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RESUMO

A deficiéncia de tiamina resulta em disfun¢cdes bioquimicas e metabdlicas que
afetam varias regides do encéfalo, originando prejuizos cognitivos e motores. A
tiamina, vitamina B1, é um nutriente essencial para o tecido nervoso. Quando
fosforilada, origina diferentes formas, como a tiamina pirofosfato, que atua como
cofator de enzimas chaves no metabolismo energético celular. Beribéri,
encefalopatia de Wernicke (EW) e sindrome de Wernicke-Korsacoff (SWK) séo as
principais doengas da deficiéncia em humanos. As lesdes iniciais da EW s&o
hemorragias na substancia cinzenta ao redor do terceiro e quarto ventriculos e do
agueduto de Sylvius. As regides do sistema nervoso central (SNC) envolvidas na
poliencefalomalacia (PEM) séo variadas e contraditorias, mas sdo afetadas desde
areas corticais até regides profundas como mesencéfalo e talamo. Nestes locais,
tipicamente ha degeneracdo e necrose neuronal, com envolvimento adjacente de
alteracbes astrocitarias e inflamatdrias. Pouco ainda se conhece sobre o0s
mecanismos moleculares e celulares da degeneracdo e morte dos neurdnios,
entretanto, considera-se que o processo relacionado a deficiéncia de tiamina se
inicia por defeitos metabdlicos na mitocondria, com consequente estabelecimento de
estresse oxidativo. Neste trabalho objetivou-se determinar diferentes parametros
relacionados a deficiéncia de tiamina no SNC em um modelo in vivo, com intuito de
avaliar a associagao de lesdes e alteragbes comportamentais nos animais-modelo e
o delineamento de estratégias neuroprotetoras eficientes. O modelo de deficiéncia
dietética em associacdo com injecfes do antagonista de tiamina, piritiamina, foi
utilizado no estudo. Os animais foram tratados por 9 dias, divididos em 6 grupos de
tratamento: controle (Cont), piritiamina (Ptd), piritiamina e trolox (Ptd+Tr), piritiamina
e dimetilsulféxido (Ptd+Dmso), Trolox (Tr) e Dimetilsulféxido (Dmso). Os
camundongos submetidos ao modelo de deficiéncia de tiamina (grupo Ptd) exibiram
reducdo significativa no ganho de peso corporal e ingestdo de racdo, apos 9 dias de
tratamento. Os animais deficientes de tiamina apresentaram alteracdes
comportamentais como reducdo na coordenacdo motora e atividade exploratoria.
Trolox e Dmso atenuaram estes efeitos. No grupo Ptd ocorreu queda de viabilidade
celular em areas importantes, como o cértex cerebral, hipocampo e talamo. Porém, a
histopatologia, foram observadas lesbes no tadlamo e tronco encefalico, como
hemorragia, vacuolizacao astrocitaria e espongiose. Nos grupos Ptd+Tr e Ptd+Dmso
houve atenuacdo acentuada destas lesfes. Nas avaliacbes de western blot, o grupo
Ptd apresentou aumento na fosforilacdo de p38™*"¥ no cértex cerebral e talamo. O
grupo Ptd+Tr bloqueou totalmente este efeito em ambas as estruturas encefélicas. E
o grupo (Ptd+Dmso) reduziu o aumento de fosforilacdo de p38M*"¥, porém, de forma
menos intensa que o Trolox. Houve aumento na expressao de HO-1 no grupo Ptd, ja
no grupo Ptd+Tr e Ptd+Dmso n&do ocorreu alteracdo a inducdo de aumento da
expressao HO-1.Estes dados sugerem que no modelo de deficiéncia de tiamina com
piritiamina os animais desenvolvem alteracbes neurolégicas e metabdlicas,
possivelmente associadas ao estresse oxidativo e inflamacéo.

Palavras-chave: Vitamina B1. Neurodegeneracdo. Neuroprotecdo. Comportamento.
Estresse oxidativo. Inflamacéao.



ABSTRACT

Thiamine deficiency results in biochemical and metabolic dysfunctions that affect
various regions of the brain, originating cognitive and motor impairments. Thiamin,
vitamin B1, is an essential nutrient for nerve tissue. When phosphorylated, it gives
rise to different forms, such as thiamine pyrophosphate, which acts as a key enzyme
cofactor in cellular energy metabolism. Beriberi, Wernicke encephalopathy (EW) and
Wernicke-Korsacoff syndrome (SWK) are the major deficiency diseases in humans.
The initial lesions of EW are bleeding into the gray matter around the third and fourth
ventricles and the Sylvius aqueduct. Central nervous system (CNS) regions involved
in polyencephalomalacia (PEM) are varied and contradictory, but are affected from
cortical areas to deep regions such as the midbrain and thalamus. At these sites,
there is typically degeneration and neuronal necrosis, with adjacent involvement of
astrocytic and inflammatory changes. Little is known about the molecular and cellular
mechanisms of degeneration and death of neurons, however, it is considered that the
process related to thiamine deficiency is initiated by metabolic defects in the
mitochondria, with consequent establishment of oxidative stress. In this work we
aimed to determine different parameters related to thiamine deficiency in the CNS in
an in vivo model, in order to evaluate the association of lesions and behavioral
changes in the model animals and the design of efficient neuroprotective strategies.
The dietary deficiency model in combination with thiamine antagonist injections,
pyriamine, was used in the study. The animals were treated for 9 days, divided into 6
treatment groups: control (Cont), pyrylamine (Ptd), pyrylamine and trolox (Ptd + Tr),
pyritiamine and dimethylsulfoxide (Ptd + Dmso), Trolox (Tr) and Dimethylsulfoxide
Dmso). Mice subjected to the thiamine deficiency model (Ptd group) exhibited a
significant reduction in body weight gain and feed intake after 9 days of treatment.
Thiamine deficient animals presented behavioral alterations such as reduction in
motor coordination and exploratory activity. Trolox and Dmso attenuated these
effects. In the Ptd group there was a decrease in cell viability in important areas, such
as cerebral cortex, hippocampus and thalamus. However, histopathology showed
lesions in the thalamus and brain stem, such as hemorrhage, astrocytic vacuolization
and spongiosis. In the groups Ptd + Trt and Ptd + Dmso there was a marked
attenuation of these lesions. In the western blot evaluations, the Ptd group showed
increased phosphorylation of p38MAPK in the cerebral cortex and thalamus. The Ptd
+ Tr group totally blocked this effect in both encephalic structures. And the group (Ptd
+ Dmso) reduced the increase in p38MAPK phosphorylation, but less intensely than
Trolox. There was an increase in the expression of HO-1 in the Ptd group, already in
the Ptd + Trt and Ptd + Dmso groups. No change occurred in the induction of
increase in HO-1 expression. These data suggest that in the thiamine deficiency
model with pyriamine, animals develop neurological and metabolic changes, possibly
associated with oxidative stress and inflammation.

Keywords: Vitamin B1l. Neurodegeneration. Neuroprotection. Behavior. Oxidative
stress. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia de tiamina (DT) causa problemas neurolégicos importantes,
sendo responsavel por induzir lesdes em areas especificas do encéfalo. A reducgéo
desta vitamina no organismo pode interferir em numerosos mecanismos celulares,
desencadeando neurodegeneracdo e prejudicando funcdes cerebrais (MARTIN;
SINGLETON; HILLER-STURMHOFEL, 2003).

A vitamina B1 € um nutriente essencial encontrado em altas concentracdes
em mausculos, 6rgdos e tecido cerebral. E um importante cofator das enzimas
piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase, envolvidas no metabolismo
de carboidratos e da transcetolase, enzima importante da via das pentoses
(BETTENDORFF; WINS, 2013).

A tiamina encontra-se em varias 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).

Uma vez que os niveis de tiamina sao diminuidos no encéfalo, as atividades
dessas enzimas sdo afetadas, levando a alteracbes na atividade mitocondrial e
gerando disfuncbes metabdlicas (THOMSON; GUERRINI; MARSHALL, 2012). A
TPP, forma ativa da tiamina, € um cofator necessario em duas vias do metabolismo
de carboidratos, que sao a via das pentoses e o ciclo de Krebs (ciclo do &cido citrico)
(RESENDE, 2012). Com a auséncia de TPP ocorre a diminuicdo de adenosina
trifosfato (ATP). O ciclo de Krebs é uma via metabdlica que completa a degradacao
oxidativa da glicose, dos acidos graxos e dos aminoacidos. Este ciclo ocorre nas
mitocondrias das células que utilizam oxigénio e, quando ocorre disfuncdo na
producdo de energia pelas mitocondrias, € gerado estresse oxidativo (RESENDE,
2012).

A mitocéndria é uma fonte importante de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e também um alvo de DT (FISCHER; MAIER, 2015) O tecido
nervoso é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido ao alto consumo
de oxigénio e a alta producdo de EROs. Esta disfuncdo desempenha um papel
importante na excitotoxicidade, causando danos axonais e morte neuronal (LIU; KE;
LUO, 2016).



Estudos relatam que a deplecdo de tiamina no encéfalo causa doencas
neurolégicas envolvidas com o envelhecimento. A DT afeta o0s circuitos
glutamatérgicos e gabaérgicos do sistema nervoso central (SNC), que estédo
relacionados com varios aspectos comportamentais. A neurodegeneracdo ocorre
principalmente no talamo e corpos mamilares, progredindo em uma linha de tempo
bem estabelecida (LANGLAIS et al., 1992; SAVAGE et al., 2012).

A DT causa disfuncdes nos processos de liberacdo de neurotransmissores
(BUENO, 2015). Os mecanismos pelos quais a privacdo de tiamina provoca
neurodegeneracdo sdo multiplos. A morte neuronal pode estar relacionada ao
estresse oxidativo gerado por danos mitocondriais (PARK et al., 2000) ou por altas
taxas de metabolismo oxidativo (PANNUNZIO et al., 2000). Outro possivel
mecanismo envolve a reducdo da atividade da a-cetoglutarato desidrogenase, que
culmina com aumento na concentracdo do glutamato extracelular e induz a
excitotoxicidade (HAZELL et al., 1993).

O glutamato é o principal aminoacido envolvido em respostas sinapticas
excitatérias no sistema nervoso central (SNC), pois na fenda pode se ligar aos
receptores ionotrdpicos, levando a um aumento nos niveis intracelulares de célcio
que pode ser captado pelas mitocondrias, resultando em mudangcas na
permeabilidade da membrana mitocondrial e geracdo de EROs e estresse oxidativo
(ROTH, 2009).

Adicionalmente, a excitotoxicidade glutamatérgica e 0 estresse oxidativo
também podem ativar vérias vias de sinalizag&o intracelular, incluindo as vias das
proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKs) (GRANT et al. 2001; ZHANG et
al. 2006; ZEPEDA et al. 2008; CHEN et al. 2009; RAO et al, 2010).

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; SUBRAMANIAM; UNSICKER, 2006; NAGAI et al.,, 2007; RAIVICH,;
BEHRENS, 2006; DELIVORIA-PAPADOPOULOS; ASHRAF; MISHRA, 2007) as
implicagbes referentes a possivel modulagéo e caracterizacdo do envolvimento das
vias de sinalizagdo, como as MAPKSs e seus alvos durante a deficiéncia de tiamina
no SNC, ndo sao conhecidas e necessitam ser investigadas.

Heme oxigenase - 1 consiste em uma enzima envolvida na resposta ao

estresse oxidativo através da conversdo do grupamento heme em pigmentos
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biliares, biliverdina e bilirrubina, nos quais exercem fungéao antioxidante (BELLAVER,
2015).

Apesar de varios estudos demonstrarem as diversas funcdes das vias de
sinalizacao intracelular, sdo extremamente escassos o0s trabalhos que relacionam a
participacéo destas vias na neurodegeneracao induzida pela deficiéncia de tiamina.
associada ao desencadeamento de apoptose neuronal seletiva na deficiéncia da
vitamina (WANG, 2000).

As principais doencas causadas pela falta desta vitamina em humanos séo
beribéri, encefalopatia de Wernicke (EW) e a sindrome de Wernicke-Korssacoff
(SWK). A doenca beribéri estd normalmente associada a populacdo que tém como
principal componente da dieta a mandioca, o arroz polido ou moido, e/ou a farinha
de trigo, ou seja, alimentos pobres em tiamina. As manifestacdes clinicas iniciais sdo
anorexia, desconforto abdominal, edema, irritabilidade e parestesias. Alcoolatras,
grupo de risco para a EW, apresentam inibicdo da absorcdo da tiamina no
organismo (BRASIL, 2012).

O consumo crénico de alcool e o estado nutricional gravemente prejudicado
sdo consideradas as principais causas de EW (MARTIN et al., 2003). Nesse ultimo
caso, quando h& perda irreversivel de memodria e psicose confabulatéria associadas,
a doencga é conhecida como SWK (SECHI; SERRA, 2007).

Os sintomas da EW tém sido associados a uma triade classica, que incluem
ataxia (perda do movimento muscular coordenado), nistagmo (movimento
involuntario dos olhos) ou oftalmoplegia (paralisia dos movimentos dos olhos) e
confusdo mental (THOMSON et al., 2008).

A lesédo polioencefalomalacia (necrose da substancia cinzenta do encéfalo)
termo utilizado para determinar a ocorréncia de necrose em qualquer area do
encéfalo onde ha substancia cinzenta (corpos neuronais) como, por exemplo, cortex
cerebral, hipocampo, corpo estriado, globo palido, cerebelo, nucleos do tronco e
ndcleos talamicos (LEMOS et al., 2006).

O tratamento da DT é baseado na administracdo (oral, intramuscular e
intravenosa) da vitamina, sendo capaz de prevenir, reduzir ou reverter sintomas em
pacientes com beribéri e EW. O tratamento diario com comprimido é de 300 mg ou
mais e nao ocorre riscos de toxicidade relacionados ao tratamento com tiamina,

sendo o excesso excretado pela urina (BRASIL, 2012).
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Dada a importancia da tiamina no SNC e os problemas ocasionados pela
deficiéncia, 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).

Portanto, percebe-se, através de estudos apresentados, que a deficiéncia de
tiamina é um fator de preocupacédo na saude publica, determinados pelas condi¢cfes
de vida e trabalho, causados por uma alimentacdo inadequada, caréncia nutricional
de vitamina B1, ocorrendo aparecimento de sintomas e disturbios neuroldgicos, que
podem levar consequentemente a morte.

Assim, devido ao fato das lesBes neurolégicas na deficiéncia de tiamina
serem controversas ao desconhecimento dos mecanismos moleculares de morte
celular envolvidos no processo. A abordagem terapéutica eficiente proporciona uma
melhor intervengao para prevenir ou diminuir o desenvolvimento de grandes lesdes

no Sistema Nervoso Central (SNC).
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi determinar diferentes parametros
morfolégicos, moleculares, comportamentais e metabdlicos em camundongos
experimentalmente submetidos a DT com piritiamina, com intuito de avaliar a
ocorréncia de alteracdes celulares e o delineamento de estratégias neuroprotetoras

eficientes, a fim de determinar protocolos terapéuticos futuros.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o perfil metabdlico sistémico dos animais submetidos ao modelo
experimental de DT com piritiamina, através da avaliacdo do consumo de

racao e ganho de peso corporal,

b) Caracterizar as alteragbes comportamentais motoras e cognitivas nos

camundongos submetidos a DT induzida por piritiamina;

c) ldentificar e quantificar, dentro do modelo in vivo de DT com piritiamina, as
areas encefélicas afetadas através do método de viabilidade celular da
reducdo do TTC (cloreto de 2,3,5-trifenitetrazdlio), utilizando fatias encefalicas

dos camundongos tratados;

d) Determinar as lesdes histolégicas em visceras e no SNC dos animais, e as
areas encefalicas especificas afetadas pela DT com piritiamina;

e) Determinar possiveis alteracbes em termos de estresse oxidativo, pela
avaliacdo da expressao de heme-oxigenase l1lcomo biomarcador, e a
modulagcdo das vias de sinalizagdo das MAPKs, em areas encefalicas de

camundongos em resposta a DT induzida por piritiamina;

f) Caracterizar a possivel agdo neuroprotetora do agente antioxidante Trolox e

do anti-inflamatério DMSO, nos animais com DT induzida por piritiamina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioquimica e fisiologia da tiamina e sua deficiéncia

A tiamina é uma vitamina essencial, conhecida também como vitamina B1,
serve para manter a integridade das células nervosas (ABDOU; HAZELL, 2015).Esta
vitamina € um cofator de enzimas do metabolismo de carboidratos, em particular
transcetolase, a-cetoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase, que
desempenham um papel essencial na conversdo de piruvato em acetil-CoA durante
a glicolise (DERVAUX, 2016). E uma molécula crucial, indiretamente envolvida em
varios passos metabdlicos da cadeia de transporte de elétrons, contribuindo para a
extracdo de energia de fontes de carboidratos, onde atua como coenzima na
conversao de glicose em adenosina trifosfato (ATP), molécula que armazena energia
proveniente da respiragdo celular, e na catalisacdo da conversdo de Varios
esqueletos de carbono no ciclo de Krebs (MANZETTI; ZHANG; DAVID, 2014).

A vitamina Bl 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). E um micronutriente essencial para
os seres humanos (PACAL et al., 2014), encontrada em carnes, visceras, 0VOS,
peixe, germe de trigo, grao integrais, legumes e nozes (BRASIL, 2012).

A tiamina é hidrossoluvel, o fosfato de tiamina é hidrolisado por fosfatases
intestinais, absorvida por difusédo e transporte ativo no jejuno-ileo e é fosforilada na
parede intestinal em TPP, forma ativa e cofator de importantes complexos
enzimaticos. Segundo Suzuki et al. (2017), a concentracdo de tiamina no sangue €&
coordenada principalmente pela absor¢ao do intestino delgado, eliminacdo urinaria e
reabsorcdo. Aproximadamente 53% da tiamina € excretada através da urina.

O figado e a maioria dos outros 6rgdos absorvem tanto a tiamina como o
TMP, e sédo capazes de fosforilar essas formas para di e trifosfato (BENDER, 2003).
Assim, esta molécula é essencial para o metabolismo completo da glicose e sua
privacdo nutricional retarda o fluxo através do ciclo do &cido tricarboxilico,
diminuindo a entrada de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial (NELSON;
COX; LEHNINGE, 2005).

O cofator pirofosfato de tiamina (TPP), forma da tiamina biologicamente ativa,

€ constituido pela coenzima difosfato de tiamina em combinacdo com o fésforo, que
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serve como cofator para quatro complexos enziméticos: complexo de piruvato
desidrogenase, um conjunto enzimatico organizado que conecta a glicélise com o
ciclo do &cido tricarboxilico (CAT); complexo da o-cetoglutarato desidrogenase
(KGDHC), imunocomponente do complexo imune associado ao ciclo TCA e
transcetolase, participante chave na derivacdo de fosfato de pentose envolvida em
biossintese de acido nucleico e lipidios (ALSTRUP; SCHIOTT, 2008).

Substéncias com atividade anti-tiamina podem estar presentes em folhas
fermentadas e extratos de folhas de chéd, nozes de certos tipos de arvores, peixe cru,
mariscos e café (cafeinado e descafeinado) (BENDER, 2003). Estas substancias
contém a enzima tiaminase, que degrada a tiamina.

Com a deplegédo corporal da tiamina pode ocorrer disfungdo metabdlica,
gerando estresse oxidativo, neuroinflamacao, reducao da neurogénese, interferéncia
na permeabilidade da barreira hematoencefalica, acidose metabdlica e alteracfes na
integridade funcional dos astrocitos (BLACKMORE; QUELLET, 2014; HAZELL;
TOOD, 1998). A DT pode resultar em diferentes sindromes: beribéri, encefalopatia
de Wernicke (EW) e Sindrome de Wernicke-Korsakoff (SWK) (SAUDE, 2012).

A falta desta vitamina resulta em lesdes cerebrais, sendo a lesdo neuroldgica
irreversivel 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
mais desmielinizacdo. Outras consequéncias sédo a vasodilatacao periférica, edemas
e insuficiéncia cardiaca (BRASIL, 2012).

O 6rgado mais afetado na DT é o encéfalo, onde a funcdo metabdlica da
tiamina € como cofator de enzimas envolvidas no metabolismo de glicose (BA, 2008)
e sintese de neurotransmissores (MULHOLLAND, 2006). Esta coenzima influencia
por varias vias bioquimicas no SNC, desempenhando um papel essencial no
metabolismo intermediario de carboidratos, metabolismo lipidico e neurotransmissao
(MANZO et al., 1994).

Diversas alteracdes bioquimicas ocorrem na célula devido a DT. Inicialmente,
€ observada diminuicdo da atividade de a-cetoglutarato desidrogenase (o-KGDH)
em astricitos, apos cerca de 4 dias, resultando em edema citotdxico e aumento de
volume celular (HAZELL et al. 2003), Ap6s 7-10 dias, ha baixa atividade da
transcetolase, com diminuicdo difusa no uso de glicose e consequente

comprometimento de funcgdes relacionadas aos astrocitos, como o controle da
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concentracbes extracelulares de glutamato, manutencdo de gradientes i0nicos
através da membrana celular e da permeabilidade na barreira hematoencefalica
(BHE) (HAZELL et al., 1998). Além disso, ha aumento da producéo de 6xido nitrico
(NO), devido a disfuncdo das células endoteliais, levando ao desenvolvimento de
edema vasogénico e disfuncédo da BHE (SECHI; SERRA, 2007).

A tiamina é considerada um composto essencial na homeostase das células e
0 SNC é altamente sensivel a DT. O conhecimento sobre o metabolismo desta
vitamina e das consequéncias de sua falta sdo essenciais para compreender a
regulacdo e os processos que envolvem a interacdo da coenzima, os disturbios

comportamentais e neurodegenerativos na DT.

2.2 Doencas causadas por deficiéncia de tiamina em humanos

As complicacbes ocasionadas pela DT geram distarbios severos e
irreversiveis no SNC, como o beribéri e a sindrome de Wernicke-Korsakoff. Além
disso, sugere-se que a falta de tiamina também esta relacionada ao Alzheimer,
Parkinson e esclerose lateral amiotrofica, porém, os fatores associados a estas

doencas ainda ndo sao claros.

2.2.1 Beribéri

O termo beribéri provém da expressao “eu ndo posso, eu nao posso”’, do
cingalés, lingua originaria da india. Trata-se de uma doenca causada pela DT que,
apesar de facilmente tratavel, pode levar a 6bito (BARRETO; BARRETO, 2016).

Nos paises do oriente, o beribéri é conhecido desde antes de Cristo. O
primeiro relato cientifico foi feito por Bontius (1592-1631), que descreveu casos
observados no sudeste asiatico. Era uma doenca comum em muitas partes do
sudeste da Asia no século XVII, causando elevada taxa de mortalidade e
permanecendo como um importante problema de salde naquela regido, até a
década de 1930 (BRASIL, 2012). Somente no século XX, gracas a emergente
ciencia da nutricdo, descobriu-se que se tratava de uma hipovitaminose
(MAGALHAES, 2014).

A busca da etiologia do beribéri levou a identificacdo e ao estudo das

vitaminas. Portanto, esta doenca né&o foi apenas uma causa de enorme sofrimento
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humano e morte, mas também uma das doencas mais importantes para 0
desenvolvimento da ciéncia (MEAD, 1995).

Segundo Magalhdes (2014), no Brasil, os primeiros que relataram sobre os
casos de beribéri foram pesquisadores baianos, muito antes da descoberta cientifica
da tiamina. As primeiras referéncias datam do final do século XVIII, por Alexandre
Rodrigues Ferreira, naturalista baiano que relatou casos de acometidos por “intensa
fraqueza, perturbacdes circulatorias, edemas e polineurite” na regidao amazdnica
(BRASIL, 2012).

Em 1994, foi registrado um surto de beribéri com trés Obitos e dezenas de
casos, entre cortadores de cana no municipio de Presidente Figueiredo, no estado
do Amazonas, que foi totalmente erradicado com a reposicdo de tiamina
(BARRETO; BARRETO, 2016).

Em 2006, foram notificados casos recentes no Maranhao, em Tocantins e em
Roraima, com hipéteses diagndsticas iniciais de doenca de etiologia desconhecida,
intoxicacdo por agrotéxicos ou por bebida alcoodlica e sindrome de Guillain-Barré
(BARRETO; BARRETO, 2016).

Em janeiro de 2008, no estado de Roraima, ocorreu um surto de beribéri em
homens de 20 a 60 anos, residentes em 20 comunidades amerindias no municipio
de Uiramutd (CERRONI et al., 2010). A DT foi causada nesta populacédo de indios
devido ao esforco fisico, elevado consumo de carboidratos e alcool (BARRETO;
BARRETO, 2016).

Em nivel mundial, o beribéri ndo é mais uma doenca largamente difundida na
populacdo. Apenas focos isolados tém sido observados nos ultimos 20 anos, entre
refugiados e comunidades restritas (BRASIL, 2012). Os surtos de beribéri associam-
se as condicbes de pobreza e fome, relacionando-se as situagbes graves de
inseguranca alimentar e nutricional, alcoolismo e alimentagdo monotona baseada em
arroz polido.

Pessoas com sobrepeso ou obesidade também podem apresentar esta
doenca (BRASIL, 2012). Uma revisado de dados representativos da literatura, indica
gue mais de 90% sao casos relatados de cirurgia bariatrica em pacientes do sexo
feminino. A maioria dos pacientes desenvolveu beribéri em um periodo de 4 a 12
semanas apO0s a cirurgia bariatrica (STROH; MEYER; MANGER, 2014). A maioria
dos pacientes desenvolve DT nos trés primeiros meses de pds-operatoério, causada

por hiperémese.
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Os pacientes com cirurgia bariatrica devem ser basicamente tratados com
suplementos de vitamina B para evitar complicagbes (STROH; MEYER; MANGER,
2014). Um diagnostico tardio ou ausente pode levar a danos irreversiveis do SNC,
com resultados fatais. O conhecimento sobre o assunto, incluindo o desenvolvimento
da DT, sintomatologia e tratamento de emergéncia, pode ser considerado essencial
para o prognéstico (STROH; MEYER; MANGER, 2014).

. O organismo humano ndo consegue manter reservas duradouras e, se nao
houver ingestdo diaria, sua saturacdo tecidual tem duracdo maxima 2 a 3 meses
(BARRETO; BARRETO, 2016).

O beribéri estd relacionado as situacbes que aumentam a demanda
metabdlica de tiamina ou que interferem em sua biodisponibilidade (BRASIL, 2012)..

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

Outra consequéncia da DT € a vasodilatacdo periférica, com aumento nos
shunts arteriovenosos e alteracdo significativa da microcirculacdo (CERRONI, 2008).
No beribéri, estudos de conducdo nervosa mostram geralmente neuropatia axonal
predominantemente sensorial (FAIGLE; MOHME; LEVY, 2012). Os sintomas
motores sdo principalmente latentes e podem ser agravados pela miopatia
associada a DT. A neuropatia aguda do beribéri € similar a sindrome de Guillain-
Barré e deve ser considerada como risco de DT (RIAHI et al, 2017).

O diagndstico de beribéri é clinico e o tratamento é feito com reposicédo de
tiamina. Entretanto, a resposta clinica ao tratamento empirico com tiamina é usada
para confirmar o diagnostico. Apos o tratamento com a vitamina, observa-se melhora
rapida do quadro clinico (BRASIL, 2012).

Beribéri € uma doenca que apresenta graves problemas a saude publica e
exige maior vigilancia aos 6rgaos publicos responsaveis. Conforme Leonzo (2012), o
retorno do beribéri expde a miséria cotidiana principalmente dos trabalhadores
brasileiros esquecidos em longinquos espacos do territério nacional. Sdo a ela
vulneraveis, igualmente, gestantes, criancas, alcodlatras e pessoas que exercem
atividades extenuantes. A importancia da continua vigilancia dos 6rgaos publicos

torna-se decisiva para sua prevencao e tratamento.
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O Ministério da Saude (2012) afirma que o beribéri € um importante problema
de saude publica, determinado pelas condicbes de vida e trabalho. Contudo,
esclarece que a doenca ndo pode ser combatida apenas com politicas de saude,

mas necessita-se de politicas sociais.

2.2.2 Sindrome de Wernicke-Korsakoff

Pela primeira vez, em 1881, foi descrita uma doenca de inicio subito,
caracterizada por paralisia dos movimentos oculares, marcha ataxica e confuséo
mental. Esta descricao foi feita por Carl Wernicke, que observou esses sintomas em
trés pacientes, dois alcoolistas e uma paciente com vOmitos persistentes apoés
ingestdo de acido sulfurico, que se apresentaram com estupor progressivo,
evoluindo para o coma e morte (ZUBARAN, 1996).

As alteracdes patoldgicas descritas por Wernicke foram hemorragias na
substancia cinzenta ao redor do terceiro e quarto ventriculos e do aqueduto de
Sylvius, quando denominou a doenca de “polioencephalitis hemorrhagica superioris”
(WERNICKE, 1981).

A doenca de Wernicke € uma emergéncia neuropsiquiatrica aguda, devido a
DT. Ocorre principalmente em pacientes dependentes de &alcool desnutridos ou
como consequéncia de desnutricdo por outras causas (LATT; DORE, 2014). A
doenca tem sido historicamente associada a uma triade classica de sintomas
neurologicos agudos: confuséo, ataxia e oftalmoplegia (SULLIVAN; FAMA, 2012).

A EW quando ndo cuidada, evolui para SWK, que é caracterizada por um
transtorno comportamental patolégico, observado em pessoas desnutridas e
alcoolistas cronicos. Os pacientes apresentam uma variedade de danos
neuropsicolégicos, que vao desde pequenos comprometimentos na memoria,
passando por moderados déficits cognitivos, até a completa deméncia (RESENDE,
2012).

O Ministério da Saude (2012) descreve que a encefalopatia de Wernicke
envolve o sistema nervoso central e se manifesta frequentemente por confusdo
mental, desorientacéo, oftalmoplegia (paralisia dos musculos oculares), nistagmo
(oscilacao ritmica dos globos oculares), diplopia (visdo dupla), ataxia (inseguranca
nos movimentos de maos e pés). Pode ocorrer paralisia do nervo causando

estrabismo convergente.
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Os sintomas que comprometem o aprendizado e a memodria sao
manifestacbes da doenca de Wernicke, e sdo apropriadamente designados de SWK
(BUTTERWORTH; KRIL; HARPER, 1993). A SWK é um disturbio neuropsiquiatrico
gue se caracteriza por amnésia anterograda densa e perda de memdria a curto
prazo, associada a confabulagdo compensatéria, com preservacdo relativa da
memoéria de longo prazo e outras habilidades cognitivas (KERNS; ARUNDEL;
CHAWLA, 2015). Ocorre disfuncdo do lobo frontal e disturbios afetivos (SULLIVAN;
FAMA, 2012).

A SWK caracteriza-se por lesbes da base do cérebro, hipotdlamo, talamo e
corpos mamilares, com proliferagéo glial, dilatacao capilar e hemorragia perivascular.

Os mecanismos da neurodegeneracdo ainda ndo sao claros. O estresse
oxidativo € considerado um elemento significativo da fisiopatologia, ligada a
producdo de EROs, peroxidacao lipidica, falha energética celular, acidose lactica e
excitotoxicidade (HAZELL; BUTTERWORTH, 2009).

Portanto faz-se necessario um intenso estudo sobre o papel do estresse

oxidativo nestas alteracdes e as disfuncdes neuroldgicas causadas pela DT.

2.3 Disfung¢des neuroquimicas na deficiéncia de tiamina

A deplecdo de tiamina interfere em mecanismos celulares, resultando em
alteracdes que levam a neurodegeneracao e disfuncdes do SNC (MKRTCHYAN et
al., 2016). Alteracdes funcionais nos sistemas de neurotransmissdo e lesdes
morfolégicas geralmente antecedem a morte neuronal produzida pela DT
(LANGLAIS; ZHANG, 1997; GIBSON; ZHANG, 2002; TODD; BUTTERWORTH,
1999). A tiamina desempenha outras fungdes especificas em algumas regides do
SNC e, a diminuigcdo, mesmo que parcial dessa vitamina, desencadeia alteracdes
gue antecedem a morte celular causada pela queda de ATP, molécula indispensavel
para as células (MKRTCHYAN et al., 2016).

A falta de tiamina ocasiona estresse oxidativo e perda neuronal especifica em
determinadas regides do encéfalo de animais e humanos (MKRTCHYAN et al.,
2016). Algumas regides encefalicas estdo fortemente interligadas, e os achados
comportamentais sugerem que o hipocampo, 0s ndcleos talamicos anteriores e 0s
corpos mamilares dependem um do outro para a aquisicdo de algumas tarefas
espaciais (AGGLETON, 2008).
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Trabalhos demonstram que a DT pode causar perturbacdes nos circuitos
colinérgico (PIRES et al. 2001; 2005; VETRENO et al., 2008; ROLAND et al., 2010),
serotonérgico (NAKAGAWASAI et al., 2007; VIGIL et al., 2010), dopaminérgico,
noradrenérgico, glutamatérgico (TODD; BUTTERWORTH, 1998; SAVAGE et al.,
1999; KAWAKAMI et al.,, 2010) e gabaérgico (BUTTERWORTH et al.,, 1979;
BUTTERWORTH, 1989; ROLAND; SAVAGE, 2009). A redugdo na atividade da
enzima a-cetoglutarato desidrogenase pode levar a um aumento na concentracao do
glutamato extracelular e induzir a morte neuronal por um mecanismo de
excitotoxicidade (HAZELL et al., 1993). Neurdnios colinérgicos sdo particularmente
sensiveis a excitotoxicidade do glutamato. Os sistemas noradrenérgico e
serotonérgico foram implicados no processo fisiopatoldégico da SWK. As disfuncdes
neuroquimicas resultam a perda de memoéria (NARDONE et al., 2013).

De acordo com Salinska e Stafiej (2003), o glutamato é o principal
neurotransmissor envolvido em respostas sinapticas excitatérias no sistema nervoso
central, distribuido de maneira ampla e uniforme, participando de varios processos
fisiologicos como neurogénese, migracao celular, plasticidade neuronal e processos
de aprendizado e memoria.

O glutamato desempenha um papel significativo no desenvolvimento de
lesdes na DT. A excitotoxicidade glutamatérgica € considerada o principal
mecanismo de morte celular na DT, associada a amnésia diencefélica (HAZELL et
al.,, 1993). Na DT, ocorre excitotoxicidade mediada pelo glutamato, disfuncéo
mitocondrial com alteracbes no metabolismo energético e estresse oxidativo no
talamo, corpos mamilares e estruturas do diencéfalo (TODD; BUTTERWORTH,
1999).

Na via p38MAPK

, espécies reativas de oxigénio ativam membros da subfamilia
MKK3 ou MKK®, que sdo altamente especificos para p38™FX. MKK®6 fosforila todas
as isoformas de p38 (p38a, p38M} p38d e p38y), enquanto que MKK3 é seletiva para
as isoformas p38a, p38d e p38y. MKK3/6 transmitem esse sinal a p38 que é
translocada do citoplasma para o ndcleo, ativando fatores de transcricdo que
controlam a expressdo de enzimas envolvidas em rotas antioxidantes, na
proliferacéo, diferenciacéo, inflamacéo e apoptose (SON et al, 2013).

O envolvimento do glutamato na doenca de Parkinson (DP) é destacado

devido aos efeitos benéficos em relagdo aos bloqueadores do receptor de glutamato
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ou drogas que aumentam a captacdo do aminoacido, no qual tém efeitos positivos
em modelos experimental de DP (VALLI;SOBRINHO, 2014).

Os astrécitos sdo sensiveis a DT e sdo responsaveis em regular a acao do
glutamato (SUZUKI et al.,, 2017). Estudos em modelos experimentais de DT
demonstram acidose latica, anormalidades em processos oxidativos, edema
cerebral, perda seletiva de neurdnios, hemorragia, excitoxicidade mediada pelo
glutamato e disfuncéo astrocitaria nas regifes vulneraveis do encéfalo (SUZUKI et
al., 2017). Alteragcbes no metabolismo de tiamina levam a neurodegeneracdo e
determinam o estresse oxidativo. Elevacdo nos niveis de indicadores de estresse
oxidativo, como aumentos da expressao de heme oxigenase-1 e da molécula de
adesdo celular intracelular-1, foi demonstrada no encéfalo de ratos com DT
(GIBSON; ZHANG, 2002).

O sistema heme oxigenase/biliverdina redutase (HO/ BVR) é um dos
primeiros a apresentar regulacédo positiva no estresse oxidativo, funcionando como
neuroprotetor (AMANO, 2011).

As proteinas do choque térmico protegem células e tecidos dos efeitos
deletérios da inflamacdo, o que ocorreria através da prevencdo da quebra de
cadeias de DNA induzida por EROS e peroxidacéo lipidica, bem como através de
protecdo da estrutura e funcdo das mitocondrias (MEYER; SILVA, 1999).

Os efeitos neuroinflamatérios também sao cruciais para o aumento de EROs
e ocorrem comumente dentro de areas de neurodegeneracdo, causando perdas
neuronais e lesdes endoteliais (SARKAR et al., 2016).

O entendimento dos mecanismos moleculares associados a DT €
fundamental para desenvolver terapias eficientes, particularmente em doencas

neurodegenerativas.

2.4 Substancias com acao antioxidante e anti-inflamatoria

A DT resulta em processos patologicos neurolégicos com profundas
consequéncias. Substancias antioxidantes e anti-inflamatérias podem ter potencial
para ser usadas como adjuvantes na terapia da DT, com a finalidade de amenizar os
efeitos deletérios neurodegenerativos, como possiveis estratégias de neuroprotecao.

Antioxidantes agem como protetores celulares, que impedem a formacgao e/ou

as acoes de EROs. Espécies reativas de oxigénio sdo continuamente geradas em
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condigdes fisiologicas. Baixas concentragbes de EROs podem ser benéficas, ou até
mesmo indispensaveis, em processos como a sinalizacdo intracelular e defesas
contra microrganismos. No entanto, quando as defesas antioxidantes naturais do
organismo sao dominadas por uma producao excessiva de EROs, em uma situacéo
de "estresse oxidativo", macromoléculas celulares e extracelulares (proteinas,
lipidios e acidos nucleicos) podem sofrer danos oxidativos, resultando em lesédo
tecidual (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SERKEDJIEVA, 2010). O radical
hidroxila (OH") é o produto mais reativo de ERO, formado por sucessivas rea¢cées no
metabolismo celular. E o principal responsavel pelos efeitos citotoxicos observados
em organismos aerébios (YANG et al., 2001).

O Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) € um potente
antioxidante hidrossoluvel sintético, anélogo a vitamina E (KIM et al., 2002; WU et
al., 1991). O mecanismo de acao do Trolox € semelhante ao da vitamina E, ou seja,
envolve a remocdo de radicais peroxil (ALBERTINI; ABUJA, 1999). Estudos
demonstram que o Trolox reduz radicais livres, atuando de forma eficiente sobre
EROs (WU et al., 1990; SAGACH et al., 2002; WANG et al., 2002).

O dimetilsulféxido (DMSO) é uma substancia organica de férmula quimica
C,HgSO, com um dominio altamente polar e dois grupos apolares, tornando-se
solavel 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-inflamatoéria e citoprotetora (BLYTHE et al., 1986; BRAYTON,
1986). Tornou-se um dos agentes farmacologicos mais estudados, porém, um dos
menos compreendidos, pois possui versatilidade de mecanismos de acao (JACOB,;
HERSCHLER, 1983).

O DMSO é mais eficaz na inflamacdo aguda. Atua na cascata do acido
araquidonico (STONE, 1993) e sobre o fator de agregacao plaquetaria (BRAYTON,
1986). Alem disso, possui eficacia na remocdo de radicais livres produzidos por
neutrofilos, envolvidos na evolugdo do disturbio circulatério que precede a necrose
(BLYTHE et al., 1986). DMSO também tem propriedade diurética, com potencial
acao em reverter alteracdes neuroldégicas em casos de pressao intracraniana
decorrentes de traumatismos cranianos. (BLYTHE et al., 1986). O DMSO ¢ indicado

para remocao de radicais livres envolvidos na leséo de reperfuséo (STONE, 1993).
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2.5 Modelos animais de deficiéncia em tiamina

O uso de modelos animais de DT possibilita o estudo da neurodegeneracao
em diferentes regides do encéfalo e as alteracbes cognitivas associadas
(RESENDE, 2012). Sistemas como o encéfalo do rato, por exemplo, sdo modelos
Uteis para o entendimento dos principios e fundamentos bésicos dessa interacao
(RIBEIRO; PEREIRA, 1998). Os roedores de laboratério proporcionam uma
pesquisa experimental profunda, nos aspectos anatbmicos, fisiologicos,
neuroquimicos e moleculares.

Os roedores com DT apresentam diversas alteracdes, como: alopecia,
hipersensibilidade a estimulos, perda do tbnus muscular, ataxia, perda do apetite,
perda do reflexo de endireitamento e convulsdes, podendo evoluir para a morte caso
0 processo ndo seja revertido rapidamente (MOUSSEAU et al., 1996; CICCIA;
LANGLAIS, 2000).

A associacdo de uma dieta DT com injecdes de piritiamina (um analogo
guimico da tiamina, com atividade antagonista funcional) acelera o aparecimento dos
sinais neurologicos (WITT, 1985; VETRENO et al., 2012). Neurodegeneracédo ocorre
principalmente no talamo e corpos mamilares, progredindo em uma linha de tempo
bem estabelecida (LANGLAIS et al., 1992, SAVAGE et al., 2012). Este modelo
reproduz as lesGes cerebrais e os déficits comportamentais encontrados nos
individuos com a SWK (WITT, 1985; VETRENO et al., 2011). Apos o episodio de DT,
roedores apresentam déficits motores e cognitivos, incluindo déficits na
aprendizagem e memoéria espacial.

As alteracGes neuropatoldgicas induzidas por piritiamina sao idénticas as que
foram descritas e provocadas pelo glutamato, gerando lesdes excitotdéxicas (ZHANG
et al., 1995). Excitotoxicidade e, possivelmente apoptose, sG0 mecanismos que
podem mediar a degeneracdo neuronal em modelos de DT, com indugao por
piritiamina (NARDONE et al.,, 2013). Estudos em modelos de DT em roedores
demonstram que estas alteragcdes podem ser associadas com estresse oxidativo
(VETRENO et al., 2012). Ha producéo prejudicada de glutationa com acumulo de
peréxido de hidrogénio, desenvolvimento de peroxidacdo lipidica e oxidacdo de
proteinas, com danos neuronais (FERNANDES et al., 2017).

O bem estabelecido modelo com piritiamina em roedores, tem sido usado

para obter informacdes sobre as regides do encéfalo envolvidas na SWK, criticas no
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estabelecimento de amnésia (ANZALONE et al., 2010). Os modelos experimentais
de DT séo Uteis ndo sO para estudar os mecanismos da EW, mas também para a
compreensao dos processos neurodegenerativos associados as doencas do
envelhecimento (SCHWAB et al., 1996; GIBSON; ZHANG, 2001; PARK et al., 2001).

No modelo de DT com dieta deficiente, os animais s&o alimentados com
racdo deficiente em tiamina, que pode ser manipulada no proprio laboratorio, ou
adquirida de empresas especializadas. Neste tratamento, os animais demonstram
inducdo de sinais neurolégicos associados a DT apds varias semanas, como:
reducdo no comportamento de auto limpeza (grooming), seguido por ataxia, perda
do reflexo de endireitamento e convulsdo (TRONCOSO et al., 1981; WITT, 1985).
Entretanto, somente nove dias em dieta DT s&do necessarios para reduzir
neurogénese hipocampal nos roedores (ZHAO et al., 2008).

Além disso, depois de 14 dias, ha evidéncia de redugdo no numero de
neurénios colinérgicos no prosencéfalo (ZHAO et al., 2008) e, apdés 30 dias, os
niveis de acetilcolinesterase e fibras colinérgicas estdo reduzidos no cértex e
hipocampo (PIRES et al., 2007; NAKAGAWASAI et al.,, 2007). Nesse periodo,
déficits de memoaria espacial sdo observados (PIRES et al., 2007). Entretanto, o uso
do modelo dietético de DT associado a inje¢cdes de piritiamina, abrevia o tempo de
surgimento das alteracbes para 7-10 dias, com subsequente estabelecimento de
estado comatoso apés 11-14 dias e morte, entre 14-16 dias (NARDONE et al., 2013,
VETRENO et al., 2012).
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3 METODOS

3.1 Animais

No modelo para estudo da DT foram utilizados camundongos Swiss machos
com idade pos-natal de 50 dias. Os animais foram produzidos em biotério préprio no
Laboratorio de Patologia Experimental da UFT, e mantidos, manipulados e
eutanasiados, conforme protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFT (CEUA-UFT, processo n° 23101.000284/2014-13).

3.2 Tratamentos in vivo - modelo de deficiéncia de tiamina

Foi utilizado um modelo de deficiéncia dietética de tiamina em conjunto com
injecdes intraperitoneais (i.p) do antagonista de tiamina, pirittiamina. No modelo
experimental, os animais foram divididos em seis grupos e submetidos a diferentes
tratamentos (Quadro 1), durante nove dias. Dentre os grupos, trés eram grupos
controle, que receberam solucao salina (NaCl 0,9%) ou substancias neuroprotetoras
(Trolox e dimetilsulfoxido) e trés eram grupos deficientes, que receberam piritiamina

seguida ou ndo de substancias neuroprotetoras.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais e tratamentos do modelo de deficiéncia de tiamina
com piritiamina, com duracédo de 9 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL TRATAMENTO
Grupo 1 — Controle (Cont) Solucéo salina
Grupo 2 — Deficiente (Ptd) Piritiamina
Grupo 3 — Deficiente com Trolox (Ptd+Tr) Piritiamina, associada ao Trolox

Piritiamina, associada ao

Grupo 4 — Deficiente com DMSO(Ptd+Dmso) dimetilsulféxido

Grupo 5 — Controle Trolox (Tr) Trolox

Grupo 6 — Controle DMSO (Dmso) Dimetilsulfoxido

Os grupos 1, 5 e 6 receberam ao longo de todo o tratamento racao padréo
AIN-93M (PRAG Solucgdes Biociéncias, SP, Brasil), segundo o American Institute of
Nutrition (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Esta formulagc&o foi proposta com o
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intuito de padronizar dietas-testes para facilitar a interpretacdo de resultados e
garantir a reprodutibilidade destes e tem sido amplamente utilizada em estudos com
roedores. Os grupos 2, 3 e 4 receberam racdo deficiente em tiamina AIN-93DT
(PRAG Solucdes Biociéncias, SP, Brasil) durante o periodo de tratamento. Os
constituintes da dieta DT eram idénticos aos da dieta padrdo, exceto a falta da
vitamina.

Os grupos receberam agua e racdo ad libitum e, diariamente, injecdes
intraperitoneais (i.p.) de solucdo salina (NaCl 0,9%; controles, Grupo 1), piritiamina
(deficientes, 5 mg/kg; Grupos 2, 3 e 4; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e/ou os
neuroprotetores Trolox (1 mg/kg; Grupos 3 e 5; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA)
ou DMSO (1 ml/kg em solucdo 10% em salina; Grupos 4 e 6; Amresco, OH, EUA).
Os volumes injetados foram ajustados para 0,1 ml/10g de peso corporal
(CALINGASAN et al., 1996; CORDOVA et al., 2012).

Durante os tratamentos, foram controlados diariamente o ganho de peso e o

consumo de racéo.

3.3 Anélise comportamental

Para as avaliacbes de comportamento, os animais foram testados em campo
aberto e no rotarod, para investigar os efeitos dos tratamentos de DT e/ou
substancias neuroprotetoras (Trolox e DMSO) nos comportamentos motor e
cognitivo dos animais.

Os testes comportamentais foram realizados no 8° dia de tratamento, devido
ao rapido desenvolvimento de distirbios neurol6gicos nos animais, observados em
periodos subsequentes (depressdo acentuada e imobilidade, decubito lateral,
opistétono e convulsédo). Os animais foram habituados a sala de ensaio durante uma
hora antes de iniciar os testes comportamentais, durante a fase clara do ciclo
circadiano (10h00-17h00).

O teste do rotarod, que teve por objetivo avaliar os efeitos dos tratamentos
sobre a coordenacdo motora e equilibrio dos animais, consistiu em duas etapas:
condicionamento (treino) e teste (JIANG et al.,, 2004; CORDOVA et al.,, 2012).
Primeiramente, os animais foram condicionados no aparelho de Rotarod (Insight
Equipamentos, SP, Brasil) sobre o cilindro estacionario durante 30 segundos,
seguido por um periodo de 90 s no cilindro com rotacéo fixa em 5 RPM (rotagdo por
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minuto). Os animais que falharam nesta primeira etapa, foram submetidos & no
maximo duas sessdes adicionais de condicionamento. A falha na terceira sessao foi
critério de exclusédo para as sessdes de teste. Trinta minutos apés a ultima sessao
de condicionamento, os animais foram testados no rotarod, e o tempo de laténcia
para queda foi gravado para determinar o grau de coordenagdo motora. O teste
consistiu de duas sessoes diarias com duracdo maxima de 5 min, intervalos de 30
min entre as duas sessoes, iniciando a velocidade de 5 RPM e com aumento de 0,1
RPM/s (Figura 1). Os resultados obtidos séo expressos em segundos + E.P.M.(Erro
Padrdo da Média)

Figura 1 - Teste do rotarod para avaliagdo de coordenacdo motora de camundongos submetidos ao
modelo de deficiéncia de tiamina com piritiamina. Fonte: acervo do autor, 2017.

O campo aberto foi desenvolvido para o estudo comportamental de ratos e
consiste em expor o animal a um novo ambiente, observando parametros como 0s
movimentos locomotores, que sao 0s deslocamentos entre um ponto a outro da
arena, os movimentos de exploracdo (ou ndo locomotores) que sdo aqueles que o
animal pode realizar sem a necessidade de deslocamento, como por exemplo

atividade de levantamento e autolimpeza. Em experimentos com roedores, estes
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comportamentos sdo essenciais para avaliar efeitos psicoestimulantes, ansiedade e
depressao (PRUT; BELZUNG, 2003).

Os testes de campo aberto foram realizados em arena circular de 300 mm de
diametro, 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 o0s seguintes parametros: distancia percorrida (nUmero de
guadrantes ultrapassados com 0s quatro membros), numero de bolos fecais, numero
de levantamentos (rearing; levantamentos completos dos dois membros anteriores)
e numero de movimentos de limpeza (grooming) (AGUIAR 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 no 8° dia de tratamento (dia 8) (Figura 2). O desempenho dos
animais foi registrado em video, para posterior andlise dos parametros. Os
resultados obtidos sdo expressos em porcentagem das afericbes do dia 8 em

relacédo ao dia zero (considerado 100%) + E.P.M.

Figura 2 - Teste do campo aberto dos camundongos submetidos ao modelo de deficiéncia de tiamina
com piritiamina. Fonte: acervo do autor, 2017.
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3.4 Coleta de amostra e analise histopatologica

Realizados os tratamentos, no 9° dia as visceras (figado, rim, pulméo e
coracdo) e os encéfalos dos camundongos foram coletados para avaliacdo
histopatoldgica. As amostras foram obtidas durante exame pds-mortal dos animais e
acondicionadas em frascos contendo formol tamponado a 10%. Apés uma semana
de fixacdo, as amostras foram encaminhadas para processamento histologico. Os
tecidos foram desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados em xilol e
embebidos em parafina, seguindo-se microtomia (espessura de 5 um) e coloracéo
por hematoxilina e eosina (HE). A analise histopatologica foi realizada através de
microscépico éptico trinocular Bioptika B20T, acoplado a uma camera digital ISH500
CMOS-5.0 colorida (Tucsen Photonics, Fujian, China). As imagens foram projetadas
em monitor e capturadas pelo software ISCapture® v.3.6.7. (Tucsen Photonics,
Fujian, China) em objetiva de 40x. As lesbes encontradas foram classificadas quanto

as localizacbes anatdbmicas e numero de animais acometidos (em porcentagem).

3.5 Determinacdo da viabilidade celular

Foi utilizado o teste colorimétrico de reducdo do 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazélio (TTC) para o estudo de viabilidade celular. O TTC entra na cadeia
respiratoria mitocondrial no lugar do oxigénio, € reduzido a um pigmento insoltvel
(formazan vermelho) por desidrogenases mitocondriais e assim, a quantidade de
pigmento formado é diretamente proporcional a atividade metabdlica celular,
evidenciando a integridade funcional e estrutural da célula (AMUTHA et al., 2007,
SHELINE; WEI, 2006). Assim, porcdes vivas de tecidos ou mesmo células
individuais adquirem coloracdo avermelhada. A finalidade deste método é determinar
uma possivel interferéncia da DT na viabilidade celular, focando a mitocondria.

Para os ensaios, as fatias foram preparadas conforme Cordova et al.
(2004).0s encéfalos dos camundongos tratados foram retirados a 4 °C e fatiados na
espessura de 500 um, utilizando-se matriz de corte para encéfalos de camundongos.

Posteriormente, as fatias foram pré-incubadas em tampao HEPES-salina (124
mM de NaCl, 4 mM de KClI, 1,2 mM de MgSO,, 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 por 30 min no mesmo tampé&o com TTC 1% a 37 °C (GAO et al., 2008).
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Apos a incubacéo, o tampéo foi removido e as fatias lavadas com solucéo
salina (NaCl 0,9%) e em seguida fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4%. As
fatias foram escaneadas utilizando a impressora multiprofissional HP Deskjet 3050 e
a viabilidade celular foi determinada pela mensuracédo da densidade oOptica (D.O) do
cromoégeno produzido nas estruturas de interesse — cOrtex cerebral, corpo estriado,
talamo e hipocampo — através do programa Image J (National Institute of Health,
MD, EUA) (Figura 3). Os dados sao expressos em porcentagens em relacdo ao

controle (considerado 100%) e os valores sao expressos como média + E.P.M.

Figura 3. Avaliacdo da viabilidade celular em fatias encefalicas de camundongos deficientes em
tiamina com piritiamina, através do método colorimétrico de reducéo do TTC. As areas encefalicas de
interesse foram delimitadas e avaliadas pela D.O. do cromogeno vermelho produzido. Foram
analisados o corpo estriado (linha amarela), talamo (linha verde), hipocampo (linha azul) e cortex
cerebral (linha branca). Fonte: acervo do autor, 2017.

3.6 Processamento das amostras e Western Blot

As estruturas de interesse (primariamente coértex cerebral e talamo) foram
homogeneizadas ao final dos tratamentos, conforme descrito por Cordova et al.
(2012). Para o preparo dos homogenatos as estruturas foram homogeneizadas em
Tampéo de Amostra (200 mM de Tris, 40 mM de EDTA, 4% de SDS, pH 6,8) em
relacéo p/v de 0,25 g tecido/ml. O homogenato foi fervido por 5 min. E, sobre essa
solugdo de amostra, foi adicionado Tampao de Diluicdo na proporcao de 1:4 (40%
glicerol, 50 mM de Tris e azul de bromofenol) e B-mercaptoetanol na concentragéo
final de 5% (v/v). As proteinas totais das amostras foram dosadas pelo método de
Lowry modificado (PETERSON, 1977).
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As amostras foram separadas através 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 de p38"*"K e a
expressdo de HO-1 identificadas através do uso de anticorpos especificos
(CORDOVA et al.,, 2004, 2012). A revelacdo dos immunoblottings foi realizada
através de método com cromogeno (3,3’-diaminobenzidina; DAB) (CORDOVA et al.,
2011) e a densitometria das bandas determinada com o uso do programa Image J®
(National Institutes of Health, EUA). Os niveis de fosforilagdo de p38™*"X foram
obtidos pela relacdo das densidades Opticas das formas fosforilada/total (POSSER
et al., 2007; CORDOVA et al., 2012). Os resultados da fosforilacdo de p38M*" e da
expressdo de HO-1 sdo expressos em porcentagem em relacdo ao controle

(considerado 100%) e os valores sdo expressos como media + E.P.M.

3.7 Andlise estatistica

Os dados sao expressos como média + E.P.M. e a significancia estatistica foi
determinada pela analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de
Duncan quando apropriado (CORDOVA et al, 2012). Os resultados séo

considerados significativos quando p < 0,05 (n = 6).
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4 RESULTADOS

4.1 Ganho de peso

Os animais que receberam a dieta deficiente em tiamina em associacdo com
a administracao de piritiamina (grupo Ptd), mostraram significativa reducédo de ganho
de peso corporal comparados ao controle (p = 0,005), ap6s nove dias de tratamento
(Tabela 1). As substancias protetoras Trolox e Dmso, ndo impediram a diminuicdo
de ganho peso corporal nos animais (Ptd+Tr, p = 0,240; Ptd+Dmso, p = 0,573; em
relagdo ao grupo Ptd). Porém, Trolox e DMSO per se néo influenciaram no ganho de

peso corporal, comparados ao grupo controle (Tr, p = 0,176; Dmso, p = 0,372).

Tabela 1 - Ganho de peso corporal dos camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com
piritiamina.

Peso (g) - dia zero Peso (g) - dia 9 Ganho de peso (9)

Controle 39,34 £ 1,17 41,61 +1,10 2,27 £ 0,55
Ptd 36,67 £ 1,29 35,29+1,78 -1,38+1,03%
Ptd+Tr 40,89 + 1,30 38,09 +1,13 -2,80+0,82°
Ptd+Dmso 39,96 + 0,95 39,26 + 1,13 -0,70£0,99°

Tr 41,34+ 1,11 45,36 + 1,17 4,01 + 0,29

Dmso 39,32 +£ 0,93 42,67 + 0,60 3,35+ 0,76

Analise por ANOVA seguida do teste Duncan.  p < 0,05 em relagéo ao controle, n = 6. Grupo Ptd
(piritiamina), Ptd+Tr (piritiamina com trolox), Ptd+Dmao (piritiamina com Dimetilsulféxido), Tr (Trolox)
e Dmso (Dimetilsulféxido). Fonte: acervo do autor, 2017.

4.2 Consumo de racao

Os animais com deficiéncia de tiamina (grupo Ptd) apresentaram reducao do
consumo de racdo em relacdo aos controles (Tabela 2) apds nove dias de
tratamento (p = 0,002). O antioxidante Trolox e o anti-inflamatério DMSO nao
interferiram na reducgao de consumo de racéo nos animais deficientes (grupo Ptd+Tr,
p = 0,609; grupo Ptd+Dmso, p = 457; em relacéo ao grupo Ptd).

Trolox e 0 Dmso nao alteraram o consumo de racdo, comparados ao controle

(grupo Tr, p = 0,524; grupo Dmso, p = 0,640).
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Tabela 2 - Consumo de racdo dos camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com piritiamina.

Consumo (g) - diazero Consumo (g) - dia9 Variacao (9)
Controle 6,15 + 0,09 4,84 + 0,15 -1,31+0,24
Ptd 6,62 + 0,17 1,45+ 0,66 -5,17+0,83%
Ptd+Tr 5,98 £ 0,38 1,34 £ 0,50 -4,65+0,87°
Ptd+Dmso 5,90 + 0,37 1,54 +£0,79 -436+1,15%
Tr 6,44 £ 0,43 4,48 + 0,01 -1,97£0,41
Dmso 6,05 £ 0,66 5,22 £ 0,47 -0,83 +0,19

Anélise por ANOVA seguida do teste Duncan.  p < 0,05 em relagéo ao controle, n = 6. Grupo Ptd
(piritiamina), Ptd+Tr (piritiamina com trolox), Ptd+Dmao (piritiamina com Dimetilsulféxido), Tr (Trolox)
e Dmso (Dimetilsulféxido). Fonte: acervo do autor, 2017.

4.3 Anélise comportamental

No teste do rotarod (Figura 4), os animais deficientes tratados por oito dias
apresentaram reducéo significativa do tempo de laténcia para queda, com média de
101,50 s + 16,52, comparado ao controle, com média de 194,43 s + 17,99 (p =
0,0003). De forma interessante, tanto o Trolox (grupo Ptd+Tr, 209,83 s + 20,82, p

0,0001 comparado ao grupo Ptd) quanto o DMSO (grupo Ptd+Dmso, 151,83 s +
9,82, p = 0,025 comparado ao grupo Ptd), reverteram os efeitos de diminuicdo de
coordenacao motora observados nos animais deficientes. Porém, o grupo Ptd+Dmso
apresentou reversdo da perda de coordenacdo motora menos intensa, comparado
ao grupo Ptd+Tr (p = 0,019).

Adicionalmente, o antioxidante Trolox e o anti-inflamatério DMSO néo

influenciaram a coordenagao motora durante os tratamentos de 8 dias (Figura 4).
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Figura 4 - Teste do rotarod realizado nos camundongos tratados por 8 dias no modelo de deficiéncia
de tiamina com piritiamina. Os animais foram testados no cilindro com rotacéo inicial de 5 RPM, com
aceleracdo de 0,1 RPM/s. Os camundongos foram tratados com ragédo AIN-93M e salina (Cont; NaCl
0,9%), ragdo AIN-93DT e piritiamina (Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox (Ptd+Tr), ragéo
AIN-93DT e piritiamina com DMSO (Ptd+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox (Tr) ou racdo AIN-93M e

DMSO (Dmso). Resultados representam a média + E.P.M. dos tempos (em segundos) das avaliacdes

realizadas no 8° dia de tratamento. Anéalise por ANOVA seguida do teste Duncan.  p < 0,05

comparado ao controle, b p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, ° p < 0,05 comparado ao grupo Ptd+Tr;
n= 6.

Na avaliacdo de campo aberto (Figura 5), os animais DT (grupo Ptd)
apresentaram uma reducéo de 28,43% na distancia percorrida quando comparados
aos controles (p = 0,003) e reducédo de 30,09% na frequéncia de levantamentos (p =
0,003).

Os animais DT que foram tratados com Trolox (grupo Ptd+Tr) apresentaram
reversao total dos efeitos da DT, com valores préximos ou acima ao dos controles,
com aumento de 13,45% na distancia percorrida em relagdo ao controle (p = 0,0001
em relacédo ao grupo Ptd) e aumento de 25,44% nos levantamentos comparados ao
controle (p = 0,00002 em relagcdo ao grupo Ptd; p = 0,010 em relagcdo ao grupo
controle).

O grupo (Ptd+Dmso) ndo apresentou efeito contra a reducdo da distancia
percorrida induzida pela DT (Figura 5), com reducédo de 30,75% em relacdo ao
controle (p = 0,002), sendo capaz apenas de reverter os efeitos sobre as atividades

de levantamento (p = 0,006).
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As atividades de limpeza e producdo de bolos fecais ndo foram alteradas
pelos tratamentos (Figura 5).
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Figura 5 - Efeitos comportamentais em campo aberto nos camundongos no modelo de deficiéncia de
tiamina com piritiamina tratados por 8 dias. Os animais foram testados no campo aberto para
avaliacdo de distancia percorrida, levantamentos, frequéncia de limpezas e eliminacdo de bolos
fecais. Os camundongos foram tratados com ragédo AIN-93M e salina (Cont; NaCl 0,9%), racéo AIN-
93DT e piritiamina (Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox (Ptd+Tr), ragdo AIN-93DT e
piritiamina com DMSO (Ptd+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox (Tr) ou racdo AIN-93M e DMSO (Dmso).
Resultados representam a média + E.P.M. das porcentagens das avalia¢des realizadas no dia 8 em
relacdo ao dia zero (considerado 100%) Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. ® p < 0,05
comparado ao controle, b p < 0,05 comparado ao grupo Ptd, n = 6.

4.4 Viabilidade celular

Avaliamos a viabilidade celular no SNC de camundongos expostos ao modelo
de DT com piritiamina. O teste baseia-se na relacdo direta entre a atividade
mitocondrial e a intensidade de cor gerada. Nos animais DT (grupo Ptd) tratados
durante nove dias (Figura 6), houve reducdo de 8,45% na viabilidade celular no
hipocampo (p = 0,003), 10,86% no cortex cerebral (p = 0,0001) e de 8,41% no
talamo (p = 0,012).

O Trolox (grupo Ptd+Tr) reverteu a queda de viabilidade celular no hipocampo
(p = 0,013, em relacdo ao grupo Ptd) e no cortex cerebral (p = 0,0005, comparado ao
grupo Ptd). Entretanto, o DMSO (grupo Ptd+Dmso) impediu a reducao de viabilidade
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celular somente no cértex cerebral (p = 0,005, comparado ao grupo Ptd). De forma
interessante, ambas as substancias neuroprotetoras, Trolox e DMSO, nao
interferiram na reducéo de viabilidade celular no talamo (grupo Ptd+Tr, p = 0,088;
grupo Ptd+Dmso, p = 0,086, em relacao ao grupo Ptd).

No estriado, nenhum grupo de tratamento apresentou alteracfes em relacdo a
gueda da viabilidade celular (Figura 6).
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Figura 6 - Viabilidade celular no encéfalo de camundongos deficientes em tiamina com piritiamina. Os
resultados representam a viabilidade celular das diferentes regides encefalicas de camundongos
tratados por 9 dias com rac¢@o AIN-93M e salina (controle; NaCl 0,9%), ragdo AIN-93DT e piritiamina
(Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox (Ptd+Tr), ragdo AIN-93DT e piritiamina com DMSO
(Ptd+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox (Tr) e ragdo AIN-93M e DMSO (Dmso). A linha pontilhada
representa o grupo controle. As fatias foram incubadas com TTC por 30 min, escaneadas e as
densidades 6pticas (D.O.) das regiGes encefélicas foram mensuradas por programa especifico.
Resultados representam a média + E.P.M das porcentagens das D.O. em relacdo ao controle
(considerado 100%). Resultados analisados por ANOVA seguido do teste de Duncan. * p < 0,05
comparado ao controle; b p < 0,05 em relacdo ao grupo Ptd, n = 6.
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4.5 Histopatologia

A histopatologia, os camundongos do grupo Ptd apresentaram lesées no
talamo (Figura 7) e tronco encefélico (Figura 8). As lesdes foram semelhantes e
encontradas em quase todos o0s animais do grupo (n = 6): hemorragias
parenquimatosas e subpiais (nos espagos de Virchow-Robin), vacuolizacao
astrocitéria e espongiose. A regido diencefalica apresentou lesdes mais intensas nas
areas talamicas dorsais, e lesbes mais brandas nas areas hipotalamicas.
Dorsalmente, foram encontradas hemorragias e vacuolizacao astrocitaria em 66,66%
dos animais (4/6) e espongiose em 50% (3/6) nas por¢cbes centrais, laterais e
mediais do nucleo talamico mediodorsal e no nucleo talamico central lateral. No
hipotalamo, foram identificadas hemorragias em 50% dos animais (3/6),
vacuolizacdo astrocitaria em 33,33% (2/6) e espongiose em 16,66% (1/6) no nucleo
hipotalamico dorsomedial e no nudcleo hipotalamico ventromedial, nas porc¢ées
dorsomediais, centrais e laterais.

No tronco encefalico, foram encontradas lesGes de hemorragia, vacuolizagao
astrocitaria e espongiose em estruturas bulbares e pontinas de 50% dos animais do
grupo Ptd (3/6). Foram afetados os nucleos cuneiforme acessorio, trigeminal
espinhal dorsomedial, paratrigeminal, vestibular espinhal e trato trigeminal espinhal
(Figura 8).

De forma interessante, os animais deficientes que receberam paralelamente
Trolox (grupo Ptd+Tr) ou DMSO (grupo Ptd+Dmso) apresentaram acentuada
reducdo das lesdes no talamo e tronco encefélico, com a maioria dos animais dos
grupos apresentando auséncia total de alteracdes (Figura 9).

No grupo Ptd+Tr, foram observadas hemorragias em 33,33% (2/6) dos
animais e vacuolizacdo e espongiose em apenas um animal (16,66%), nas areas
talamicas dorsais e, apenas um animal (16,66%) apresentou somente espongiose
nas areas hipotalamicas (Figura 7). No tronco encefalico, um animal (16,66%)
apresentou hemorragia e vacuolizacdo astrocitaria e em dois animais (33,33%) foi
encontrado espongiose.

Nos animais do grupo Ptd+Dmso, houve auséncia total de lesbes (0/6
animais) nas areas hipotalamicas (Figura 9). Porém, 66,66% dos animais (4/6) ainda
apresentaram hemorragia e 33,33% (2/6) vacuolizagdo astrocitaria e espongiose, no

talamo dorsal (Figura 7). No tronco encefalico, foram encontradas hemorragia em



38

um animal (16,66%), vacuolizacdo astrocitaria em trés animais (50%) e espongiose
em dois (33,33%) (Figura 8).

Nas outras areas do SNC — cerebelo, estriado, hipocampo, cértex cerebral —
apesar da queda de viabilidade celular no hipocampo e cortex cerebral, observada
no teste de reducdo do TTC, ndo foram identificadas altera¢des histologicas (Figura
10). Além disso, ndo foram observadas alteragdes no SNC nos controles Trolox
(grupo Tr) e DMSO (grupo Dmso) (Figuras 7 a 10).

Paralelamente a avaliacdo do SNC, investigamos possiveis efeitos dos
diferentes tratamentos nas visceras dos camundongos: coracdo, pulmao, figado e
rim. Nos animais submetidos ao modelo de DT, nédo foram observadas alteracdes

morfologicas nestes locais (Figura 11).
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Figura 7 - Fotomicrografia do tdlamo de camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com
piritiamina. O painel mostra imagens representativas de secc¢des histolégicas de areas talamicas
dorsais de camundongos tratados por 9 dias do grupo (controle) com racdo AIN-93M e salina. Grupo
(Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina, apresenta hemorragias (asteriscos), vacuoliza¢@o astrocitaria
(cabeca de seta) e espongiose (seta). Grupo (Ptd+Tr), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox, com
hemorragias (asteriscos). Grupo (Ptd+Dmso), racdo AIN-93DT e piritamina com DMSO,
hemorragias(asteriscos), espongiose (seta). Grupo (Tr) racdo AIN-93M e Trolox ou grupo (Dmso)
racdo AIN-93M e DMSO, sem alteragfes histopatolégicas. HE, objetivas 10x e 40x.
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Figura 8 - Fotomicrografia do tronco encefélico de camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina
com piritamina. O painel mostra imagens representativas de seccdes histoldgicas do tronco
encefalico de camundongos tratados por 9 dias do grupo (controle) com racdo AIN-93M e salina.
Grupo (Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina, com hemorragias (astericos), vacuolizagcdo astrocitaria
(cabeca de seta), espongiose (seta). Grupo (Ptd+Tr), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox, com
hemorragias (astericos), vacuolizacédo (cabeca de seta), espongiose (seta). Grupo (Ptd+Dmso), racédo
AIN-93DT e piritiamina com DMSO, com vacuolizagdo (cabeca de seta), espongiose (seta). Grupo
(Tr), racao AIN-93M e Trolox (Tr) ou grupo (Dmso) racdo AIN-93M e DMSO (Dmso), sem lesdes. HE,
objetivas 10x e 40x.
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Figura 9 - Fotomicrografia do tadlamo e tronco encefalico de camundongos no modelo de deficiéncia
de tiamina com piritiamina. O painel mostra imagens representativas de seccdes histologicas nas
areas talamicas dorsais, do hipotdlamo e do tronco encefalico de camundongos dos grupos Ptd+Tr e
Ptd+Dmso, tratados com ragdo AIN-93DT e Trolox ou DMSO por 9 dias que ndo apresentaram
lesBes. HE, objetivas 10x e 40x.
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Figura 10 - Fotomicrografia do encéfalo de camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com
piritiamina. O painel mostra imagens representativas de seccdes histoldgicas no cerebelo, estriado,
hipocampo e cértex cerebral de camundongos tratados por 9 dias com racdo AIN-93M e salina
(controle), racdo AIN-93DT e piritiamina (Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox (Ptd+Tr),
racdo AIN-93DT e piritiamina com DMSO (Ptd+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox (Tr) ou racéo AIN-
93M e DMSO (Dmso), que ndo apresentaram lesdes. HE, objetiva 40x.
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Figura 11 - Histopatologia de visceras de camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com
piritiamina. O painel mostra imagens representativas de seccdes histoldgicas sem alteracdes no
coracdo, pulméo, figado e rim de camundongos tratados por 9 dias com racdo AIN-93M e salina
(controle), racdo AIN-93DT e piritiamina (Ptd), racdo AIN-93DT e piritiamina com Trolox (Ptd+Tr),
racdo AIN-93DT e piritiamina com DMSO (Ptd+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox (Tr) ou racdo AIN-
93M e DMSO (Dmso), que ndo apresentaram lesdes. HE, objetiva 40x.

4.6 Western Blot

Nas avaliagGes de western blot, investigamos a modulacdo da fosforilagdo de

MAPK
8

p3 e a expressao de HO-1. Nos tratamentos de 9 dias no modelo de DT com

piritiamina, observamos que os animais do grupo Ptd apresentaram aumento de

MAPK
8

185,4% na fosforilacdo de p3 (Figura 12A) no cortex cerebral (p < 0,05, em

relacdo ao controle) e de 147,4% no talamo (p < 0,05, comparado ao controle). De



44

forma interessante, o Trolox (grupo Ptd+Tr) bloqueou totalmente este efeito (p <
0,05, em relagdo ao grupo Ptd) em ambas as estruturas encefédlicas. O DMSO
reduziu o aumento de fosforilagcédo de p38“AP¥ (grupo Ptd+Dmso) no cértex cerebral
e no talamo (p < 0,05, em relacdo ao controle), porém, de forma menos intensa que
o Trolox (p < 0,05, comparados ao grupo Ptd+Tr). Adicionalmente, Trolox e DMSO
per se ndo alteraram a atividade de p38M*"X (Figura 12A).

A expressdao de HO-1, nos animais do grupo Ptd (Figura 12B) aumentou
29,4% no cortex cerebral e 22,8% no talamo (p < 0,05, comparados ao controle).
Surpreendentemente, tanto o Trolox (grupo Ptd+Tr) quanto o DMSO (grupo
Ptd+Dmso) nao alteraram a inducdo de aumento de expressédo de HO-1, no cortex
cerebral e no tdlamo. Além disso, Trolox e DMSO, per se, ndo alteraram a expressao
de HO-1.
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Figura 12 - Efeitos da deficiéncia de tiamina com piritiamina na fosforilacdo de p38 . O painel
mostra immunoblotting representativo e quantificacdes da fosforilacdo de p38MAPK de camundongos
tratados com racao AIN-93M e salina (Cont; NaCl 0,9%), racdo AIN-93DT e piritiamina (Ptd), racdo
AIN-93DT e piritiamina com Trolox (Ptd+Tr), racdo AIN-93DT e piritiamina com DMSO (Ptd+Dmso),
racdo AIN-93M e Trolox (Tr) ou racdo AIN-93M e DMSO (Dmso). Formas fosforiladas e totais das
proteinas foram detectadas por anticorpos especificos e reveladas pelo método do cromdgeno com
DAB. O nivel de fosforilagao foi determinado pela relagdo da D.O. das bandas fosforiladas/D.O. das
totais e os dados s&o expressos como porcentagem em relacdo ao controle (considerado
100%).Valores representam média + E.P.M. (n = 6). Analise por ANOVA seguida do teste Duncan.  p
< 0,05 comparado ao controle, b p < 0,05 comparado ao grupo Ptd e  p < 0,05 comparado ao grupo
Ptd+Tr.

MAPK
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Figura -13 Efeitos da deficiéncia de tiamina com piritiamina na expressdo de HO-1. O painel mostra
immunoblotting representativo e quantificacdo da expressdo de HO-1 de camundongos tratados com
racdo AIN-93M e salina (Cont; NaCl 0,9%), racdo AIN-93DT e piritiamina (Ptd), racdo AIN-93DT e
piritiamina com Trolox (Ptd+Tr), ragdo AIN-93DT e piritiamina com DMSO (Ptd+Dmso), racdo AIN-
93M e Trolox (Tr) ou racéo AIN-93M e DMSO (Dmso). Formas totais das proteinas foram detectadas
por anticorpos especificos e reveladas pelo método do cromégeno com DAB. A expressao de HO-1
foi determinado pela relagdo da D.O. total e os dados sdo expressos como porcentagem em relacdo
ao controle (considerado 100%). Valores representam média + E.P.M. (n = 6). Analise por ANOVA
seguida do teste Duncan. ® p < 0,05 comparado ao controle, b p < 0,05 comparado ao grupo Ptd e ° p
< 0,05 comparado ao grupo Ptd+Tr.
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5 DISCUSSAO

A DT pode desencadear disfunc¢des bioquimicas no SNC, que culminam em
lesGes em algumas regides do encéfalo, causando hipoatividade motora e prejuizos
cognitivos, como ocorre na SWK, no beribéri e em processos neurodegenerativos
associados ao envelhecimento (LANGLAIS et al., 1992; LANGLAIS; SAVAGE, 1995;
PITKIN; SAVAGE, 2004).

Os modelos experimentais de DT foram desenvolvidos para investigar os
mecanismos da SWK (SCHWAB et al., 1996; GIBSON; ZHANG, 2001; PARK et al.,
2000). Os antagonistas de tiamina amprolio, oxitiamina e piritiamina tém sido usados
em modelos para indugao de DT (CHORNYY et al., 2017). O modelo de DT induzido
por piritiamina tem se mostrado bastante Ut nos estudos de mecanismos
relacionados a neurodegeneracdo e também em investigacbes das bases
neurobioldgicas de aspectos comportamentais (BUENO, 2015). Os antagonistas da
tiamina interferem nos mecanismos metabdlicos da tiamina e suas funcdes. Todos
inibem competitivamente o transporte de tiamina, entretanto, a piritiamina é
considerada mais eficiente (CHORNYY et al., 2017).

Neste estudo, foi utilizada a piritiamina, um inibidor da pirofosfocinase, enzima
que converte a tiamina na sua forma ativa, para induzir a deficiéncia. Ao término dos
tratamentos, 0s animais demonstraram sinais neuroldgicos classicos da DT, como
perda de peso, ataxia, decubito lateral e convulsdo. Quando a DT é induzida através
do consumo de racdo com auséncia de vitamina B1, sem 0 uso do antagonista
piritiamina, a cinética do processo neurodegenerativo € muito mais lenta, sendo
necessario aproximadamente 60 dias para aparecimento dos sinais neurolégicos
(BUENO, 2015).

De acordo com Mosseau et al. (1996) e Ciccia et al. (2000), os sinais de
alopecia, hipersensibilidade a estimulos, perda do tdbnus muscular, ataxia, perda do
apetite, perda do reflexo de endireitamento e convulsbes, funcionam como
evidéncias de que os animais atingiram um estado de deficiéncia grave de tiamina.
Nosso estudo demonstra que os camundongos DT apresentaram queda significativa
no ganho de peso. Porém, as substancias protetoras Trolox e Dmso, ndo impediram
a diminuicdo de ganho peso corporal nos animais.

O baixo consumo de racédo e a queda de peso geram aumento de radicais

livres, ocasionados pelo estresse oxidativo devido as disfun¢cdes na producédo de
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energia. Esses resultados sdo consequéncias do papel fundamental da tiamina no
processo de producdo de ATP e indicam uma alterac@o grave no estado energético
de todo organismo (VAZQUEZ et al., 2015).

O baixo consumo de racdo e, consequentemente, a perda de peso, Sao 0s
primeiros sinais da DT. Segundo B& (2012), a tiamina tem papel fisiologico crucial na
programacao da homeostase do peso corporal, incremento e ponto de ajuste em
roedores. Animais privados de tiamina s&o inicialmente mais tolerantes a glicose,
mas a tolerancia diminui a partir da terceira semana, quando comecam a perder
peso. Estas alteracdes tém varias implicacdes em seres humanos e animais, dentre
elas esta a perda de apetite e desnutricdo (VAZQUEZ et al., 2016).

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 (ERNs). 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. Estudos
demonstram que em modelos de animais DT ha claramente aumento de producéo
de EROs, com consequente estresse oxidativo no organismo e, particularmente, nas
células neuronais (LIU; KE; LUO, 2016).

A neuroinflamacéo pode alterar o potencial de membrana mitocondrial e a
funcdo muscular, resultando em aumento dos EROs. Contudo, o0 estresse oxidativo
também pode induzir neuroinflamacéao (LIU; KE; LUO, 2016). O DMSO € mais eficaz
na inflamacgéo aguda, € um potente vasodilatador e neutraliza radicais livres na lesé@o
tecidual (ROSE; HODGSON,1993). O DMSO possui Varios mecanismos
farmacoldgicos, com capacidade de agir profundamente no tratamento de lesdes
localizadas em tecidos densos ou de acesso dificil, além de proprocionar elevada
seguranca e baixa toxicidade (ORLATO, 2006). Sugere-se que o DMSO possua
acao eficaz em curtos periodos de tempo, no inicio do desenvolvimento das lesdes.

O teste do rotarod representa, juntamente com o campo aberto, a principal
abordagem visual para caracterizacdo motora em modelos animais (BROOKS;
DUNNET, 2009). Observamos que os tempos de laténcia para queda nos animais
deficientes que receberam Trolox (grupo Ptd+Tr) ou DMSO (grupo Ptd+Dmso),

aumentaram significativamente, atingindo valores similares aos animais controle. E
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possivel gue nos animais que apresentaram déficit de desempenho motor no rotarod
(grupo Ptd), houve reducdo na producdo de ATP nas células musculares, por
disfuncbes no metabolismo energético celular, bem como, por alteracdes em areas
vulneraveis do encéfalo (RESENDE, 2012).

A atividade reduzida de enzimas associadas ao metabolismo energético,
devido a DT, pode levar a uma reducao na sintese de ATP, que por sua vez, pode
causar danos e/ou morte celular. Se 0 mecanismo responsavel pelas disfuncoes e
lesbes observadas no processo neurodegenerativo causado pela DT estivesse
relacionado apenas com uma reducdo na sintese de ATP, seria esperado que todos
0S neurdnios, por serem aerobicos, seriam afetados e todas as regifes cerebrais
seriam igualmente comprometidas. No entanto, a DT induz a morte neuronal em
regides especificas do SNC que incluem principalmente o talamo e os corpos
mamilares (LANGLAIS et al., 1992).

Portanto, supfe-se que a tiamina e/ou seus derivados desempenham outras
funcdes especificas em algumas regides do SNC e, a restricdo, mesmo que parcial
dessa vitamina, desencadeia mecanismos envolvidos com a morte neuronal, 0s
quais antecederiam os efeitos causados por diminuigcédo de ATP (REZENDE, 2012).

Ataxia de marcha e perda de reflexo sdo caracteristicas de modelos
experimentais de SWK. Tanto em modelos experimentais como em seres humanos,
episodios de DT causam, entre outros efeitos, hipoatividade motora e prejuizos
cognitivos (BUENO, 2015).

A participagdo do GABA e do glutamato, importantes neurotransmissores do
SNC, tem sido investigada em atividades relacionados as funcbes motoras
(RAMIREZ et al., 2005). Estudos demonstram que a DT reduz significativamente o
tempo de permanéncia dos animais no rotarod, com reducdo significativa da
transmissao glutamatérgica e gabaérgica no cerebelo (PEREIRA-CAIXETA, 2011).

Foi também demonstrado que estas alteragbes neuroldgicas sao
apresentadas por animais DT trés meses ap0s o inicio da deficiéncia, em modelos
com ragao sem tiamina (REZENDE, 2012). Em nosso estudo, 0s animais
rapidamente apresentaram sinais neuroldgicos, caracterizando o classico modelo de
DT com piritiamina. Dessa forma, os dados aqui apresentados indicam que a tiamina
e/ou seus derivados parecem desempenhar um papel especifico na manutengéo dos

niveis de GABA e glutamato em algumas regifes do SNC.
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Os grupos Ptd+Tr e Ptd+Dmso apresentaram resultados positivos em relacao
aos animais Ptd, sugerindo que o estresse oxidativo e a inflamacdo s&o mecanismos
importantes associados a neurodegeneracao induzida por DT.

Os niveis do glutamatos e/ou GABA em regifes cerebrais especificas do
cérebro, afetam a motricidade dos animais (PEREIRA-CAIXETA, 2011). Sugere-se
que a deficiéncia de tiamina afeta diretamente os sistemas de equilibrio e
coordenacdo motora, levantando a hipotese, também, de ajustes neuroquimicos
compensatorios na tentativa de amenizar os prejuizos causados pela deficiéncia de
tiamina.

O estabelecimento destas alteracdes em importantes vias neuronais, pode
culminar com o aparecimento de distirbios comportamentais. De acordo com
Freeman et al. (1987), a diminuicdo do comportamento exploratério dos animais DT
no teste de campo aberto, tanto no que diz respeito a distancia percorrida quanto ao
namero de levantamentos sobre as patas traseiras, pode indicar, além de disfuncao
no componente motivacional, alteracfes no comportamento motor dos animais.

Nos testes de campo aberto, o Trolox (grupo Ptd+Tr) apresentou acgao
protetora mais eficaz que o DMSO. Este anti-inflamatério ndo reduziu de forma téao
efetiva a agao do antagonista piritiamina.

Observamos em nosso modelo experimental de DT, redugcdo na viabilidade
celular no encéfalo dos camundongos em areas importantes, como o cértex cerebral,
hipocampo e tdlamo. De maneira interessante, o corpo estriado ndo apresentou
alteracdo, pois possui grande complexidade na neurotransmissdo glutamatérgica,
gabaérgica e dopaminérgica, e esta envolvido na regulacdo do comportamento
motor.

Em nossas analises, o estriado ndo apresentou lesédo histologica, porém, o
talamo foi a regido cerebral mais afetada, tanto pela queda da viabilidade celular,
como também, pelas lesbes morfolégicas evidenciadas na regido. Estes achados
justificam a falta de coordenac&o motora e equilibrio dos animais, pois esta regido é
responsavel pelos sinais motores e sensitivos.

O talamo tem funcbes sensitivas e funcdes relacionadas a emocédo, a
motricidade, a ativagdo cortical (MAZZOLA et al., 2013) e as fun¢des cognitivas
(VIGIL et al., 2010). E provavel que a vulnerabilidade seletiva para a DT em algumas
regibes encefélicas, seja o resultado de uma interagdo complexa entre as

propriedades neuroquimicas, celulares e metabdlicas préprias destas regides (WITT,
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1985). H& relatos de morte celular no hipocampo e tdlamo, umas das é&reas
cerebrais mais afetadas em ratos e seres humanos DT (LANGLAIS; ZHANG, 1997).

Observamos que o DMSO atuou parcialmente no impedimento da queda da
viabilidade celular (somente no cortex cerebral), ao contrario do Trolox, que
apresentou uma melhor atuac&o prevenindo contra a queda da viabilidade celular no
hipocampo e cortex cerebral. O anti-inflamatério DMSO se constitui agente
importante no complexo bioquimico da inflamacédo, ocupando posicdo de destaque
na fisiopatologia da injuria de reperfusdo, com propriedade de neutralizar a acao
lesiva dos radicais hidroxil apos isquemia mitocondrial (ARDEN et al., 1989; ROSE;
HODGSON, 1993).

Apesar da queda da viabilidade celular no cértex cerebral e hipocampo, ndo
observamos alteracdes morfologicas celulares ou tissulares nesta regiao.Porém, no
talamo dorsal, hipotalamo e tronco encefélico, foram evidenciadas lesbes extensas.

O tratamento com piritiamina tem efeito inflamatorio, e a inducdo 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 DT, tem sido associada ao processo
inflamatoério devido a presenca de microglia ativada, da indu¢do da O6xido nitrico
sintase endotelial, de alteracbes na barreira hematoencefalica e do acumulo
microglial (KE; GIBSON, 2004).

A histopatologia, observamos variabilidade significativa nos grupos
experimentais no comprometimento das regides encefalicas entre os animais DT e
dos grupos com as substancias protetoras. Foram encontrados nos seis animais, ou
seja, em todos os animais submetidos a deplecéo de tiamina, lesdes semelhantes no
talamo e tronco encefadlico, como hemorragias parenquimatosas e subpiais,
vacuolizacdo astrocitaria e espongiose. Os dados sugerem alta sensibilidade
vascular e astrocitaria a DT, fendbmenos possivelmente relacionados a prejuizos na
BHE.

Os astrocitos sao importantes para a homeostase do tecido nervoso,
mantendo a permeabilidade da BHE e na remocdo do glutamato no espaco
extracelular (NARDONE et al., 2013; VETRENO et al., 2012). Estudos demonstram
que a piritiamina induz alteragdes na BHE, componente essencial para a funcao

metabdlica normal, gerando hemorragias focais com extravasamento das hemacias
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(SARKAR et al., 2016). Posteriormente, estas alteracdes desencadeiam a ativacao
microglial, resultando em neuroinflamagéo (NARDONE et al., 2013).

A DT induz perda de células em varias regides encefélicas, sendo o talamo
uma das areas mais afetadas. Estudos tém evidenciado que o talamo esta envolvido
em processos de aprendizagem e memoria, devido as suas conexdes com o0
hipocampo (BUENO, 2015). As lesdes ocorridas no tdlamo sdo importantes para
compreender 0S mecanismos responsaveis pela neurodegeneracdo. Segundo
Sarkar et al. (2016), € observada tumefacdo ventricular e aumento de agua
extracelular no tdlamo, resultante da neurodegeneracéo.

O acumulo de sédio no liquido intracelular atrai, por efeito osmaético, a agua
para o interior da célula, aumentando o volume celular e as alteragcdes morfoldgicas
encontradas no sistema nervoso central de animais acometidos pela DT (MACHADO
et al, 2017).

De acordo com Butterworth (2003), o cerebelo é umas das regibes que
apresentam mais seletividade e maior susceptibilidade a DT. Porém, neste estudo
nao foram evidenciadas lesfes, sugerindo que seu envolvimento pode ser mais
intenso em um momento tardio da doenca. As altera¢des no tronco encefélico foram
menos intensas do que no talamo, porém ha correlacdo com sinais encontrados nos
animais deficientes.

Observamos que os efeitos do antioxidante Trolox e do anti-inflamatorio
DMSO foram significativos, promovendo protecdo de forma consideravel as
atividades comportamentais dos animais, e na redu¢do do nimero de animais com
lesdes histologicas. Estes achados evidenciam o envolvimento de disturbios que
geram estresse oxidativo e processos inflamatoérios na DT.

As principais EROS vinculadas ao estresse oxidativo sdo: o radical anion
superéxido (O 2° ), radical hidroxil (*OH), peréxido de hidrogénio (H202), éxido
nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOOQO"). Estes por sua vez sao neutralizados por um
elaborado sistema de defesa antioxidante constituido de enzimas tais como a
catalase, superoxido dismutase, a glutationa peroxidade, além de iniUmeros sistemas
de defesas ndo enzimaticas incluindo as vitaminas A, E e C (ALEXI et al., 1998;
GIANNI et al., 2004).

Os resultados deste trabalho contribui para o entendimento da modulacéo de

MAPK
8

vias de sinalizacdo celular das MAPKS, especialmente as p3 e a expressao

das proteinas do choque térmico (HSP), especificamente a enzima heme oxigenase
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1 (HO-1) diante de um estresse oxidativo gerado pela deficiéncia de tiamina induzida
por piritiamina.

As proteinas cinases p38“APK

, também conhecidas como proteinas cinases
ativadas por estresse (SAPKs), sdo ativadas por citocinas e insultos citotoxicos,
estando frequentemente relacionadas a estresse e morte celular (MIELKE;
HERDEGEN, 2000; COWAN; STOREY, 2003). Entretanto as p38"*"¥ também
regulam o desenvolvimento do SNC e a neuroplasticidade (WAETZIG; HERDEGEN,
2004).

Os resultados obtidos das avaliacdes de western blot apresentaram aumento

de fosforilacdo de p38MAPK

no cortex e talamo dos animais deficientes (Grupo Ptd).
Estudos relatam altas concentracdes de espécies reativas de oxigénio (EROs) no
talamo e cortex cerebral de animais com deficiéncia de tiamina (LANGLAIS et al.,
1997).

Um repertério de diferentes estimulos, como fatores de crescimento, citocinas
inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, podem desencadear a fosforilacdo em
cascata de moléculas efetoras e/ou ativadoras da sinalizacdo p38™*"X (CUNHA,
2014). A p38MAPKS & ativada no estresse oxidativo durante a apoptose (PINTO:
RESENDE, 2014).

Este trabalho demonstra a correlacdo entre a geracdo de EROS/ estresse
oxidativo com o aumento da fosforilagdo da p38 no modelo de DT com piritiamina,
sugerindo assim, a modulacdo das vias de sinalizacdo das MAPKS in vivo na
deficiéncia de tiamina.

As proteinas da familia MAPKS s&o transdutoras de sinais que controlam
multiplos processos celulares essenciais para o desenvolvimento de um organismo,
incluindo crescimento celular, proliferagdo, diferenciacdo, apoptose, estresse
oxidativo e imunidade inata (SEGER; KREBS, 1995). As MAPKs ativadas por
estresse sdo as proteinas quinases p38"*"KS (SAPK2) (CORDOVA, 2002).

Nosso resultado sugere que o aumento da fosforilacdo da p38™APX

em
animais DT induzidos por piritiamina (grupo Ptd) esta relacionado com a inducédo de
morte celular, sendo evidenciado pela viabilidade celular e a analise histopatologica
deste estudo.

Neste trabalho o talamo foi a regido cerebral mais afetada tanto na viabilidade
celular como no desenvolvimento de lesdes histologicas. O cértex cerebral

apresentou queda da viabilidade celular. Dada a hipotese de que danos
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mitocondriais ocasionados pelo estresse oxidativo decorrentes da DT podem estar
relacionados em areas mais vulneraveis ou sensiveis do cérebro. Sugerindo assim,
maior sensibilidade/vulnerabilidade do talamo.

A morte celular excitotéxica pode ser tanto necrotica quanto apoptotica e
envolve a ativacdo de diversas vias de sinalizacdo celular entre elas a quinase
ativada por mitégenos p38"4"X. Na necrose, ocorre ruptura da membrana plasmaética
e deplecéo dos niveis de ATP (MOLZ, 2003).

O influxo de Ca®* regula a excitabilidade da membrana e a intensidade da
transmissdo sinaptica através da ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular
dependentes deste ion. Concentracfes excessivas de Glutamato na fenda sinaptica
resultam na superestimulacéo de seus receptores e entrada de Ca®* excessiva no
terminal pés-sinaptico, que somadas a liberacdo do Ca®* das reservas intracelulares,
elevam a concentragdo de Ca* acima do limiar ativador de mecanismos
regulatorios, ativando o0s mecanismos intracelulares de excitotoxicidade que
culminam na morte neuronal (SATTLER; TYMIANSKI, 2000).

Os neurdnios possuem mecanismos homeostaticos especializados na
manutenc&o intracelular tanto da localizacdo dos fons Ca*" quanto da concentracdo
destes, através de uma complexa relacdo entre o influxo, efluxo, captacdo e
armazenamento no reticulo endoplasmético e mitocondria (SATTLER; TYMIANSKI,
2000). Altos niveis de Ca** podem contribuir para processos de excitotoxicidade,
exacerbando a morte neuronal (Orrenius et al., 2003). Demonstra-se que a elevacéo
do calcio ionizado causada pela excitotoxicidade ativa as MAPKS.

Sugere-se que a excitotoxicidade glutamatérgica ocasionados pela
sensibilidade dos astrécitos a DT que ativam as proteinas quinases p38 induz o
aumento do nivel de fosforilacéo.

O trolox (Grupo Ptd + Tr) e Dmso (Grupo Ptd + Dmso) bloqueou a

fosforilacdo de p38MAPK

no tadlamo e cortex cerebral, pode-se sugerir que 0
antioxidante, ao combater o estresse oxidativo, inibe a producdo de espécies
reativas de oxigénio, e assim, promove a diminuicéo da fosforilacdo de p38MAPX.

A mitocondria € a principal fonte de producédo de ATP e ROS, no qual,
desempenha um papel critico na regulacdo balanco redox intracelular (PHENSY et
al, 2017).

O aumento de EROS pode levar a ativacdo das proteinas cinases e para

evitar o surgimento de um episddio de estresse oxidativo existem sistemas
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antioxidantes de defesa, constituidos por antioxidantes ndo enzimaticos, tais como,
as vitaminas A, E e pro-betacarotenos e sistemas enzimaticos (TELES et al, 2015)

A atuacdo do DMSO (Ptd+Dmso) reduziu o aumento da fosforilacdo da p38
MAPK no cortex e talamo, porém ndo foi tdo eficiente quanto o trolox. Como
observado anteriormente, o anti-inflamatoério agiu parcialmente no impedimento da
queda de viabilidade celular somente no cértex cerebral. O cortex ndo apresentou
lesbes morfoldgicas, porém teve diminuicdo da atividade mitocondrial maior que o
talamo, ao contrario, a regido cerebral do tadlamo apresentou intensas lesdes
histoldgicas.

A diminuicdo da atividade da piruvato desidrogenase, devido a deplecao de
tiamina, aumenta a producéo de radicais livres e promove a acidificacdo extracelular,
pelo acumulo de piruvato, gerando injarias neuronais. 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).

A resposta ao estresse oxidativo ocorre quando as células sao expostas as
EROS. Estas substancias podem danificar macromoléculas biologicamente ativas e
fundamentais, como o DNA e outras proteinas. A célula responde aumentando a
expressédo heme-oxigenase 1 (HO-1) (MEYER; SILVA, 1999).

A HO-1 é uma proteina do choque térmico (HSP), também conhecida por
HSP-32, induzidas por diversos estimulos, dentre eles a hipoxia, endotoxinas e
EROS (AMANO, 2011).

Diversos tipos de estresse metabdlico (exposicdo ao calor, metais pesados,
diversos iondéforos, analogos de aminoacidos e venenos metabdlicos que afetam a
producdo de ATP resultam em alteracbes similares na expressao de genes, levando
ao acumulo de HSP (MEYER; SILVA, 1999).

No SNC é observado efeito benéfico da inducdo da expresséo de proteinas
do choque térmico, em ratos, protegendo contra lesdo induzida por
isquemia/reperfuséo e por estimulagdo com glutamato (MEYER; SILVA, 1999).

As regibes do coOrtex e tadlamo dos animais (Grupo Ptd) apresentaram

aumento da expressao de HO-1. Ja os grupos Ptd+Tr e Ptd+Dmso com o uso de
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antioxidante e anti-inflamatorio, ndo alteraram a inducdo de aumento de expressao
de HO-1 pela DT.

Portanto, dados deste trabalho sugerem que a DT com piritiamina induziu o
aumento da expressao HO-1 como marcador biolégico para ocorréncia de estresse
oxidativo, ja que a enzima heme oxigenase — 1 ndo protegeu o grupo Ptd.

Além disso, lesdo causada por estresse oxidativo parece ser fator patogénico
comum nas diversas doencas neurologicas. A exposicdo ao peroxido de hidrogénio
pode ser utilizada como modelo de processos que resultam em danos oxidativos no
SNC (VALLI; SOBRINHO, 2014)

Em paralelo as alteracdes do SNC, avaliamos os aspectos histopatolégicos
das visceras dos animais tratados. De forma interessante, ndo observamos
interferéncia do modelo no coracao, rim, figado e pulméo. Pode-se considerar que a
piritiamina € um antagonista que induz em poucos dias a DT, sendo o SNC muito
sensivel a esta deplecdo da vitamina B1.

Ainda permanece como tratamento de fase aguda da DT, a administracao de
altas doses de vitamina B1, porém, para casos mais prolongados e recorrentes,
ainda nado ha intervencao eficaz para reduzir os prejuizos neuroldgicos.

Portanto, com os dados obtidos neste trabalho, foi possivel identificar as
areas encefalicas afetadas, utilizando o método de avaliacdo de viabilidade celular
do TTC, conjuntamente com a avaliacao histopatolégica e determinar as alteracdes
psicomotoras nos animais deficientes. O Trolox e o DMSO, além de seu uso como
ferramenta para investigacéo da patogenia da DT, abrem um leque de possibilidades
para possiveis intervencdes terapéuticas em distlrbios neuroldgicos.

Trata-se de um estudo inédito in vivo ao demonstrar o envolvimento das vias

gMAPKS ha morte das células neuronais, contribuindo

de sinalizacdo MAPKS pela p3
para o entendimento de processos neurodegenerativos, metabolicos, como também,
a avaliacdo do aumento da expressdo da HO-1 na ocorréncia de estresse oxidativo
como mecanismo chave na patogenia do distarbio.

Este trabalho abre um leque de novas investigagfes farmacologicas, como
também, desenvolvimento de novas pesquisas sobre o papel da via de sinalizacéo

na deficiéncia de tiamina induzida por piritiamina.
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6 CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados, além de contribuir para o esclarecimento sobre
0S componentes dos mecanismos neuroquimicos subjacentes as alteracfes
neuroldgicas em condi¢cdes de deficiéncia de tiamina, também abrem um novo
caminho para se entender, em futuros estudos, as bases moleculares e a
fisiopatologia das doencas neurodegenerativas causadas pela deplecao de tiamina,
além de desenvolver acdes terapéuticas através da compreensdo dos mecanismos
celulares e moleculares.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, concluimos que a

DT induzida por piritiamina em camundongos:

a) Ocasionou alteracdes metabolicas, verificadas através da diminuicéao
do ganho de peso e consumo de ragdo apds nove dias de tratamento, ndo revertidas
pela acdo do Trolox e DMSO;

b) Promoveu reducao da distancia percorrida e levantamento dos animais
em 8 dias, porém, o Trolox foi capaz de reverter esse quadro e, o DMSO, conseguiu
reverter apenas os efeitos da diminuicdo de levantamentos, sem efeito sobre a
distancia percorrida.

C) Reduziu o tempo de laténcia para queda dos animais no Rotarord,
sendo que o Trolox e o DMSO reverteram o efeito de diminuicdo de coordenacéo
motora, com maior efetividade do Trolox;

d) Promoveu queda da viabilidade celular do hipocampo, cértex cerebral e
talamo em 9 dias de tratamento, sendo que o Trolox reverteu a queda no hipocampo
e cortex;

e) Induziu o desenvolvimento das lesdes no talamo dorsal, hipotalamo e
tronco encefalico, com hemorragias parenquimatosas e subpiais, vacuolizagcao
astrocitaria e espongiose. Trolox e DMSO atenuaram o quadro. Nas visceras, 0
coracao, pulméo, figado e rim ndo foram encontradas lesées;

f) Demonstrou pelo aumento da expressdo da HO-1 a ocorréncia do
estresse oxidativo como fonte principal do desenvolvimento da patologia da DT.
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0) Envolveu possivelmente a modulacdo de p38MAP*S

na inducéo de
morte celular no tratamento in vivo. Trolox bloqueou totalmente o aumento da

fosforilacdo p38MAPKs,
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