéncia cinzenta periaquedutal e cortex frontal e parietal
(VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013).

2.2.2 Tratamento das doencas relacionadas a DT

O tratamento basico dos disturbios relacionados a DT envolve a administracao de altas
doses da vitamina B1 (ABDOU; HAZELL, 2015). A recomendacdo terapéutica padrao inclui
a administracdo de tiamina em doses de 50-300 mg/dia (intravenosa, intramuscular ou oral)
(KUMAR, 2007, 2010). Em casos de EW, doses ainda maiores podem ser necessarias e, em
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casos de beribéri infantil, sdo recomendados 5-20 mg de tiamina parenteral (KUMAR, 2010).
Entretanto, devido as extensas e variadas alteracdes em vias metabdlicas celulares, atualmente
tém-se buscado novas estratégias terapéuticas, que, juntamente com a terapia padrdo com
tiamina, objetivam reduzir o surgimento de danos neurologicos permanentes (ABDOU;
HAZELL, 2015).

Nesse sentido, tém sido investigados, sob diversos aspectos, 0 uso de substancias anti-
inflamatdrias  (flunixina  meglumina, dimetilsulfoxido, dexametasona, nimesulida,
minociclina), diuréticos (furosemida, manitol), antioxidantes (minociclina), substancias que
incrementam a captacdo de glutamato (ceftriaxona, composto NP031112), bloqueadores de
receptores glutamatérgicos (flupirtina), terapia com células tronco (precursores neuronais) e
uso de nanoparticulas (com éxido de cério) (ABDOU; HAZELL, 2015; APLEY, 2015).
Substancias como o dimetilsulféxido (DMSQO) e o Trolox, devido as suas propriedades
farmacoldgicas, constituem-se como interessantes alternativas.

O DMSO é uma substancia organica de formula quimica C2HsSO, com um dominio
altamente polar e dois grupos apolares, tornando-se sollvel tanto em meio aquoso quanto
organico (ROSENBAUM; HERSCHLER; JACOB, 1965). DMSO é um composto conhecido
desde a segunda metade do século XIX como um solvente organico potente. Em 1980 foram
descobertas suas propriedades anti-inflamatdria e citoprotetora (BLYTHE et al., 1986;
BRAYTON, 1986). Tornou-se um dos agentes farmacoldgicos mais estudados, porém, um dos
menos compreendidos, pois possui versatilidade de mecanismos de acdo (JACOB,;
HERSCHLER, 1983).

O DMSO possui agdo anti-inflamatdria e citoprotetora, € mais eficaz na inflamacéo
aguda, modulando a cascata do acido araquidénico (STONE, 1993) e sobre o fator de agregacao
plaquetéria (BRAYTON, 1986). Além disso, possui eficicia na remocdo de radicais livres
produzidos por neutréfilos, envolvidos na evolugdo do distarbio circulatorio que precede a
necrose (BLYTHE et al., 1986). DMSO também tem propriedade diurética, com potencial acéo
em reverter alteragbes neuroldgicas decorrentes de traumatismos cranianos, com
desenvolvimento de aumento da pressdo intracraniana em pacientes normovolémicos, sem
alteracoes eletroliticas (BLYTHE et al., 1986). O DMSO ¢ indicado para remog&o de radicais
livres envolvidos na lesdo de reperfusdo (STONE, 1993).

O Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) € um potente

antioxidante hidrossoluvel sintético, analogo a vitamina E, com mecanismo de agdo que
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envolve a remocdo de radicais peroxil (WU et al., 1990; KUMAR; SUGENDRAN;
VIJAYARAGHAVAN, 2001).

Os antioxidantes agem como protetores celulares, que impedem a formacéo e/ou as
acOes de EROs. Espécies reativas de oxigénio sdo continuamente geradas em condicdes
fisiologicas. Baixas concentracdes de EROs podem ser benéficas, ou até mesmo indispensaveis,
em processos como a sinalizagéo intracelular e defesas contra microrganismos. No entanto,
quando as defesas antioxidantes naturais do organismo sdo dominadas por uma producao
excessiva de EROs, em uma situacdo de “estresse oxidativo”, macromoléculas celulares e
extracelulares (proteinas, lipidios e &cidos nucleicos) podem sofrer danos oxidativos, resultando
em lesdo tecidual (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; SERKEDJIEVA, 2010). O radical
hidroxila (OH") é o produto mais reativo de ERO, formado por sucessivas reagdes no
metabolismo celular. E o principal responsavel pelos efeitos citotoxicos observados em
organismos aerobios (YANG et al., 2001).

Prejuizos na capacidade oxidativa da célula, induzidos pela DT, também aumentam a
expressdo de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), levando a excessiva producdo de 6xido
nitrico (NO) (CALINGASAN; GIBSON, 2000). O NO pode interagir com o radical livre
superdxido e resultar na formacdo de peroxinitrito, um potente oxidante associado com
toxicidade e dano celular (HAZELL; BUTTERWORTH, 2009). E interessante ressaltar que
tanto o NO quanto o peroxinitrito podem inibir a atividade da a-cetoglutarato desidrogenase,
que consequentemente pode exacerbar a disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo (PARK
et al.,, 1999; HAZELL; BUTTERWORTH, 2009). Nesse sentido, estudos relatam altas
concentracdes de espécies reativas de oxigénio (EROs) no talamo e cortex cerebral em
individuos com DT (LANGLAIS et al., 1997). Assim, a DT resulta em um ciclo vicioso, onde
diminuicdes da atividade da a-cetoglutarato desidrogenase catalisam excessiva producao de
EROs, que por sua vez inibem a capacidade da a-cetoglutarato desidrogenase em regular o
funcionamento do ciclo do acido tricarboxilico (HAZELL; BUTTERWORTH, 2009).

Dessa forma, a utilizagdo de compostos com propriedades farmacoldgicas antioxidantes
e anti-inflamatorias, pode constituir importante estratégia para atenuar os efeitos deletérios da
DT. Particularmente, em individuos sob risco de desenvolvimento de DT recorrente, situagdo
tipicamente associada ao estabelecimento de sequelas neuroldgicas irreversiveis (ABDOU;
HAZELL, 2015; KUMAR, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de distarbios celulares e comportamentais nos animais-modelo em
fases tardias da doenca e em episddios recorrentes de DT, com o intuito de delinear estratégias
neuroprotetoras eficientes, a fim de amenizar sequelas neurologicas e auxiliar na determinacao

de futuros protocolos terapéuticos.

3.2 Objetivos Especificos

O trabalho visa trés abordagens especificas:

1 — Avaliagdo dos mecanismos celulares e lesdes no SNC
a) ldentificar e quantificar as areas encefélicas afetadas por meio do método de
viabilidade celular do TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio), utilizando fatias
encefélicas de camundongos tratados;
b) Caracterizar as alteracGes histoldgicas nas areas afetadas pela DT;
c) Determinar a possivel modulacdo das vias das MAPKs (ERK1/2) nas estruturas

encefalicas envolvidas na neurodegeneracdo induzida por DT.

2 — Caracterizacdo dos efeitos neurolégicos da DT em estagios tardios e em episddios
recorrentes
a) Determinar as alteragdes comportamentais psicomotoras tardias nos animais, apos
insulto agudo de DT, seguido ou néo de tratamento de recuperacao;
b) Determinar as alteracbes comportamentais psicomotoras apds episodios repetidos de

insulto agudo de DT, seguidos ou ndo de tratamentos de recuperacéo.

3 — Avaliacdo de efeitos protetores de substancias potencialmente terapéuticas
a) Investigar a eficacia de um protocolo terapéutico auxiliar e a possivel agédo
neuroprotetora do agente antioxidante Trolox e do agente anti-inflamatério
dimetilsulfoxido (DMSQO) no modelo in vivo de DT, com ou sem tratamento concomitante

com tiamina, analisando os animais em tempos especificos apds insulto agudo Unico ou
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repetido de DT, sob as Oticas da patogénese (viabilidade celular, modulagdo de MAPKS,

lesBes morfoldgicas) e comportamental.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

No modelo experimental in vivo para o estudo de DT sobre o SNC, foram utilizados
camundongos Swiss com idade pos-natal de 50 dias. Os animais foram produzidos em biotério
préprio (Laboratério de Patologia Experimental da UFT) e mantidos, manipulados e
eutanasiados por decapitacdo de acordo com o cddigo de ética de utilizacdo de animais para
pesquisa, conforme protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFT
(CEUA-UFT, processo n° 23101.001419/2018-83).

4.2 Tratamentos in vivo — modelo de deficiéncia de tiamina
O modelo de deficiéncia dietética de tiamina em conjunto com injecGes do antagonista
de tiamina, piritiamina, foi utilizado. Os animais foram organizados em dois protocolos de

inducdo de deficiéncia seguido de recuperacdo. Camundongos foram separados em 10 grupos

por protocolo (n =6 por grupo) e submetidos a diferentes tratamentos (Quadro 2).

Quadro 2 - Distribuicdo dos grupos experimentais e tratamentos do modelo de deficiéncia de tiamina.

TRATAMENTOS
GRUPO EXPERIMENTAL
Inducéo de deficiéncia Recuperacéo
Grupo 1 — Controle (Cont) Ragao AIN-93M + Ragao AIN-93M +
solucéo salina solucéo salina
Grupo 2 — Deficiente (Ptd) Ragao AIN-93DT + Ragao AIN-93M +
Piritiamina solugdo salina
Grupo 3 — Deficiente com tiamina (Ptd+Tm) Ra(;ao_ A!N'%DT * Ragdo .AIN'%M *
Piritiamina tiamina
Grupo 4 — Deficiente com Trolox (Ptd+Tr) Ragdo AIN-93DT + Ragdo AIN-93M +
Piritiamina Trolox
Grupo 5 — Deficiente com DMSO Racdo AIN-93DT + Racdo AIN-93M +
(Ptd+Dmso) Piritiamina DMSO
Grupo 6 — Deficiente com tiamina e Trolox Racdo AIN-93DT + Ragdo AIN-93M +
(Ptd+Tm+Tr) Piritiamina tiamina + Trolox
Grupo 7 — Deficiente com tiamina e DMSO Racdo AIN-93DT + Racdo AIN-93M +
(Ptd+Tm+Dmso) Piritiamina tiamina + DMSO
Grupo 8 — Controle tiamina (Tm) Ragdo ASIN'Q.BM * Ragao -AII\.I-93M *
solucgéo salina tiamina
Grupo 9 — Controle Trolox (Tr) Ragao AIN-93M + Ragao AIN-93M +
solucdo salina Trolox
Racdo AIN-93M + Racdo AIN-93M +
Grupo 10 — Controle DMSO (Dmso) solucio salina DMSO
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Dentre os grupos, quatro foram grupos controle, que receberam solucdo salina (NaCl
0,9%) ou substancias neuroprotetoras (tiamina, Trolox e dimetilsulfoxido) e seis foram grupos
deficientes, que receberam piritiamina seguido ou ndo de substancias neuroprotetoras.

Os tratamentos supracitados, organizados em dois protocolos de inducgéo de deficiéncia
seguido de promocéo de recuperacgéo (tratamentos com substancias neuroprotetoras) (KE et al.,
2003), foram denominados protocolo A, com episédio Unico de deficiéncia seguido de
recuperacdo, e protocolo B, com dois episodios repetidos de deficiéncia, intercalados com
recuperacdo. No protocolo A, os animais foram submetidos a um periodo de tratamento com
duracdo de 9 dias para inducdo de DT, seguido de um periodo de tratamento de recuperago
(Rec) de 7 dias com as substancias neuroprotetoras. No protocolo B, os animais foram
submetidos a um 1° periodo de inducdo de DT com duracédo de 9 dias (DT 1), sequido por um
periodo de 7 dias de tratamento de recuperacdo com as substancias neuroprotetoras (Rec 1),
submetidos a um 2° periodo de inducéo de deficiéncia de 9 dias (DT 2), terminando com novo
periodo de tratamento de 7 dias com substancias neuroprotetoras (Rec 2). Apds os periodos dos
protocolos A e B, foram realizadas as analises (Figura 4).

Durante os tratamentos dos protocolos A e B, 0s pesos corporais dos animais também
foram monitorados, como parametro de avaliacdo metabdlica geral. Para a analise, adotamos
um procedimento de normalizacdo dos pesos corporais entre 0S grupos, Com 0S pesos iniciais
(dia zero) considerados iguais a 1,00, e as varia¢Oes de ganho ou perda relativos a este valor,

Os resultados obtidos foram expressos como meédias, + erro padrdo da média (E.P.M).
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Figura 4 - Delineamento experimental do modelo de deficiéncia de tiamina em insulto agudo Unico ou repetido,
e avaliagdo da eficécia de substancias neuroprotetoras.

-
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S = O dias ARl
=7 dias ot Comportamental 5 Rotarod
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* Viabilidade celular
" Anilise estatistica

DT = periodo de inducéo de deficiéncia de tiamina (Grupos 1, 8, 9 e 10 — tratamento com salina; Grupos 2, 3, 4,
5, 6 e 7 — tratamento com piritiamina); Rec = periodo de recuperagdo (Grupos 1, 2, 8, 9 e 10 — tratamento com
salina e/ou substancias neuroprotetoras; Grupos 3, 4, 5, 6 e 7 — tratamento com substancias neuroprotetoras:
Tiamina, Dimetilsulféxido e Trolox).

Fonte: Laboratorio de Patologia Experimental da UFT (2020).

Os grupos controle 1, 8, 9 e 10, receberam ao longo de todo o tratamento racdo padrao
AIN-93M (PRAG Solucbes Biociéncias, SP, Brasil), segundo o American Institute of Nutrition
(Anexos 1 e 2) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Os grupos 2, 3, 4, 5, 6 e 7 receberam
racao deficiente em tiamina AIN-93DT (PRAG Solugdes Biociéncias, SP, Brasil) durante os
periodos de inducdo de deficiéncia, e racdo padrdo AIN-93M durante os periodos de
recuperagdo. Os constituintes da dieta DT séo idénticos aos da dieta padréo, exceto a falta da
vitamina.

Os grupos receberam agua e racdo ad libitum e, diariamente, injecfes intraperitoneais
(i.p.) de solucéo salina (controles; Grupo 1), piritiamina (deficientes, 0,5 mg/kg; Grupos 2, 3,
4,5, 6 e 7) e/lou os neuroprotetores tiamina (100 mg/kg, Grupos 3, 6, 7 e 8), Trolox (1 mg/kg;
Grupos 4, 6 e 9) ou DMSO (1 ml/kg em solucdo 10% em salina; Grupos 5, 7 e 10). Os volumes
injetados foram ajustados para 0,1 ml/10 g de peso corporal (CALINGASAN et al., 1996;
CORDOVA et al., 2012).
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4.3 Andlise comportamental

Para os testes de comportamento psicomotor, os animais foram testados em rotarod
(Figura 5A), na arena de campo aberto (Figura 5B) e no labirinto aquatico de Morris (LAM,;
Figura 6). Os animais foram habituados & sala de ensaio durante 1 h antes de iniciar os testes,
que foram realizados durante a fase clara do ciclo circadiano (10h00-17h00).

Figura 5 - Aparatos para testes comportamentais. (A) Rotarod e (B) arena tipo campo aberto.

Fonte: Arquivo fotografico do Laboratério de Patologia Experimental UFT.

Figura 6 - Piscina circular com plataforma submersa para teste do labirinto aquatico de Morris.

Fonte: Arquivo fotografico do Laboratério de Patologia Experimental UFT
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O rotarod foi utilizado para avaliar os efeitos dos tratamentos no equilibrio e
coordenacdo motora dos animais (AGUIAR JR. et al., 2009). A tarefa consistiu de duas etapas:
condicionamento (treino) e teste (JIANG et al., 2004; CORDOVA et al., 2012). Primeiramente,
os animais foram condicionados no cilindro estacionario durante 30 s, seguido por um periodo
de 90 s no cilindro com rotacédo fixa em 5 RPM. Os animais que falharam nesta primeira etapa
ainda foram submetidos & no maximo duas sessdes adicionais de condicionamento. A falha na
terceira sessdo de condicionamento, foi critério de exclusdo para as sessoes de teste. Com este
procedimento, 0s animais devem apresentar valores basais semelhantes para todos 0s grupos.
Trinta minutos apds a Gltima sessdo de condicionamento, os animais foram testados no rotarod
e 0 tempo de laténcia da queda foi gravado para determinar o grau de coordenagdo motora. O
teste consistiu em duas sessdes diarias do rotarod com duracdo maxima de 5 min, intervalos de
30 minutos entre as duas sessdes, iniciando a velocidade de 5 RPM e com aumento de 0,1
RPM/s, atingindo 0 méaximo de 35 RPM, realizado 24 h ap6s o ultimo dia de tratamento dos
protocolos A e B.

Os testes de campo aberto avaliaram a atividade locomotora, realizados em arena
circular de 300 mm de didmetro, com base acrilica branca dividida em 12 quadrantes e parede
cilindrica de acrilico transparente (Bonther, SP, Brasil). Os testes tiveram duracdo de 10 min e
foram avaliados os seguintes parametros: distancia percorrida (nimero de quadrantes
ultrapassados com 0s quatro membros), nimero de bolos fecais eliminados, nimero de
levantamentos (rearing; levantamentos completos dos dois membros anteriores) e nimero de
movimentos de limpeza (grooming) (AGUIAR JR. et al., 2009; CORDOVA et al., 2012). Os
ensaios de campo aberto foram realizados em duas etapas. A primeira etapa (dia zero) foi
realizada no primeiro dia de tratamento dos animais e, a segunda realizada 24 horas apds o
ultimo dia dos tratamentos (PEREIRA et al., 2017; MORAES et al., 2018). Os resultados
obtidos foram expressos em porcentagem das aferi¢cdes dos Ultimos dias em relacdo ao dia zero
(100%) + E.P.M.

O labirinto aquatico de Morris (LAM) foi utilizado pra avaliar a memoria espacial dos
animais (MORRIS, 1984; VORHEES; WILLIAMS, 2014). Foi realizado em uma piscina
circular de polietileno, com 1,20 m de didmetro e 65 cm de altura, preenchida com agua a 25°
C até o nivel de 25 cm. A piscina foi dividida em quatro quadrantes imaginarios denominados
NW (noroeste), SW (sudoeste), NE (nordeste) e SE (sudeste). Uma plataforma circular branca
(8 cm de diametro) foi colocada a 2 cm abaixo do nivel da agua em um dos quadrantes,

denominado quadrante alvo. Para evitar a localizagdo visual da plataforma, foram dissolvidos
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aproximadamente 100 g de leite de vaca desnatado em pé na agua, tornando-a turva. A piscina
ndo possuia nenhuma pista, marca ou sinal interno, mas se encontrava alocada em uma sala de
5 x 6 m, com pistas visuais fora do labirinto (p.ex., cartazes, equipamentos, armarios, mesa).
Para o treinamento, cada animal foi submetido a uma sessdo de quatro passagens por dia,
durante cinco dias consecutivos, perfazendo o teste de aprendizado, realizado antes do inicio
dos tratamentos. O intervalo das passagens foi 0 mesmo para todos os animais em cada sessao
(10 minutos). Os camundongos foram colocados na piscina, com a face voltada para um dos
guadrantes, de maneira que 0 mesmo animal iniciasse o teste a partir de quadrantes diferentes
(pseudo-randomizacéo). Em todas as sessdes, a plataforma foi colocada no quadrante sudeste.
Os animais permaneceram na piscina até encontrarem a plataforma e, caso ndo a encontrassem
em 60 segundos, eram gentilmente guiados até ela pelo experimentador. Ao encontrarem a
plataforma, os animais permaneciam por 15 segundos.

Nas sessOes de testes, cada animal foi colocado na piscina por no maximo 120 segundos,
para determinacdo do tempo de laténcia para localizacdo da plataforma, perfazendo o teste de
memoria. A laténcia para encontrarem a plataforma foi registrada. Este teste foi realizado no
primeiro dia dos tratamentos (comportamento basal) e 24 h apds o ultimo dia dos tratamentos,
de cada protocolo (CARVALHO et al., 2006; PINTO et al., 2006).

4.4 Andlise histopatoldgica

Para avaliacdo morfoldgica de alteraces degenerativas e de morte celular no SNC, foi
utilizada a técnica de rotina para preparacdo de cortes histopatoldgicos do encéfalo dos
camundongos, apos os tratamentos.

Apbs os tratamentos, 0 SNC dos animais foi coletado e fixado em paraformaldeido 4%
durante uma semana. Apos este periodo, os tecidos foram rotineiramente processados e
incluidos em parafina, seccionados em 5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina
(HE) ou violeta de cresila (VC) (TOLOSA et al., 2003). As anélises histopatologicas foram
realizadas com um microscopio trinocular Bioptika B20T acoplado a uma camera digital
ISH500 CMOS-5.0 (Tucsen Photonics, Fujian, China). As imagens foram projetadas em
monitor e capturadas com o programa TCapture v.4.3.0.605 (Tucsen Photonics, Fujian, China),
em objetiva 40x.

Para as analises histopatologicas, foram utilizados dois métodos: a determinacdo do

escore médio de lesdes (EML) e a morfometria para quantificacdo celular. O EML foi baseado
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na incidéncia de lesbes, em avaliacdo cega das laminas, com a classificacdo em valores
numericos para cada animal e regido anatémica: grau 0 (auséncia de lesbes), grau 1 (lesdes
minimas), grau 2 (lesbes leves), grau 3 (lesdes moderadas) e grau 4 (lesbes acentuadas)
(SCHWAIGER et al., 1997; PEREIRA et al., 2017; ANJANEYA et al., 2018; MEDEIROS et
al., 2020). A morfometria para quantificagdo celular foi realizada em diferentes estruturas do
SNC, com avaliacdo de trés campos de grande magnificacdo (CGM, 40x) para cortex cerebral
e talamo, dois CGM para hipocampo (giro denteado) e um campo de pequena magnificacao
(CPM, 10x) para hipotalamo. As avaliacdes foram realizadas em areas padronizadas para todas
as regides anatébmicas de cada animal, em cortes corados com VC ou HE (tdlamo) (TUREYEN
etal., 2004; ZHU et al., 2015; CHO; LEE; SONG, 2017).

4.5 Processamento das amostras e western blot

As estruturas de interesse (primariamente cértex cerebral e talamo) foram
homogeneizadas ao final dos tratamentos, conforme descrito por Cordova et al., 2012. Para o
preparo das amostras, as estruturas foram homogeneizadas em Tampdo de Amostra (200/mM
de Tris, 40/mM de EDTA, 4% de SDS, pH 6,8) em relagdo p/v de 0,25/g tecido/ml. O
homogenato foi fervido por 5 min., e sobre essa solugdo de amostra foi adicionado Tampéo de
Diluicdo na proporcdo de 1:4 (40% glicerol, 50/mM de Tris e azul de bromofenol) e B-
mercaptoetanol na concentracdo final de 5% (v/v). As proteinas totais das amostras foram
dosadas pelo método de Lowry modificado (PETERSON, 1977).

As amostras foram separadas atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
SDS (SDS-PAGE). As proteinas foram transferidas para nitrocelulose em sistema wet e as
formas totais e fosforiladas foram identificadas através do uso de anticorpos especificos para
ERK1/2 e p38MAPK (CORDOVA et al., 2004, 2012). A revelagdo dos immunoblottings foi
realizada através de método com cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (CORDOVA et al.,
2011; MEDEIROS et al., 2020) e a densitometria das bandas foi determinada com o uso do
programa Image J v.1.52k (National Institutes of Health, EUA). Os niveis de fosforilagdo foram

obtidos pela relagdo das densidades dpticas das formas fosforilada/total (POSSER et al., 2007).
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4.6 Determinacéao de viabilidade celular

O teste de viabilidade celular baseia-se ha mensuracdo de cromdgeno produzido por
desidrogenases mitocondriais a partir da reducdo do TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio)
(GAO, 2008). O resultado baseia-se na relacdo direta entre atividade mitocondrial (viabilidade
da célula) e a quantidade de pigmento gerado.

As avaliacdes foram realizadas em fatias do SNC, preparadas conforme descrito por
Cordova et al. (2004). Resumidamente, os encéfalos dos camundongos tratados foram retirados
a 4 °C e fatiados na espessura de 500 um. As fatias de encéfalo foram mantidas em tampéao
HEPES-salina (124 mM de NaCl, 4 mM de KCI, 1,2 mM de MgSOs, 25 mM de HEPES, 12
mM de glicose e 1 mM de CaCl,, pH 7.4) em temperatura ambiente por 30 min e em seguida,
incubadas no mesmo tampéo por 30 min. com TTC 1% a 37 °C. Apds o periodo de incubacéo,
o0 tampdo HEPES-salina com TTC foi retirado e as fatias foram fixadas em paraformaldeido a
4% e escaneadas (BEDERSON et al., 1986; GAO et al., 2008; MORAES et al., 2018). A
viabilidade celular foi determinada pela quantidade de cromoégeno formado (formazan
vermelho insoluvel), avaliado por densitometria Optica com o programa Image J v.1.52k
(National Institutes of Health, EUA).

4.7 Andlise estatistica
Os dados sdo expressos como média + E.P.M., e a significancia estatistica determinada

pela analise de variancia, seguida do teste post-hoc de Duncan quando apropriado. Os

resultados sdo considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADO

5.1 Ganho de peso corporal

Os animais submetidos ao protocolo A, mostraram significativa reducdo de ganho de
peso corporal apos o periodo de inducao de deficiéncia de nove dias (Figura 7), comparados ao
controle (p <0,02). O grupo Ptd, entretanto, ndo apresentou queda significativa, devido a maior
variacdo entre os individuos do grupo. As substancias protetoras (tiamina, Trolox e DMSO),

atenuaram parcialmente este efeito apds o periodo de recuperacdo (Rec).

Figura 7 - Ganho de peso corporal dos camundongos apds um episddio de deficiéncia de tiamina e tratamentos
de recuperacgdo (protocolo A).
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Dados sdo expressos como média + E.P.M. dos valores relativos ao dia zero (peso inicial, n = 6). Analise por
ANOVA seguida do teste Duncan. @ p < 0,05 comparado ao controle.

No protocolo B (Figura 8), todos os grupos de animais deficientes exibiram perda de
peso apos o primeiro ciclo de inducao de deficiéncia (DT 1; p <0,001). Porém, ap0s o primeiro
periodo de recuperacdo (Rec 1), os tratamentos reverteram este efeito, exceto no grupo que
recebeu tiamina associada ao DMSO (grupo Ptd+Tm+Dmso, p = 0,002 em rela¢do ao grupo
Cont). Apds o segundo periodo de inducéo de deficiéncia (DT 2), houve perda de peso nos
animais dos grupos Ptd+Dmso (p = 0,020, em relac¢éo ao grupo controle) e Ptd+Tm+Dmso (p
=0,00002, em relacdo ao grupo Cont; p =0,0021 em relagéo ao grupo Ptd). Ao final do periodo
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de recuperacdo (Rec 2), o grupos tratados com tiamina (Ptd+Tm; p = 0,037 em rela¢do ao grupo
Cont) e tiamina associada ao DMSO (grupo Ptd+Tm+Dmso; p = 0,00002 em relagéo ao grupo

Cont; p =0,00007 em relagédo ao grupo Ptd) nao recuperaram o peso corporal.

Figura 8 - Ganho de peso corporal dos camundongos ap6s dois episodio de deficiéncia de tiamina e tratamentos
de recuperacéo (protocolo B).
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Dados sdo expressos como média + E.P.M. dos valores relativos ao dia zero (peso inicial, n = 6). Analise por
ANOVA seguida do teste Duncan. 2 p < 0,05 comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd.

5.2 Analise comportamental

Nos animais submetidos ao protocolo A, o campo aberto (Figura 9) revelou que o grupo
Ptd aumentou as atividades de levantamentos (31,62% + 7,08, p = 0,049) e limpezas (34,81%
+ 6,50, p = 0,045), comparados ao controle. Os grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso
apresentaram reversao dos efeitos da DT no levantamento apds o periodo de recuperagao, com
valores abaixo dos controles (-13,65 e -11,4%; p = 0,01 em relagdo ao Ptd). Entretanto, na
limpeza, somente Trolox (-34,67% + 9,23, p = 0,002 em relacdo ao Ptd) e DMSO (-29,44% +
8,94, p = 0,004 em relacdo ao Ptd) isoladamente reduziram o efeito da DT. Por outro lado, 0s
grupos Ptd+Tr e Ptd+Dmso aumentaram a atividade locomotora (63,31% + 18,42 e 49,34% =+

7,74; p = 0,002 em relagéo ao controle).
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Figura 9 - Avaliagcdo em campo aberto de camundongos ap6s um episddio de deficiéncia de tiamina e
tratamentos de recuperacdo (protocolo A).
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(A) Distancia percorrida, (B) atividade de levantamentos, (C) atividades de limpezas e (D) eliminacdo de bolos
fecais. Dados sdo expressos como média + E.P.M. das porcentagens relativas as atividades no dia zero (n = 6).
Andlise por ANOVA seguida do teste Duncan. 2 p < 0,05 comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo

Ptd.

Com DT recidivante (protocolo B, Figura 10) o grupo Ptd reduziu a distancia percorrida
(-59,32% + 2,35, p = 0,00005), a frequéncia de levantamentos (-33,29% + 7,44, p = 0,011) e

aumentou as atividades de limpezas (35,33% + 6,44, p = 0,034), comparados ao grupo Cont.

Todos os grupos tratados apresentaram reversao dos efeitos da DT nestes parametros, exceto o

grupo Ptd+Tm nos levantamentos, e os grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Dmso, que reduziram as

limpezas abaixo dos controles. Eliminacéo de fezes n&o foi alterada.
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Figura 10 - Avaliagcdo em campo aberto de camundongos ap6s dois episédios de deficiéncia de tiamina e
tratamentos de recuperacéo (protocolo B).
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(A) Distancia percorrida, (B) atividade de levantamentos, (C) atividades de limpezas e (D) eliminagdo de bolos
fecais. Dados sdo expressos como média = E.P.M. das porcentagens relativas as atividades no dia zero (n = 6).
Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. 2 p < 0,05 comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo
Ptd, ¢ p < 0,05 comparado ao grupo Ptd+Tm.

No teste do rotarod em insulto unico de DT (protocolo A, Figura 11), o grupo Ptd
apresentou reducgdo no tempo de laténcia para queda (130,25 s + 14,61, p = 0,030) em relacdo
ao controle (179,79 s + 13,23). Somente as administracfes associadas de tiamina com Trolox
(188,67 s+ 7,01, p = 0,013 em relagéo ao Ptd) ou com DMSO (192,17 s + 10,71, p=0,010 em
relacdo ao Ptd), reverteram os efeitos da DT. Por outro lado, apés dois periodos de DT
(protocolo B, Figura 9), a reducéo do tempo de laténcia para queda do grupo Ptd (115,17 s +
17,72; grupo Cont 206,50 + 14,12, p = 0,0001), néo foi revertida apenas no grupo Ptd+Tm.
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Figura 11 - Teste de coordenagdo motora do rotarod em camundongos deficientes em tiamina, apds tratamentos
de recuperagé&o.
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Animais foram submetidos a um (protocolo A) ou dois (protocolo B) ciclos de DT seguidos de recuperagdo. Dados
sdo expressos como média (s) + E.P.M. (n = 6). Anélise por ANOVA seguida do teste Duncan. # p < 0,05
comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd.

No teste de memoria espacial no LAM, no protocolo A (Figura 12), o grupo Ptd
apresentou aumento no tempo de laténcia para localizacdo da plataforma (15,02 s + 4,12, p =
0,002) em relacdo ao controle (-16,12 s + 9,36). Somente as administracdes de tiamina
associada ao Trolox (grupo Ptd+Tm+Tr; -14,50 s + 8,41, p = 0,003 em relacdo ao Ptd) ou
isoladamente (grupo Ptd+Tm; -12,20 s + 4,57, p = 0,006 em relacdo ao Ptd), reverteram 0s
efeitos da DT. Curiosamente, todos os animais que receberam DMSO no periodo de
recuperacao, apresentaram perda de memdria espacial em relagdo ao controle, com tempos de
27,86 s + 7,30 (Ptd+Dmso; p = 0,00005), 19,58 s + 5,83 (Ptd+Tm+Dmso; p = 0,0007) e 48,44
s+ 7,42 (Dmso; p =0,00001). Apds dois periodos de DT (protocolo B), o grupo Ptd apresentou
grande aumento no tempo de laténcia para localizacdo da plataforma (59,91 s + 6,98, p =
0,00002) em relagdo ao controle (-5,33 s + 6,49). Os grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Tm+Dmso
apresentaram reversao parcial do efeito (38,05 s + 8,30, 26,39 s + 7,62 € 27,27 s £ 6,61, p =
0,003 em relacéo ao Ptd). Somente o grupo Ptd+Tm+Tr reverteu totalmente a perda de memoria

(6,15 s £ 3,83, p = 0,239 em relagao ao controle).
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Figura 12 - Teste de memoria espacial em labirinto aquatico de Morris com camundongos deficientes em
tiamina, apds tratamentos de recuperacdo. Animais foram submetidos a um (protocolo A) ou dois (protocolo B)
ciclos de deficiéncia de tiamina, seguidos de tratamentos.

mProtocolo A
a @Protocolo B

- w (3] ~
o o o o
T

Laténcia para plataforma (s)
3

&
S

Dados sdo expressos como media (s) + E.P.M. (n = 6). Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. 2 p < 0,05
comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, ¢ p < 0,05 comparado ao grupo Ptd+Tm e Ptd+Tr.

5.3 Viabilidade celular

Apds um periodo de inducdo de DT, seguido de recuperacdo (protocolo A), observamos
gue os animais do grupo Ptd apresentaram queda da viabilidade celular (-9,71% + 1,21, p =
0,004 em relacdo ao controle) somente no tdlamo (Figura 13). De forma interessante, todos 0s
grupos de tratamento de recuperacdo apresentaram reversdao deste efeito, seja pela
administracdo isolada das substancias neuroprotetoras (grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Dmso)

ou suas associagoes (grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso), sem variagOes entre si.
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Figura 13 - Viabilidade celular no encéfalo de camundongos deficientes em tiamina, apds um episodio de DT
seguido de tratamentos de recuperacéo (protocolo A).
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Dados sdo expressos como porcentagem em relacdo ao controle (100%). Valores representam média + E.P.M. (n
= 6). Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. 2 p < 0,05 comparado ao controle, ° p < 0,05 comparado ao
grupo Ptd.

Ao se submeter os animais a dois periodos de inducdo de DT, seguidos dos tratamentos
de recuperacdo (protocolo B) com ou sem as diferentes substancias neuroprotetoras (tiamina,
Trolox e DMSO), observamos que os animais apresentaram queda da viabilidade celular
somente no talamo, nos grupos Ptd (-15,32% + 2,00, p = 0,0001), Ptd+Tm (-7,00% + 1,20, p =
0,05), Ptd+Tr (-7,19% + 1,65, p = 0,05) e Ptd+Dmso (-9,33% + 2,31, p = 0,01), em relacdo ao
controle (Figura 14). De forma interessante, os grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr, Ptd+Tm+Tr e
Ptd+Tm+Dmso, de tratamento de recuperagéo, apresentaram reversao deste efeito. Entretanto,
com a administragdo isolada das substancias neuroprotetoras (grupos Ptd+Tm e Ptd+Tr) a
protecdo foi parcial e, em associa¢des (grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso), a protecdo foi
total.
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Figura 14 - Viabilidade celular no encéfalo de camundongos deficientes em tiamina, apds dois episodios de DT
seguidos de tratamentos de recuperacdo (protocolo B).
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Dados séo expressos como porcentagem em relagdo ao controle (100%). Valores representam media + E.P.M. (n
= 6). Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. 2 p < 0,05 comparado ao controle, ° p < 0,05 comparado ao
grupo Ptd.

5.4 Histopatologia

Apesar dos animais passarem por um periodo de recuperacdo de sete dias apds o insulto
agudo de deficiéncia, observamos que nos grupos DT do protocolo A, houve permanéncia de
vacuolizacgdo (degeneracéo hidropica) em células neuronais do tdlamo dorsal (Figura 15A). Por
outro lado, nos grupos DT do protocolo B, houve acentuada reducdo da populacédo celular
neuronal talamica (Figura 15B). Ndo foram observadas alteracdes em outras estruturas, em

ambos o0s protocolos.
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Figura 15 - Histopatologia do tdlamo de camundongos deficientes em tiamina, apos tratamentos de recuperagdo.

et

(A) Animais submetidos a insulto agudo de DT seguido de recuperacdo. (B) Animais submetidos a dois ciclos de
insulto agudo seguidos de recuperacdo. O painel ilustra imagens representativas, com neurbnios exibindo
vacuolizacao (setas pretas) e variagdo no nimero de neurdnios talamicos (setas verdes). HE, objetiva 40x.

Apesar de todos os grupos deficientes, com ou sem tratamentos (grupos Ptd, Ptd+Tm,
Ptd+Tr, Ptd+Dmso, Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso) apresentarem vacuolizacdo de neurdnios
apos a recuperacao no protocolo A, observamos reducado da intensidade da lesdo (frequéncia de
neurdnios vacuolizados) nos animais que receberam tiamina, Trolox ou DMSO. De forma
interessante, a reducéo das lesdes foi mais intensa nos animais tratados com a associagdo de
tiamina com Trolox ou com DMSO (grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso), com apenas raros

neurénios vacuolizados na regido taldmica (Figura 15A). O EML do grupo Ptd foi de 3,17 +
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0,31 (p = 0,00001 em relacéo ao controle), reduzindo para 1,25 + 0,36, 1,55 + 0,22 e 1,83 +
0,31 nos grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Dmso, respectivamente (p = 0,0001, em relagéo ao
grupo Ptd; Figura 16). Entretanto, ao associarmos a tiamina com Trolox ou DMSO na
recuperacdo, a reducdo do EML foi marcante, com valores de 0,35 + 0,20 e 0,50 + 0,22 (grupos
Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso, respectivamente; p = 0,00002 em relacdo ao grupo Ptd e p =
0,001 em relacdo aos grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Dmso).

Figura 16 - Avaliacdo do escore medio de lesbes (EML) no talamo de camundongos deficientes em tiamina,
apos tratamentos de recuperacéo no protocolo A.
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Dados séo expressos como média + E.P.M., da escala EML de 0 a 4 (n = 6). Analise por ANOVA seguida do teste
Duncan. @ p < 0,05 comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, ¢ p < 0,05 comparado aos grupos
Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Dmso.

Apos dois ciclos de DT seguidos de recuperagdo (protocolo B), apesar de ndo ser
observado degeneracdo celular (Figura 15B), a quantificacdo celular revelou reducgédo da
populacdo neuronal no talamo dorsal nos animais deficientes, com perda atenuada nos animais
que receberam as substancias neuroprotetoras. A populagédo neuronal do grupo Ptd foi de 7,83
+ 2,50 neurdnios/CGM (p = 0,00002 em relacdo ao controle, 62,67 + 3,56), elevando para 26,67
+ 3,31, 24,00 + 3,90 e 16,83 + 2,60 nos grupos Ptd+Tm, Ptd+Tr e Ptd+Dmso, respectivamente
(p =0,001, em relacéo ao grupo Ptd (Figura 17). Ao associarmos a tiamina com Trolox ou com

DMSO na recuperacgdo, a populacdo de neurdnios/CGM foi de 40,17 + 3,66 e 34,67 + 3,11
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(grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso, respectivamente; p = 0,00003 em relacdo ao grupo Ptd),
sendo que a associacdo de tiamina com Trolox (Ptd+Tm+Tr) foi mais eficaz do que a tiamina

isolada (p = 0,005 em relacdo ao Ptd+Tm).

Figura 17 - Quantificacdo da populacéo celular neuronal no talamo de camundongos deficientes em tiamina,

apos tratamentos de recuperagao no protocolo B.
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Dados sdo expressos como média + E.P.M., de trés campos de grande aumento (n = 6). Anélise por ANOVA

seguida do teste Duncan. ® p < 0,05 comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, ¢ p < 0,05
comparado ao grupos Ptd+Tm.

5.5 Western blot

Nas avaliagcdes de western blot, investigamos a modulagéo da fosforilagdo de ERK1/2.
Nos tratamentos de um ciclo de deficiéncia e recuperacgdo (protocolo A, Figura 18), observamos
aumentos da fosforilagdo de ERK no cortex cerebral (Figura 18A), nos grupos Ptd (ERK1
38,01% £ 8,56, p = 0,007, ERK2 27,72% + 4,79, p = 0,011, em relag&o ao grupo Cont), Ptd+Tm
(ERK1 59,63% + 8,80, p = 0,00009, ERK2 46,01% + 8,67, p = 0,0001, em relagdo ao grupo
Cont), Ptd+Tr (ERK1 63,88% =+ 6,45, p = 0,00004, ERK2 42,22% =+ 6,67, p = 0,0003, em
relagdo ao grupo Cont), Ptd+Tm+Tr (ERK1 62,04% + 9,69, p = 0,00006, ERK2 62,62% =+
11,01, p = 0,00002, em relacdo ao grupo Cont) e Ptd+Tm+Dmso (ERK1 38,17% + 6,62, p =
0,008, ERK2 30,97% + 5,11, p = 0,006, em relacdo ao grupo Cont).
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De forma similar, no tAlamo (Figura 18B) observamos aumentos da fosforilagdo de ERK
nos grupos Ptd (ERK1 58,16% + 8,59, p = 0,00004, ERK2 71,77% + 11,08, p = 0,0001, em
relacdo ao grupo Cont), Ptd+Tm (ERK1 66,46% + 10,44, p = 0,00002, ERK?2 54,19% + 11,53,
p = 0,0012, em relagdo ao grupo Cont), Ptd+Tr (ERK1 56,63% + 7,45, p = 0,00005, ERK2
58,51% + 16,64, p = 0,0006, em relacdo ao grupo Cont), Ptd+Tm+Tr (ERK1 71,79% + 8,79, p
= 0,00002, ERK2 64,99% + 13,97, p = 0,0002, em relagéo ao grupo Cont) e Ptd+Tm+Dmso
(ERK1 38,23% + 9,38, p = 0,0019, ERK2 37,90% * 7,39, p = 0,020, em relacéo ao grupo Cont).

De forma interessante, o grupo Ptd+Dmso ndo apresentou este efeito em ambas as
estruturas encefalicas. Entretanto, nos grupos tratados com DMSO associado a tiamina (grupo
Ptd+Tm+Dmso), o aumento de fosforilacdo de ERK2 no cortex cerebral (p = 0,005) e de ERK1

no talamo (p = 0,007) foi menos intenso, em relacdo ao grupo Ptd+Tm+Tr.
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Figura 18 - Efeitos da deficiéncia de tiamina sobre a fosforilagdo de ERK1/2, apds tratamentos de recuperacédo
no protocolo A.
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O painel mostra imagens representativas de immunoblottings e quantificacdes de ERK1/2 no cortex cerebral (A)
e tdlamo (B) dos animais submetidos ao protocolo A. Dados sdo expressos como média + E.P.M. das porcentagens
relativas ao controle (considerado 100%, n = 6). Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. ® p < 0,05
comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, ¢ p < 0,05 comparado ao grupo Ptd+Tm+Dmso, ¢ p <
0,05 entre os grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso.
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Por outro lado, nos tratamentos do protocolo B (Figura 19), ndo observamos aumento
da fosforilagdo de ERK no grupo Ptd, tanto no cortex cerebral (p = 0,50) quanto no talamo (p
=~ 0,97). No cortex (Figura 19A), observamos aumentos na fosforilagdo de ERK1/2 nos grupos
que receberam tiamina (Ptd+Tm; ERK1 55,83% + 7,74, p = 0,00005, ERK?2 64,03% + 9,94, p
=0,00002, em relacédo ao grupo Cont) ou Trolox (Ptd+Tr; ERK1 54,67% + 7,05, p = 0,000086,
ERK2 59,83% + 8,49, p = 0,00002, em relagédo ao grupo Cont), bem como nos grupos tratados
com as associacoes de tiamina com Trolox (Ptd+Tm+Tr; ERK1 60,09% + 6,54, p = 0,00003,
ERK2 56,92% + 7,06, p = 0,00003, em relacdo ao grupo Cont) ou DMSO (grupo
Ptd+Tm+Dmso; ERK1 42,10% =+ 10,32, p = 0,001, ERK2 46,14% + 10,59, p = 0,003, em
relacdo ao grupo Cont).

No talamo (Figura 19B), observamos aumentos na fosforilacdo de ERK1/2 nos grupos
Ptd+Tr (ERK1 58,02% + 11,1, p = 0,00003, ERK2 68,75% + 6,15, p = 0,00002, em relagéo ao
grupo Cont), Ptd+Tm+Tr (ERK1 63,17% =+ 8,52, p = 0,00002, ERK2 61,07% + 10,46, p =
0,00002, em relagéo ao grupo Cont) e grupo Ptd+Tm+Dmso (ERK1 39,21% + 10,64, p = 0,001,
ERK2 45,16% + 9,57, p = 0,00005, em relacdo ao grupo Cont). Entretanto, a intensidade do
aumento da fosforilacdo de ERK1 no grupo Ptd+Tm+Dmso foi menor, quando comparada ao
grupo Ptd+Tm+Tr (p = 0,03).
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Figura 19 - Efeitos da deficiéncia de tiamina sobre a fosforilagdo de ERK1/2, apds tratamentos de recuperacédo
no protocolo B.
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O painel mostra imagens representativas de immunoblottings e quantificacdes de ERK1/2 no cdrtex cerebral (A)
e tallamo (B) dos animais submetidos ao protocolo B. Dados sdo expressos como média + E.P.M. das porcentagens
relativas ao controle (considerado 100%, n = 6). Analise por ANOVA seguida do teste Duncan.  p < 0,05
comparado ao controle, ® p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, ¢ p < 0,05 comparado ao grupo Ptd+Tm+Dmso, 9 p <
0,05 entre os grupos Ptd+Tm+Tr e Ptd+Tm+Dmso.
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6. DISCUSSAO

O baixo consumo de racdo e a queda de peso geram aumento de radicais livres,
ocasionados pelo estresse oxidativo devido as disfungdes na producdo de energia. Esses
resultados s&o consequéncias do papel fundamental da tiamina no processo de producéo de ATP
e indicam uma alteracdo grave no estado energético de todo organismo (VAZQUEZ et al.,
2016). Segundo Ba (2012), a tiamina tem papel fisiolégico crucial na programacdo da
homeostase, incremento e ponto de ajuste do peso corporal em roedores.

Na analise comportamental os dados mostram que apés sete dias dos insultos agudos de
DT, os animais manifestaram alteracdes psicomotoras, apesar do restabelecimento da dieta
padrdo, com tiamina. Os animais deficientes que receberam tiamina injetavel em doses
terapéuticas apresentaram atenuacao de algumas alteracGes, apds as recuperagdes de sete dias.
De forma interessante, os animais que receberam Trolox ou DMSO isoladamente, também
apresentaram reducdo nas alteracbes de alguns parametros, o que sugere o possivel
envolvimento de estresse oxidativo e inflamacdo na patogenia dos distarbios neurolégicos
(VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013). Entretanto, os animais DT que receberam
tratamento de tiamina associada ao Trolox ou ao DMSO, apresentaram potencializacdo dos
efeitos neuroprotetores. Assim, as substancias testadas apresentam potencial terapéutico
associado a tiamina no tratamento da deficiéncia. O aumento da eficicia terapéutica e
amenizacdo de disturbios neuroldgicos tardios advindos da DT tém apresentado grande
importancia atualmente (ABDOU; HAZELL, 2015).

Neste estudo, foi utilizada a piritiamina, um inibidor da pirofosfocinase, enzima que
converte a tiamina na sua forma ativa, para induzir a deficiéncia. O modelo de DT induzido por
piritiamina tem se mostrado bastante Util nos estudos de mecanismos relacionados a
neurodegeneracdo e em investigacdes das bases neurobioldgicas de aspectos comportamentais
(BUENO, 2015). Os antagonistas da tiamina interferem nos mecanismos metabdlicos da
tiamina e suas funcbes. Entretanto, dentre os antagonistas da tiamina, a piritiamina €
considerada mais eficiente (CHORNYY et al., 2017).

A DT reduz os niveis de pirofosfato de tiamina (TPP), necessaria para utilizacdo de
glicose no SNC (MANCINELLLI, 2003). A tiamina é transportada para o encéfalo e fosforilada
pela tiamina pirofosfocinase. A inibicdo desta enzima ocorre por antagonistas como a
piritiamina, resultando na diminuicdo da sintese de TPP (DESJARDINS; BUTTERWORTH,
2005). Tratamento de animais experimentais com piritiamina acarreta reducéo generalizada das

concentragdes de TPP no tecido nervoso e uma perda seletiva precoce na atividade de o-
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cetoglutarato desidrogenase em regiGes como o talamo, onde ha manifestagdo de perda seletiva
de células neuronais (HEROUX; BUTTERWORTH, 1995). A diminuicdo da atividade da o.-
cetoglutarato desidrogenase ap0s o tratamento com piritiamina esta associada a diminuicao da
sintese de amino&cidos excitatérios e inibitorios derivados de glicose, incluindo glutamato,
aspartato e acido gama-aminobutirico (GABA), com aumento concomitante de lactato
(BUTTERWORTH; HEROUX, 1989), consistente com diminui¢cdo do fluxo de carbono
através do ciclo do acido tricarboxilico. Diminuicdes na atividade da o-cetoglutarato
desidrogenase levam a cessacdo da oxidacgdo da glicose mitocondrial e morte celular (GIBSON
etal., 1984).

O tratamento com piritiamina também tem efeito inflamatorio, e a indugdo de DT com
este antagonista prejudica a funcdo celular, gerando estresse oxidativo e excitotoxidade
(HAZELL; BUTTERWORTH, 2009). A morte neuronal em regides especificas do encéfalo de
roedores deficientes, tem sido associada ao processo inflamatério devido a presenga de
microglia ativada e acumulo microglial, da inducdo da 6xido nitrico sintase endotelial e de
alteracdes na barreira hematoencefalica (KE; GIBSON, 2004).

Os dados do protocolo A, mostram que mesmo apos sete dias do insulto agudo de DT,
os animais ainda manifestam lesdes morfoldgicas no SNC, apesar do restabelecimento da dieta
padrdo, com tiamina. Como esperado, os animais deficientes que receberam tiamina injetavel
em doses terapéuticas, apresentaram atenuacdo de alteracGes, ap0s a recuperacdo de sete dias.
Os animais que receberam Trolox ou DMSO isoladamente, também apresentaram reducéo na
intensidade de lesbes, o que evidencia o envolvimento de estresse oxidativo e inflamacao na
patogenia da neurodegeneracdo (VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013).

Entretanto, este efeito foi mais intenso apds recidiva da DT (protocolo B), resultando
inclusive, em permanéncia de queda de viabilidade mesmo em grupos tratados com substancias
neuroprotetoras. Alguns trabalhos demonstram que, mesmo em periodo de tratamento de
recuperacdo, animais que recebem tiamina em altas doses ap6s episodio agudo de deficiéncia,
continuam a exibir perda neuronal até ao menos trés dias depois do inicio da recuperacdo (KE
et al., 2003).

Os animais deficientes que receberam tiamina injetavel em doses terapéuticas (100
mg/kg) apos um episodio de DT, apresentaram atenuacdo da queda de viabilidade celular, apos
a recuperacao de sete dias, efeito que foi parcialmente abolido quando houve recidiva. Estes
dados sugerem que, por mais que ainda ocorra perda neuronal durante o inicio da recuperagéo,

gradativamente as células recuperam sua atividade metabolica, em um primeiro momento.
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Ainda, os animais DT que receberam tratamento de recuperagéo, com administracdo de tiamina
associada ao antioxidante Trolox ou anti-inflamatério DMSO, apresentaram recupera¢do mais
evidente, com maior reducéo das alteracGes celulares no talamo.

O encéfalo é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido ao alto consumo
de oxigénio e, consequentemente, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNSs). O estresse oxidativo desempenha papel importante na excitotoxicidade,
danos axonais e morte neuronal (CHIURCHIU; ORLACCHIO; MACCARRONE, 2016) e esta
envolvido no inicio e na progressao de varias doencas neurodegenerativas. Possivelmente, o
Trolox como antioxidante, atue de forma eficiente contra o estresse oxidativo causado pela DT.
A neuroinflamagéo pode alterar o potencial de membrana mitocondrial e a fungdo muscular,
resultando em aumento das EROs. Contudo, o estresse oxidativo também pode induzir
neuroinflamacéo (LIU; KE; LUO, 2016).

O teste do rotarod representa, juntamente com o campo aberto, a principal abordagem
visual para caracterizagdo motora em modelos animais (BROOKS; DUNNET, 2009). Nos
testes comportamentais, observamos que 0s tempos de laténcia para queda nos animais
deficientes apresentaram reducdo em relacdo ao controle. Somente as administraces
associadas de tiamina com Trolox ou com DMSO reverteram os efeitos da DT. Por outro lado,
apos dois periodos de DT, a reducdo do tempo de laténcia para queda nédo foi revertida apenas
no grupo Ptd+Tm. O baixo desempenho no rotarod, de animais que sao expostos a DT pode ser
explicado, pelo menos em parte, pela vulnerabilidade seletiva a deficiéncia de tiamina, de
algumas estruturas encefalicas (LAVOIE; BUTTERWORTH, 1995). Outra possivel hipotese
para os déficits de equilibrio e coordenagdo motora observados nos animais seria a perda de ou
reducdo na comunicacao excitatdria do cerebelo com outras estruturas encefélicas relacionadas
com a motricidade, principalmente o estriado. Por causa da existéncia de conexdes do cerebelo
com esta estrutura, via nucleos talamicos (ICHNOHE; SHOUMURA, 2000) é possivel que
danos na estrutura cerebelar provoguem interrupgdo da comunicacao excitatoria glutamatergica
(UUSISAARI et al., 2007).

Nosso estudo sugere que o DMSO atua na transmissdo sindptica do glutamato,
auxiliando na locomogédo dos animais (TSVYETLYNSKA et al., 2005). Alguns estudos
apontam importantes alteragdes neuroquimicas em animais DT, envolvendo prejuizos da
sintese e/ou liberacdo de neurotransmissores (VETRENO et al., 2012), principalmente nos
sistemas glutamatérgicos (TODD; BUTTERWORTH, 1999).
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De acordo com Freeman et al. (1987), a diminui¢do do comportamento exploratorio dos
animais DT, em teste de campo aberto, tanto no que diz respeito a distancia percorrida quanto
ao numero de levantamentos sobre as patas traseiras, pode indicar, além de disfuncdo no
componente motivacional, alteracbes no comportamento motor dos animais. Assim como
demonstrado por Medeiros et al. (2020), o estriado ndo apresentou lesdo histologica, porém, o
talamo foi a regido cerebral mais afetada, tanto pela queda da viabilidade celular, como também,
pelas lesdes morfologicas evidenciadas na regido. Estes achados sugerem prejuizos a
coordenacao motora e equilibrio dos animais, pois esta regido é responsavel pela transmissao e
direcionamento dos sinais motores e sensitivos.

A deficiéncia de tiamina induz perda de células em vérias regides encefalicas, sendo o
talamo uma das areas mais afetadas. Estudos tém evidenciado que o tdlamo esta envolvido em
processos de aprendizagem e memoria, devido as suas conexdes com o hipocampo (BUENO,
2015). As lesdes ocorridas no tdlamo sdo importantes para compreender 0s mecanismos
responsaveis pela neurodegeneracdo. O acumulo de sédio no liquido intracelular atrai, por
efeito osmético, a 4gua para o interior da célula, aumentando o volume celular e levando as
alteracdes morfoldgicas encontradas no sistema nervoso central de animais acometidos pela DT
(MACHADO et al, 2017). Observamos que os efeitos do antioxidante Trolox e do anti-
inflamatério DMSO foram significativos, promovendo protecdo de forma consideravel as
atividades comportamentais dos animais, e reduzindo a intensidade de lesGes histologicas. Estes
achados evidenciam o envolvimento de disturbios que geram estresse oxidativo e processos
inflamatorios na DT.

De forma interessante, os animais submetidos aos protocolos de inducéo de deficiéncia
seguidos de recuperacéo, exibiram evidente modulacédo da fosforilagdo de ERK1/2, no cortex
cerebral e no tdlamo. Entretanto, é interessante observar que dos grupos deficientes que nédo
receberam substancias neuroprotetoras na recuperagdo (grupo Ptd), foi observado aumento da
fosforilacdo de ERK1/2 somente no grupo submetido a um ciclo de deficiéncia e recuperagéo
(protocolo A). Porém, os grupos deficientes que receberam as substancias, mantiveram a
fosforilacdo de ERK1/2 elevada, apds dois ciclos de deficiéncia e recuperacdo. Estes dados
sugerem que o envolvimento da via da ERK1/2 pode ter efeito citoprotetor, pois a modulagdo
persistente ao longo dos tratamentos coincide com a atenuacdo de outros efeitos deletérios
observados no estudo. Ainda, os niveis elevados de fosforilacdo de ERK1/2 no grupo Ptd
(protocolo A), que ndo recebeu substancias neuroprotetoras adicionais durante a recuperacao,

indica que possivelmente também ha mecanismos endégenos de ativacao da via, para promog¢édo
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de citoprotecdo neste momento inicial dos distdrbios induzidos pela DT. Entretanto,
aparentemente este efeito é perdido em estagios mais avangados e recorrentes (protocolo B).

As implicacdes referentes a possivel modulagéo e caracterizacdo do envolvimento das
vias de sinalizacdo, como as MAPKSs e seus alvos durante a DT no SNC, ndo sdo conhecidas e
necessitam ser investigadas. Apesar de varios estudos demonstrarem as diversas funcfes das
vias de sinalizagédo intracelular, sdo extremamente escassos os trabalhos que relacionam a
participacdo destas vias na neurodegeneracédo induzida pela DT. Um estudo in vitro com cultura
de células neuronais, demonstrou a inibicdo da atividade de JNKI1, associada ao
desencadeamento de apoptose neuronal seletiva na deficiéncia da vitamina (WANG et al.,
2000). Por outro lado, um trabalho in vitro relaciona um possivel aumento de atividade da
proteina cinase C (PKC) com disfuncdo no transporte de glutamato em astrocitos em cultura
(KAWAKAMI; IKARASHI; KASE, 2010). Além destes, outro estudo em células PC12 sugere
o envolvimento do fator indutor de apoptose derivado da mitocondria e de caspase-3 nos
mecanismos de morte celular desencadeada por DT (CHORNYY; PARKHOMENKO;
CHORNA, 2007). Além disso, recentemente demonstramos o forte aumento de fosforilacdo de
p38MAPK no talamo e no cortex cerebral de camundongos, em estagio agudo de DT
(MEDEIROS et al., 2020). Entretanto, diferente do aparente efeito do envolvimento da ERK1/2
na DT apds tratamentos de recuperacio, a via da p38MAPK parece estar envolvida diretamente
no mecanismo de neurodegeneracdo. Estudos adicionais para elucidar a patogenia séo
necessarios.

Em conjunto, os dados mostram que o Trolox e 0 DMSO, além de seu uso como
ferramentas para investigacdo da patogenia da DT, abrem um leque de possibilidades para
possiveis intervencOes terapéuticas em distirbios neurodegenerativos, principalmente quando

utilizados concomitantemente a terapia com a tiamina.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados, conclui-se que:

e Os animais deficientes em tiamina, apds sete dias de recuperacdo com alimentacao
padrdo, permanecem com lesdes celulares degenerativas no tadlamo e com alteracdes
psicomotoras, como ansiedade, perda de coordenacdo motora e perda de memoria, bem
como com distdrbios funcionais celulares no tdlamo;

e Os tratamentos de recuperacdo com as substancias neuroprotetoras (tiamina, Trolox,
dimetilsulféxido) amenizaram as alteragdes celulares talamicas e parcialmente as
alteracbes comportamentais e restabeleceram a viabilidade celular talamica ap6s um
episadio de deficiéncia;

e A administracdo associativa de tiamina com Trolox e de tiamina com dimetilsulfoxido,
mostrou resultados significativamente melhores, evidenciando que o sinergismo
farmacoldgico potencializa a recuperagéo do tecido nervoso;

e Os efeitos psicomotores sdo acentuados apds periodo de recidiva de deficiéncia,
mostrando um efeito progressivo do disturbio neuroldgico;

e A administragdo associativa de tiamina com Trolox ou DMSO promoveu resultados
significativamente melhores para os distirbios neuroldgicos, sugerindo que o estresse
oxidativo e a inflamac&o sdo fatores associados as alteracdes comportamentais;

e Apesar do dimetilsulfoxido atenuar alguns dos efeitos da deficiéncia de tiamina, seu
uso mostra restri¢oes para alguns aspectos, particularmente na perda de memoria;

e Os efeitos deletérios ao metabolismo celular sdo aumentados apos recorréncia de
deficiéncia;

e No estabelecimento de deficiéncia recorrente, somente os tratamentos associativos de
tiamina com Trolox ou de tiamina com dimetilsulféxido, reverteram totalmente a queda
de viabilidade celular;

e Houve modulacédo da via da ERK1/2, com aumentos da fosforilacdo no cortex cerebral
e talamo, em ambos os periodos de inducao de deficiéncia e recuperacao. Porém, apos
episodio recorrente de deficiéncia, a fosforilagdo aumentada manteve-se somente nos
animais que receberam substancias neuroprotetoras, 0 que sugere a participacdo da via

como um mecanismo enddgeno de neuroprotecao;
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Observa-se que as substancias testadas (Trolox e DMSO) sdo potenciais
neuroprotetores, coadjuvantes a tiamina no tratamento da deficiéncia. Aparentemente
aumentam a eficécia terapéutica e amenizam disturbios neuroldgicos advindos da DT.
Estes dados sdo relevantes, devido a conhecida permanéncia de sequelas neuroldgicas
em individuos afetados por DT, mesmo quando submetidos a tratamentos-padrdo com
tiamina, isoladamente;

Existe a possibilidade de efetiva aplicabilidade dos resultados aos pacientes, dentro dos
conceitos da pesquisa cientifica translacional. Pois o trabalho é desenvolvido através de
um modelo experimental consagrado, utilizando-se animais de laboratério
(camundongos) o0s quais apresentam aspectos anatdmicos e fisiopatoldgicos da
deficiéncia de tiamina idénticos ao ser humano;

E fundamental essa investigacdo de estratégias que potencializem a terapéutica ao
individuo acometido, mas mantendo o principio da simplicidade e baixo custo de

aplicabilidade a populacéo.
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8 PERSPECTIVAS

Como o estudo ndo abrangeu todas as estruturas encefalicas, espera-se que com a

continuidade das analises, possam ser realizados os seguintes estudos complementares:

e Anaélise histomorfométrica de estruturas encefalicas dos animais tratados, em ambos 0s
protocolos (hipocampo, corpo estriado, cortex cerebral e hipotalamo);
e Avaliacio da modulagéo da fosforilagdo de p38MAPK no cortex cerebral e talamo, nos

animais-modelo apds tratamentos de recuperacdo (protocolos A e B).
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Anexo 1. Formulacédo da racdo AIN-93M Modificada — Deficiente em Tiamina

PRAGSOLUGOES

Cuantidades produzidas de cada substincia na formula

Pedido
biociéncias A Cliente Fabiano Cordova UFTO

Data 1505/ 5

Yalidade 13/08/2015 Em geladeira 1171172015 Em freezer

Manipulador

Formula Diieta AIN 23 M Modificada - Deficiente em Tiamina Vit B1

Dose (g ou ml) 5.300 1x

Daose (Kgou L) 5,20
Cea T Produte Cuatidade  Fomecedor | Famr | Lo Validade  Quantidade  Pesados | Werff

prescria COmeg3o prod. (piml) prod. (giml) 0K
ase _ _
 mmmn o AMDODEMIGO || 4TOON%  mgredon 1| 0usp TG 2408210 2486200
.......... CASENA _ _ _____M00000%  _ __ _M3I______1___1913071000 210316 742000 _ 742,000 __ _ _
...... AMIDO DEXTRINIZADD _ _ _ _ 1550000%_ _ _ _ingredicn | _ _ _ _ 1 ___ _908110_ 2002016  _ _B21.500 _ 821500 _ _ _
......... SACARDZE oo lonoooos_ o BA oo loooo0e0n _OeITNE | _Ss0000 | as00dd L
........ OLEODESOIA _ ____ ADO0oo%  __ _Cegamar 1 ___ BiS2 USROME | 212000 21a000
v = - - CELULOSE MICROCRISTALINA_ _ 500000% _ _ _ Fames 1 D232f8  30O7ROT 285000 265000
vmmme o MUMINERALAINGIM  ___ 250000% | Preglelugies 1 _O80415 _ 0edns 185300 185500
...... MISVITAINSI D% VITBL | 100000% | Praglolucles | 1 _ 140815 _1&&08 53000 | sa000
tmm e SEETNA Ll nranm oo Fammes 1o lDdsl | Dandamie eSO RO L.
R B L
........ CORAMTEAZUL L e eaa oo BiEmals o eeeccccccccccccmcem———-
........... o L 11 S |
100,00140% 5.300 5.300

diucicoss: 1/0000 em sacarose

Manipulader

Produto destinado a pesquisa. |sento de registro no Ministerio da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

Corante azul na agua
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Quantidades produzidas de cada substancia na formula

PRAGSOLUGOES i

biociéncias A Cliente Fabiano Codorva UFTO
Data 12/05M15
Validade 10/08/15 Em geladeira 08/11/15 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta AIN 93 M
Dose (g ou ml) 5.200 Vezes: 1X
Dose (Kgou L) 520
‘Cod T Podutc Quaniidade  Fonecedor  Falor  lote Validade Quantdade  Pesados  Verl
prescrita cormegio prod. (g/ml) prod. (g/ml) OK

990522 13110/16

AMIDO DE MILHO 46,57000% Ingredion

2421640 2421640

__________ CASEINA _ _ _____Mapoooose_ _ _ _ _MSI_____ _1__ 1913071000 210316 _ _ 728000 _ 728000 __ _ _
‘= = = = = AMIDODEXTRINIZADO _ _ __ 1550000%_ _ _ _lngredion  _ _ _ _1__ __903110_ _ _20/0216 806000 _ 806000  _ __
_________ SACAROSE _ _ ____logoooote _ __SA______1____ 047 _QaOThs_ 520000 520000
________ OLEODESOJA _ __ _ _ 400000% __ __Cocamar_ ___ 1 __ 81502 05/03/2016 _ 208,000 _ 208000
s m = m SELULOSEMICROCRISTALINA _ 200000% _ _ _ JFames . 1.0, D279 300r2017 | 260,000, | 260000 |
e oo MIXMINERALAING3M_ _ __ 320000% _ _ _PragSolugles  _ _ 1 _ _ _ 040415 _ 040416 182000 _ 182000 _ _ __
o o MIXVITAING_____ 100000% __PragSougles 1 __ _ 080415 _ 064N _ = --
mmmmmmes e SEUNA L ME0OE L FEmes 101060 030208 --
.= - - - DITARTARATODECOLINA_ _ _ 0:2500% _ _ _ _ Fames _ _ _ _ _1__ _ 3006230 _ 30007719  _ _ 13000 _ _ 13000 _ _ _ _
immmmmae-aBHD o 00008% | _Oficnalis _ __ 1 __,
100,00080%
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado: Aprovado:

0BS:
Produto destinano a pesquisa. Isento de registro no Ministerio da Agricultura Pecudria e Abastecimento.



