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RESUMO 
 

MORAES, R. C. M. Efeitos da suplementação de benfotiamina, um análogo sinté-
tico da vitamina b1, sobre o metabolismo energético neuronal e progressão da 
neurodegeneração em um modelo experimental de doença de Alzheimer. 2020. 

102 f. Tese (Doutorado) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2020. 

 
Estudos sugerem que distúrbios no metabolismo energético e na sinalização da 
insulina cerebral estão associados com a progressão da doença de Alzheimer (DA) e 
o déficit cognitivo. A tiamina é um co-fator enzimático limitante para a atividade das 
piruvato e alfa-cetoglutarato desidrogenases, sendo ambas críticas para a eficiência 
do metabolismo de glicose na mitocôndria. Na DA, estas enzimas têm sua atividade 
reduzida. Nesse sentido, a utilização de Benfotiamina (BFT), um composto capaz de 
aumentar a disponibilidade de tiamina no cérebro tem-se mostrado uma potencial 
alternativa de tratamento da DA, podendo melhorar o metabolismo de glicose e 
atividade mitocondrial. Estudos recentes também sugerem que a benfotiamina está 
associada a melhoras em proteínas da via de sinalização de insulina. Assim, o objetivo 
deste estudo foi avaliar os efeitos da benfotiamina nas alterações comportamentais, 
na função mitocondrial e na sinalização de insulina em um modelo experimental de 
AD induzido por estreptozotocina (STZ). Para tal, induzimos ratos wistar a um modelo 
experimental de DA por injeção intracerebroventricular (ICV) de STZ e tratamos por 
30 dias com Benfotiamina, dividindo em quatro grupos: animais que receberam citrato 
de sódio ICV (veículo) tratados com carboximetilcelulose (CMC, veículo) (Controle = 
CTL); animais que receberam STZ ICV tratados com CMC (STZ); animais que 
receberam citrato de sódio ICV tratados com BFT (CTLB); animais que receberam 
STZ ICV tratados com Benfotiamina (STZB). Após o período de suplementação, foi 
coletado no cérebro o hipocampo, córtex entorrinal e hipotálamo, para dosagem de 
tiamina, expressão proteica das proteínas relacionadas à sinalização de insulina, 
transporte de tiamina, astrogliose, e apoptose. Além disso, avaliamos a atividade 
hipocampal de piruvato desidrogenase e citocromo c oxidase. Em um segundo 
experimento, avaliamos os efeitos da STZ ICV e do tratamento com BFT no 
metabolismo, e as alterações provocadas pela STZ no metabolismo celular de uma 
cultura de neurônios hipotalâmicos. Os resultados demonstraram que apesar de não 
haver uma diminuição marcante da quantidade de tiamina e seus metabólitos no grupo 
STZ, observou-se aumentos no córtex entorrinal e no hipocampo do grupo CTLB e no 
hipocampo do grupo STZB, provocados pela suplementação de benfotiamina. O 
tratamento também foi capaz de melhorar as alterações na via de sinalização de 
insulina resultantes da injeção de STZ, além de diminuir marcadores de inflamação e 
resultar em uma reversão dos distúrbios observados nos testes comportamentais. 
Além de melhoras cognitivas, a BFT também foi capaz de provocar melhoras 
metabólicas no modelo experimental. Estes resultados foram complementados com 
estudos in vitro, que mostraram um aumento da sensibilidade à insulina e melhora na 
respiração mitocondrial em neurônios hipotalâmicos quando submetidos à toxicidade 
da STZ na presença de benfotiamina. Os dados demonstram que o tratamento com 
benfotiamina melhora a capacidade de absorção de tiamina, alterando não só a 
atividade mitocondrial, mas também resultando em efeitos na sinalização de insulina, 
revertendo o déficit cognitivo no modelo experimental proposto. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Tiamina, Estreptozotocina, doenças neurodegenerativas. 



 

  

ABSTRACT 
 

MORAES, R. C. M. Effects of supplementation with benfotiamine, a synthetic an-
alog of vitamin b1, on neuronal energy metabolism and progression of neuro-
degeneration in an experimental model of Alzheimer's disease. 2020. 102 f. Tese 

(Doutorado) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2020. 

 
Studies suggest that disturbances in energy metabolism and cerebral insulin signaling 
are associated with the progression of Alzheimer's disease (AD) and with cognitive 
deficit. Thiamine is a limiting enzyme cofactor for the activity of pyruvate and alpha-
ketoglutarate dehydrogenases, both of which are critical for the efficiency in glucose 
metabolism in the mitochondria. In AD, these enzymes have reduced activity. In this 
sense, the use of benfotiamine (BFT), a compound capable of increasing the 
availability of thiamine in the brain has been shown to be a potential alternative for the 
treatment of AD by improving glucose metabolism and mitochondrial activity. Recent 
studies also suggest that the use of BFT is associated with improvements in proteins 
of the insulin signaling pathway. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects 
of benfotiamine on behavioral changes, mitochondrial function and insulin signaling in 
an streptozotocin-induced experimental model of AD  For this, heterogeneous wistar 
rats were used, induced to an experimental model of AD by intracerebroventricular 
(ICV) injection of STZ and treatment for 30 days with BFT, divided into four groups: 
animals that received ICV sodium citrate (vehicle) treated with carboxymethylcellulose 
(vehicle) (Control = CTL); animals that received STZ ICV treated with 
carboxymethylcellulose (STZ); animals receiving ICV sodium citrate treated with BFT 
(CTLB); animals receiving STZ ICV treated with BFT (STZB). After the 
supplementation period, the animals were euthanized and the hippocampus, 
entorhinal cortex and hypothalamus were collected for brain thiamine measurement, 
protein expression of proteins related to the insulin signaling pathway, thiamine 
transport, astrogliosis, and apoptosis. In addition, the hippocampal activity of pyruvate 
dehydrogenase and cytochrome c oxidase was evaluated. In a second experiment, we 
evaluated the effects of STZ, and the treatment with BFT on the metabolism of animals, 
and the changes caused by STZ in aspects related to the cellular metabolism of an in 
vitro culture of hypothalamic neurons. The results showed that although there was no 
marked decrease in the amount of thiamine and its phosphate esters in the STZ group, 
there were increases in the entorhinal cortex and hippocampus in the CTLB group and 
in the hippocampus in the STZB group, caused by benfotiamine supplementation. The 
treatment was also able to improve the changes in proteins of the insulin signaling 
pathway resulting from the injection of STZ, in addition to decreasing inflammation 
markers and resulting in a reversal of the disorders observed in the behavioral tests. 
In addition to cognitive improvements, BFT was also able to cause metabolic 
improvements in the experimental model. These results were complemented by in vitro 
studies, which showed an increase in insulin sensitivity and improvement in 
mitochondrial respiration in neurons when subjected to STZ toxicity in the presence of 
benfotiamine. The data demonstrate that treatment with benfotiamine improves the 
absorption capacity of thiamine, altering not only mitochondrial activity, but also 
resulting in effects on insulin signaling, reversing the cognitive deficit in the proposed 
experimental model. 
 
KEYWORDS: Thiamine, Streptozotocin, neurodegenerative diseases.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

A Doença de Alzheimer (DA) é um mal crônico e degenerativo que, 

exponencialmente, cresce entre a população idosa. Estima-se que aproximadamente 

24 milhões de pessoas sejam afetadas por demência na atualidade, gerando custos 

a saúde pública em torno de U$172 bilhões por ano, sendo a DA sua principal causa. 

Com o desenvolvimento tecnológico e a concomitante maior expectativa de vida, 

cerca de 4,6 milhões de novos casos surgem a cada ano e estima-se que estes 

números dobrem a prevalência da doença a cada 20 anos até 2040 (REITZ; BRAYNE; 

MAYEUX, 2011). 

A histopatologia da DA é caracterizada pelo acúmulo de placas constituídas pelo 

peptídeo β-amiloide e de emaranhados neurofibrilares constituídos da proteína tau 

hiperfosforilada, que resultam na diminuição das sinapses e degeneração neuronal 

principalmente nas regiões cerebrais responsáveis pelas funções cognitivas, como o 

córtex cerebral, o hipocampo, o córtex entorrinal e o estriado ventral (YARDIN, 2007). 

Apesar das principais teorias sugerirem que o peptídeo β-amiloide (Hipótese amiloide) 

e alterações neuroquímicas específicas (Hipótese colinérgica) fazem parte da 

etiologia da DA, diversas outras propostas têm surgido nos últimos anos na tentativa 

de explicar sua causa e origem, como estresse oxidativo, aumento da atividade de 

quinases, hiperfosforilação da tau, disfunção mitocondrial, príons, deficiência de 

fatores tróficos, alterações da homeostasia de Ca2+, e alterações do metabolismo 

energético (SWERDLOW; BURNS; KHAN, 2010). 

 

1.1.  Doença de Alzheimer, Sinalização de Insulina e Hipótese Mitocondrial 

 

Uma perturbação no metabolismo de glicose, principal fonte de energia do 

sistema nervoso pode ser a base para muitos distúrbios cerebrais. Um dos primeiros 

sinais da DA é uma redução no metabolismo da glicose cerebral (MERGENTHALER 

et al., 2013). Estudos em seres humanos e em modelos animais sugerem que 

distúrbios no metabolismo da glicose e da sinalização da insulina cerebral estão 

associados à progressão da DA e aos déficits cognitivos, bem como ao distúrbio no 

metabolismo da glicose periférica como obesidade ou diabetes mellitus (DM) tipo 2 

(KAPOGIANNIS; MATTSON, 2011).  
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Embora até recentemente não se acreditava haver importante função da insulina 

no cérebro – afinal os transportadores de glicose expressos no mesmo independem 

de insulina para cumprirem sua função – recentes estudos vêm demonstrando que a 

função da insulina no encéfalo existe e vai além da simples metabolização de glicose, 

como é frequentemente relatada na periferia. No encéfalo, a insulina exerce papel 

trófico, auxiliando no controle do metabolismo celular, do crescimento axonal, 

promovendo assim neuroplasticidade. Esta função resulta em um melhor controle do 

metabolismo sistêmico e das habilidades cognitivas (KLEINRIDDERS, 2016; 

KLEINRIDDERS et al., 2015).  

Da mesma forma, em análises post mortem de encéfalos humanos, MOLONEY 

et al. (2010) observaram que os pacientes diagnosticados com DA tinham defeitos na 

expressão de proteínas da via de sinalização de insulina no sistema nervoso, 

sugerindo que a DA poderia ter relação com a sinalização encefálica de insulina. 

Confirmando estes achados, TALBOT et al. (2012) demonstraram que mesmo quando 

não é manifestada na periferia, a resistência à insulina pode estar presente no 

encéfalo de pacientes com DA, e parece ser uma característica inicial e comum da 

DA, um fenômeno acompanhado pela resistência ao fator de crescimento semelhante 

à insulina tipo 1 (IGF-1, do inglês Insulin-like growth fator 1) e intimamente associado 

à disfunção do substrato do receptor de insulina (IRS-1, do inglês Insulin receptor 

substrate 1), que é potencialmente desencadeada pelos oligômeros de β amilóide, 

promovendo o declínio cognitivo. Adicionalmente, essa resistência central parece 

compartilhar mecanismos e etiologia com a resistência periférica (ARNOLD et al., 

2018; KULLMANN et al., 2016). Por exemplo, pacientes com DM apresentam 

comprometimento cognitivo, especialmente pacientes idosos com DM tipo 2 

(BIESSELS; KAPPELLE, 2005). Ainda, assim como em humanos, em modelos 

experimentais de diabetes a dieta hiperlipídica e com alta glicose também 

desencadeia resistência à insulina encefálica e déficits cognitivos (KOTHARI et al., 

2017). 

Evidências fortes sugerem que uma das razões para a neurodegeneração é a 

perda de capacidade de usar a glicose como fonte de energia (DE FELICE; 

FERREIRA, 2014; TALBOT et al., 2012; WILLETTE et al., 2015; WILLETTE et al., 

2013). Já foi observada uma relação entre a redução progressiva do metabolismo da 

glicose nos lobos temporal medial, parietotemporal, cingulado posterior e córtices 

frontais (regiões do cérebro que são afetadas em pacientes com DA) em indivíduos 
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cognitivamente normais com história materna (mas não paterna) de DA, sugerindo 

que estes déficits podem estar relacionados com o metabolismo energético 

mitocondrial (visto que o DNA mitocondrial só é herdado através da mãe) (MOSCONI 

et al., 2007; MOSCONI et al., 2009). Deste modo, com novas propostas de que a DA 

pode ter etiologia relacionada com o metabolismo, também tem sido proposta a 

utilização de drogas comumente utilizadas como tratamento de doenças metabólicas, 

como a DM, na DA (DE LA MONTE, 2014; YARCHOAN; ARNOLD, 2014).  

Neste contexto, tem sido sugerido como modelo experimental de estudo da 

neurodegeneração semelhante à DA esporádica, a aplicação intracerebroventricular 

de pequenas doses de estreptozotocina (STZ) (HOYER et al., 2000). Esta droga, 

amplamente utilizada para induzir DM, quando injetada no encéfalo não leva a 

alterações sistêmicas do metabolismo da glicose, mas altera o metabolismo da glicose 

encefálico, levando a alterações moleculares e comportamentais semelhantes às 

encontradas na DA (BIESSELS; KAPPELLE, 2005; HOYER et al., 2004; LABAK et al., 

2010; LESTER-COLL et al., 2006; SANTOS et al., 2012). 

Com a descrição de novas interações celulares relacionados à DA e na tentativa 

de elucidar novos mecanismos, tem ganhado força a hipótese da cascata 

mitocondrial, que sugere que a DA possa ser decorrente da perda da função 

mitocondrial no cérebro. Essa diminuição encontrada no metabolismo da mitocôndria 

é principalmente caracterizada por uma menor atividade da cadeia transportadora de 

elétrons, observada pela diminuição da expressão e da atividade das enzimas do 

complexo citocromo c oxidase, influenciando diretamente no aumento do estresse 

oxidativo celular e no acumulo de placas β-amiloides (SWERDLOW; BURNS; KHAN, 

2010; 2014; SWERDLOW; KHAN, 2004; 2009), sugerindo que uma deficiência da 

entrega de energia para o neurônio possa ser um dos gatilhos para degeneração típica 

da DA.  

Fatores de risco comumente associados com o início da DA, como o nível de 

atividade física e maus hábitos alimentares, geralmente estão ligados a problemas 

metabólicos relacionados a defeitos da função mitocondrial, como perda de atividade 

e capacidade antioxidantes (FIGUEIREDO et al., 2009; SPARKS et al., 2005). Além 

da hereditariedade, o surgimento de doenças como dislipidemia, obesidade e 

diabetes, estão profundamente ligadas ao surgimento de demência em idosos (REITZ; 

BRAYNE; MAYEUX, 2011). Nesse sentido, já foi demonstrado que a estimulação do 

metabolismo mitocondrial pode melhorar déficits cognitivos (DU et al., 2015; DU et al., 
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2014), bem como que anormalidades mitocondriais relacionadas à DA podem ser 

induzidas pela injeção de STZ intracerebroventricular (CORREIA et al., 2013). Assim, 

este modelo parece ter características relevantes para o estudo de déficits cognitivos 

relacionados a disfunção mitocondrial e sinalização de insulina. 

 

1.2.  Déficits cognitivos e o metabolismo de tiamina 

 

A tiamina, também conhecida como vitamina B1, foi descoberta em 1897 pelo 

médico holandês Christiaan Eijkman, ao observar que galinhas que comiam arroz 

polido, desenvolviam uma condição de polineurite semelhante à doença encontrada 

pelo mesmo em Jakarta e na Indonésia, conhecida como beribéri. Ele percebeu 

também que as galinhas que comiam arroz in natura não desenvolviam esta condição. 

Ejikman supôs então que algum fator estava presente na casca do arroz, e era perdido 

no processo de polimento (CARPENTER, 2000). Esta descoberta conferiu a Eijkman 

o prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1929, dividido com Frederick Gowland 

Hopkins, que identificou a tiamina no leite materno, pela descoberta do primeiro 

micronutriente essencial para a vida humana. Por sua relação com o funcionamento 

do sistema nervoso, este composto foi denominado primeiramente como neurina, mas 

posteriormente alterado para tiamina (tia – vindo de tiazol; mina – de pirimidina), por 

ser uma amina quaternária contendo um núcleo de pirimidina ligado a um anel tiazol 

como estrutura química (Figura 1). Hopkins afirmou que “nenhum animal pode ser 

mantido vivo por uma mistura de pura proteína, gordura e carboidrato, mesmo que o 

material inorgânico necessário seja cuidadosamente adicionado, o animal não pode 

prosperar”. Para ele, ficou claro "que existem muitos fatores menores em todos os 

alimentos em que o corpo depende". Ele chamou essas substâncias misteriosas de 

"fatores acessórios". O bioquímico polonês Casimir Funk mais tarde introduziu o termo 

"vitaminas", hoje comum, na suposição errônea de que quimicamente essas são todas 

aminas (PENZLIN, 2006). 
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Figura 1. Estrutura química da Tiamina (C12H17N4OS) 

Fonte: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov (CID: 1130) 

 

A tiamina é um cofator enzimático limitante para a atividade das enzimas piruvato 

e alfa-cetoglutarato desidrogenases, sendo ambas críticas para a ação do ciclo do 

ácido cítrico e eficiência no metabolismo de glicose na mitocôndria. Este nutriente 

também é cofator enzimático da enzima transcetolase, na via das pentoses, sendo 

assim também um regulador do sistema antioxidante endógeno da célula. 

A tiamina é absorvida principalmente na região duodenal do intestino delgado e, 

por ser um cátion orgânico, necessita de transportadores membranares para ser 

captada pelas células (RINDI; LAFORENZA, 2000). Apesar de ser o primeiro 

micronutriente descrito pela ciência, há mais de cem anos, os transportadores 

membranares de tiamina apenas foram descobertos e caracterizados no final da 

década de 90, sendo eles o THTR-1 e THTR-2 (DUTTA et al., 1999; EUDY et al., 

2000). Por ser um composto hidrofílico dependente dos carreadores para absorção 

celular, sua disponibilidade é limitada pela quantidade e/ou eficiência destas proteínas 

carreadoras. No cérebro, também é fator limitante a seletividade da barreira 

hematoencefálica (VOLVERT et al., 2008). MORRISON e CAMPBELL (1960) 

demonstraram que, em humanos, uma única dose oral a partir de 2,5 mg de tiamina 

praticamente não é absorvida, demonstrando que sua absorção é pequena e 

facilmente saturável. 

No cérebro, os transportadores de tiamina têm níveis de expressão variados de 

acordo com a localização regional e o tipo celular. Avaliando a expressão dos 

transportadores de tiamina na ferramenta Tabula Muris (Single-cell transcriptomics of 

20 mouse organs creates a Tabula Muris, 2018), podemos observar que o 

transportador THTR-2 é majoritariamente expresso em células endoteliais, sendo 

essencial para o transporte de tiamina entre a barreira hematoencefálica (Figura 2B). 

Já o transportador THTR-1 está presente nos variados tipos de células cerebrais 
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(Figura 2A), mas com expressão concentrada regionalmente no bulbo olfatório, córtex 

frontal, hipocampo, hipotálamo e medula (Figura 2C). 

A deficiência de tiamina (DT) tem uma profunda relação com comprometimentos 

neuronais, podendo levar ao surgimento de síndromes como beribéri, que 

compromete principalmente aspectos ligados ao funcionamento do sistema nervoso 

periférico, levando a perda de sensibilidade e da capacidade motora, e a síndrome de 

Wernicke-Korsarkoff, que ataca o sistema nervoso central e é caracterizada 

principalmente por encefalopatia, psicose e perda de memória.  

A abundância de transportadores de tiamina parece estar relacionada com a 

sensibilidade da região às concentrações de tiamina. Em modelos experimentais de 

DT associada à síndrome de Wernicke-Korsarkoff, foi observado que a DT provoca 

uma diminuição no metabolismo glutamatérgico no córtex pré-frontal (CARVALHO et 

al., 2006), além de perda de neurônios e espinhos dendríticos hipocampais (INABA et 

al., 2016), evidenciando o importante papel da tiamina na formação e consolidação de 

memória. Também foi demonstrado por LIU, M. et al. (2014) que a deficiência de 

tiamina induz anorexia através da inibição da proteína AMPK – uma importante 

sinalizadora para ativação do metabolismo de glicose e biogênese mitocondrial – no 

hipotálamo.
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Figura 2. Expressão 

gênica cerebral em 
diferentes tipos celulares 
dos transportadores de 
tiamina THTR-1 (A) e 
THTR-2 (B), Fonte: mapa 
interativo Tabula Muris 
(https://tabula-
muris.ds.czbiohub.org/).  
(C) Corte histológico 
mostrando a expressão 
gênica de THTR-1, as setas 
evidenciam a expressão no 
córtex pré-frontal, 
hipocampo e hipotálamo, 
Fonte: Allen Mouse Brain 
Map (http://mouse.brain-
map.org/gene/show/78221)
. 
 

https://tabula-muris.ds.czbiohub.org/
https://tabula-muris.ds.czbiohub.org/
http://mouse.brain-map.org/gene/show/78221
http://mouse.brain-map.org/gene/show/78221
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Na DA, assim como em modelos experimentais da DA, tem sido sugerido 

que a deficiência do metabolismo da tiamina também pode ser responsável pelo 

aumento da proteína precursora amiloide (APP), da atividade da β-secretase 

(enzima que participa da via amiloidogênica) e consequente acúmulo de placas 

amiloides, sugerindo que há uma grande semelhança nos danos causados pela 

deficiência deste micronutriente e a histopatológica característica da DA 

(FREDERIKSE; FARNSWORTH; ZIGLER, 1999; ZHANG et al., 2011). GIBSON 

et al. (1988) observaram um decréscimo na atividade dos complexos 

enzimáticos dependentes de tiamina transcetolase, piruvato desidrogenase e 

cetoglutarato desidrogenase no cérebro de pacientes com DA, nas mesmas 

proporções ao decréscimo da atividade de colina-acetiltransferase, marcador da 

atividade colinérgica. Esses resultados também foram confirmados por 

BUTTERWORTH e BESNARD (1990), que encontraram atividade enzimática 

reduzida das enzimas dependentes de tiamina do córtex temporal de pacientes 

com DA. Também é relatado no modelo experimental de DA esporádica induzido 

por STZ, uma diminuição da atividade das enzimas dependentes de tiamina, o 

que sugere uma ligação da atividade destas enzimas com o metabolismo da 

glicose na DA em humanos (CORREIA et al., 2013). Foi recentemente relatado 

que há uma deficiência de tiamina difosfato (TDP), a principal forma 

metabolicamente ativa de tiamina, no sangue de pacientes com DA, em relação 

à indivíduos da mesma idade e sem comprometimento cognitivo (WANG et al., 

2018). Estes dados em conjunto, indicam uma forte ligação do déficit do 

metabolismo relacionado à tiamina, com o acometimento pela DA. 

A causa da diminuição da atividade destas enzimas na DA, assim como 

alterações nas concentrações sanguíneas de tiamina difosfato (TDP) – a forma 

metabolicamente ativa da tiamina – é ainda desconhecida. No entanto, uma vez 

que a demanda energética do cérebro requer uma grande atividade mitocondrial, 

uma alteração dessa função bioenergética pode, pelo menos em parte, fazer 

parte da etiologia de doenças neurológicas que comprometem a cognição, como 

a DA. Tem sido também relatado na literatura a capacidade modulatória da 

tiamina e das enzimas dependentes desta vitamina na síntese de acetilcolina e 

manutenção de sinapses colinérgicas (ANZALONE et al., 2010; SZUTOWICZ et 

al., 2013). Nesse sentido, alguns estudos têm relatado a capacidade da 

suplementação de tiamina em recuperar os déficits cognitivos, o metabolismo de 
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glicose encefálico e os níveis de fatores tróficos em humanos e em modelos 

animais (DIEF; SAMY; DOWEDAR, 2015; GIBSON et al., 2016).  Assim, a 

utilização de um composto capaz de aumentar a disponibilidade de tiamina no 

cérebro e estimular as enzimas dependentes deste cofator mostra-se como uma 

potencial alternativa de tratamento da DA através da melhora do metabolismo 

de glicose e atividade mitocondrial (NGUYỄN, 2011). 

A benfotiamina (BFT) – s-benzoiltiamina o-monofosfato – análogo s-acila 

sintético da Tiamina (Figura 3), tem como característica principal, um anel 

benzênico, conferindo característica lipossolúvel à esta porção da molécula. Este 

composto foi sintetizado e caracterizado por WADA et al. (1961), que 

demonstraram também a estabilidade e biodisponibilidade do mesmo sendo 

administrado por via oral. Após a BFT ser absorvida pela borda em escova da 

mucosa intestinal, quando é desfosforilada pela enzima ecto-alcalina fosfatase, 

é convertida em uma molécula lipossolúvel – s-benzoiltiamina – fato que 

aumenta sua biodisponibilidade em até 10 vezes por atravessar a bicamada 

lipídica da parede celular sem necessidade de proteína carreadora (VOLVERT 

et al., 2008). 

 

 

Figura 3. Estrutura química da s-benzoiltiamina o-monofosfato (C19H23N4O6PS). 

Fonte: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov (CID: 3032771) 

 

Agindo também como cofator da enzima transcetolase, a tiamina age na 

via das pentoses, aumentando principalmente a produção de NADPH, 

influenciando também no sistema antioxidante celular.  Ao administrar BFT em 

cultura de miotubos, além de aumento da produção de NADPH, foi observado 

também aumento na quantidade total de glicose metabolizada e um efeito 
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inibidor do gene de NADPH oxidase (NOX) (FRASER et al., 2012), enzima 

bastante envolvida no desenvolvimento de neurodegeneração ligada à DA 

(BROWN, 2007; HERNANDES; BRITTO, 2012). A inibição do gene da NOX 

produziu uma redução de neuropatia em ratos diabéticos, podendo tornar-se 

também um alvo importante no tratamento de DA esporádica (XU; DAI; DAI, 

2008). 

Estudos recentes têm demonstrado que além da propriedade de cofator 

enzimático conferida à tiamina, a benfotiamina parece ter papéis de sinalização 

não enzimáticos no encéfalo (MKRTCHYAN et al., 2015). Foi observado que a 

suplementação com BFT parece ser capaz de estimular a via de sinalização da 

insulina e inibir a atividade da proteína GSK3, importante quinase que pode atuar 

hiperfosforilando a proteína tau na DA (MARKOVA et al., 2017; PAN et al., 2010). 

Portanto, apesar de não ter um mecanismo bem elucidado, a tiamina, ou a 

benfotiamina, parece também ter um papel importante na manutenção da 

integridade do receptor de insulina ou seus sucessores na via de sinalização. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Em decorrência do processo de envelhecimento populacional, observa-se 

um crescimento epidemiológico das doenças neurodegenerativas, como a DA, 

que representa cerca de 50% dos casos de demência. Apesar dos vários 

avanços no conhecimento sobre os mecanismos subjacentes aos processos 

neurodegenerativos e das várias hipóteses sobre os eventos fisiopatológicos 

envolvidos, os mecanismos exatos ainda não são conhecidos. Deste modo, o 

entendimento mais aprofundado sobre os mecanismos relacionados a essas 

doenças e o uso de vias alternativas de tratamento, é de extrema importância. 

Nesse sentido, nosso grupo tem se dedicado ao estudo dos processos 

neurodegenerativos com o uso de modelos experimentais tanto in vivo como in 

vitro na tentativa de gerar informações que possam colaborar para o 

desenvolvimento de novas terapias (BATINGA, 2016; CHAVES-KIRSTEN et al., 

2013; CHAVES et al., 2008; CRUNFLI et al., 2018; CRUNFLI et al., 2019; 

MECHA et al., 2012; PRIETO-ALMEIDA et al., 2018; SANTOS et al., 2012; 

TORRÃO et al., 2012; VRECHI et al., 2018). 

Nossa hipótese é que a suplementação com BFT, no modelo experimental 

de DA induzido pela injeção intracerebroventricular de STZ, contribui para uma 

redução na progressão da DA através do aumento da função bioenergética 

cerebral e da melhora da via de sinalização de insulina, provocando uma 

concomitante diminuição da inflamação, melhora na transmissão sináptica e 

manutenção da cognição.  
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3. OBJETIVO 

Avaliar os efeitos da suplementação com benfotiamina nas alterações 

comportamentais, na função mitocondrial e na sinalização de insulina em um 

modelo experimental de Alzheimer esporádica. 

 

3.1. Objetivos Específicos: 

3.1.1 Experimento 1: Efeitos da benfotiamina em aspectos cognitivos 
relacionados a DA. 
 

- Investigar os efeitos da suplementação na função mitocondrial relacionada ao 

metabolismo de tiamina. 

- Investigar os efeitos da suplementação no desempenho cognitivo e plasticidade 

neuronal relacionado à memória dos animais. 

- Observar os efeitos da suplementação na sinalização de insulina no 

hipocampo, hipotálamo e córtex entorrinal. 

- Analisar os efeitos da suplementação com benfotiamina em marcadores 

moleculares de DA. 

 

3.1.2 Experimento 2: Efeitos da benfotiamina em aspectos metabólicos 
relacionados a DA. 
 

- Avaliar a capacidade da benfotiamina de modular alterações metabólicas 

sistêmicas provocadas pela injeção central de STZ. 

- Avaliar os efeitos da benfotiamina na inflamação e apoptose hipotalâmicas 

provocadas pela injeção de STZ. 

- Avaliar em cultura de células hipotalâmicas a capacidade neuroprotetora da 

Benfotiamina 

- Observar o efeito da benfotiamina na sensibilidade à insulina em células 

neuronais 

- Analisar a influência da tiamina e da benfotiamina para o metabolismo 

energético neuronal em condições de neurodegeneração 

- Observar a influência da STZ na expressão gênica dos transportadores de 

tiamina, nas concentrações neuronais de tiamina e na dinâmica de absorção de 

tiamina. 

 



32 

 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Avaliação dos efeitos da STZ e do tratamento com 
Benfotiamina em aspectos cognitivos, moleculares e 
metabólicos in vivo 

 

Foram utilizados nesse estudo ratos (Rattus norvegicus) SPF adultos 

heterogênicos da linhagem Wistar, pesando em média 350 g, provenientes do 

Biotério de Produção de Ratos do Instituto de Ciências Biomédicas, Rede USP 

de Biotérios. Os animais foram mantidos no Biotério Lor Cury de Experimentação 

Animal do Departamento de Fisiologia e Biofísica em ciclo claro/escuro 

artificialmente controlado de 12/12 h em uma sala climatizada a 23± 2ºC com 

ração padrão e água ad libitum. Os experimentos foram conduzidos de acordo 

com certificado aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

Instituto de Ciências Biomédicas (protocolo nº 023/2016) e normas estabelecidas 

pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

 

4.1.1. Injeção intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) 

 

O procedimento foi realizado de acordo com trabalho anterior do laboratório 

(SANTOS et al., 2012), com pequenas modificações. Resumidamente, os 

animais foram anestesiados com uma dose de Cetamina (90 mg/kg) e Xilazina 

(8 mg/kg), tiveram os pelos da superfície da cabeça raspados e foram 

posicionados em um aparelho estereotáxico (Kopf Instruments, Tujunga, CA, 

Estados Unidos). Após uma injeção subcutânea de anestésico local Lidocaína 

(0,2 mL), foi feita uma incisão sagital da linha mediana e o crânio foi exposto. 

Dois pequenos orifícios bilaterais foram feitos no crânio do animal com uma 

broca esférica de uso odontológico nas posições correspondentes aos 

ventrículos laterais: 0,8 mm no eixo ântero-posterior (AP) e 1,4 mm no eixo 

médio-lateral (ML) em relação ao bregma, e a uma profundidade de 3,4 mm no 

eixo dorso-ventral (DV) a partir da superfície do encéfalo, de acordo com Paxinos 

e Watson (2005). Foram utilizadas micropipetas de vidro com pontas entre 10 e 

20 µm preenchidas com 4 µL de estreptozotocina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

Estados Unidos), que foram injetadas em cada ventrículo lateral, totalizando 8 
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µL a 2 mg/kg de peso corporal ou o mesmo volume do veículo (tampão citrato 

de sódio, 0,05 M, pH 4,5). As doses foram inseridas através dos orifícios na 

calota craniana e seus conteúdos injetados bilateralmente com o uso de um 

sistema de injeção por pressão (Parker Picospritzer, Hollis, NH, Estados Unidos).  

 

4.1.2. Suplementação com benfotiamina 

 

Os animais que receberam o veículo (citrato) e estreptozotocina (STZ) 

foram então suplementados com uma dose oral diária de 150mg/kg de BFT ou 

do mesmo volume do veículo (carboximetilcelulose a 2%), por gavagem, no final 

do período claro dos animais, por um período de 4 semanas e a partir do dia da 

cirurgia estereotáxica. Foi utilizada uma agulha modelo ponta-bola curva, para 

evitar danos ao esôfago, e a diluição da BFT no veículo foi ajustada de modo 

que o volume total administrado fosse equivalente a 1 mL/100g de peso do 

animal, com base na capacidade do estômago dos animais e a fim de evitar 

refluxo. Os animais então constituíram os seguintes grupos: animais que 

receberam citrato tratados com carboximetilcelulose (Controle = CTL); animais 

que receberam estreptozotocina tratados com carboximetilcelulose (STZ); 

animais que receberam citrato tratados com BFT (CTLB); animais que 

receberam estreptozotocina tratados com BFT (STZB). 

 

4.1.3. Teste comportamental de reconhecimento de objeto novo. 

 

Como forma de avaliar os efeitos da suplementação com BFT sobre as 

alterações cognitivas, os animais foram submetidos a um teste comportamental 

simples, denominado teste de reconhecimento de objetos. A tarefa de 

reconhecimento de objetos é um paradigma de aprendizagem de um julgamento 

semelhante à tarefa de esquiva passiva, permitindo a avaliação da aquisição, 

consolidação ou recuperação de informações (objetos) separadamente 

(BERNABEU et al., 1995; BERNABEU et al., 1996; ENNACEUR; DELACOUR, 

1988).  

O teste comportamental foi realizado em uma arena de campo aberto 

circular (60 cm de diâmetro X 50 cm de altura) durante a última semana de 
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suplementação (Figura 3).  Nos dois dias anteriores ao teste os animais 

passaram por 3 sessões diárias (com intervalos de 1 hora entre cada uma delas) 

de habituação na arena por 10 minutos. A primeira sessão de habituação foi 

utilizada para avaliar o comportamento exploratório do animal em campo aberto. 

Na sessão de treinamento os animais foram expostos a dois objetos de forma e 

volume idênticos (A e A’), aguardando-se a exploração dos objetos por 10 

minutos. A memória de curta duração (MCD) foi verificada após 1 hora, quando 

foram apresentados aos animais um dos objetos do treino (A) e um objeto 

diferente (B). A memória de longa duração (MLD) foi verificada após 24 horas, 

quando foram apresentados aos animais um dos objetos do treino (A) e um novo 

objeto (C). Foi considerado como parâmetro de avaliação o tempo de exploração 

do animal em cada objeto, observado durante 5 minutos, definido como o tempo 

que o animal cheirar, lamber, tocar o objeto com o focinho ou patas dianteiras, 

ou quando o animal voltar o focinho ao objeto a uma distância menor ou igual a 

1 cm. O índice de reconhecimento foi estabelecido pelo tempo gasto em explorar 

o novo objeto dividido pela soma dos tempos gastos para explorar o novo objeto 

e o objeto familiar. Exemplos do experimento podem ser observados segundo o 

link específico disponibilizado no material em anexo (Apêndice A). 

 

4.1.4. Delineamento Experimental 

 

Durante o período experimental, os animais tiveram seu peso (P) registrado 

semanalmente, nos dias 1, 7, 15, 22 e 30. A suplementação com BFT foi 

realizada desde o dia da estereotaxia (EST) até o dia 30. Os testes 

comportamentais foram realizados ao final da última semana, em que o teste de 

campo aberto (CA) foi realizado no dia 27 junto com a familiarização (F) para os 

testes de reconhecimento de objeto, que foram realizados nos dias 29 (MCD) e 

30 (MLD). (Figura 4). 
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Figura 4. Representação gráfica do delineamento experimental. EST = estereotaxia; P = peso; 

CA = campo aberto; F = familiarização; MCD = memória de curta duração; MLD = memória de 
longa duração; E = eutanásia. 

 

4.1.5. Eutanásia 

 

Vinte e quatro horas após os 30 dias do período experimental (Figura 3) os 

animais foram eutanasiados (E) por decapitação, e o encéfalo (hipocampo, 

hipotálamo e córtex entorrinal) coletado para dosagem de tiamina, análise de 

proteínas, expressão gênica e atividade mitocondrial. Também foram coletados 

os coxins adiposos viscerais, sangue total e soro para análises de alterações 

relacionadas à parâmetros metabólicos. 

 

4.1.5.1 Coleta dos tecidos adiposos viscerais 
 

 Durante a eutanásia, foram dissecados e pesados em balança analítica 

os compartimentos adiposos peritoneal, mesenterico e epididimal dos animais. 

O protocolo utilizado para dissecação foi o descrito por JOHNSON e HIRSCH 

(1972). 

 

4.1.6. Quantificação do conteúdo proteico no encéfalo por 

Immunoblotting 

 

A análise proteica pelo método de immunoblotting foi realizada como 

descrito anteriormente por nosso grupo (CRUNFLI et al., 2018). 

Resumidamente, extratos das regiões encefálicas foram dissecados e 

homogeneizados em tampão de extração (Tris, pH 7,4, 100 mM; EDTA 10 mM; 
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SDS 10%; fluoreto de sódio 100 mM; pirofosfato de sódio 10 mM e ortovanadato 

de sódio 10 mM). As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 20 minutos 

a 4º C e o sobrenadante separado. A quantificação proteica do sobrenadante foi 

realizada através do método colorimétrico com reagente de Bradford (Bio-Rad; 

Hercules, CA, USA). O sobrenadante foi então homogeneizado com tampão 

Laemmli (azul de bromofeno 0,1%; fosfato de sódio 1 M, pH 7,0; glicerol 50% e 

SDS 10%) e amostras contendo 30 μg de proteína foram separadas 

eletroforeticamente por SDS-PAGE e então transferidas para membranas de 

nitrocelulose (0,45 μm de diâmetro).  

As membranas foram então bloqueadas e incubadas com os anticorpos 

primários relacionados na Tebela 1.  

 

Tabela 1. Detalhamento dos anticorpos utilizados na técnica de imunodetecção por western 

blot nos experimentos in vivo e in vitro. 

Anticorpo Fabricante Nº série Espécie Clone 

In vivo     

GluN2b Santa Cruz Sc-1469 Goat Monoclonal 
IR Santa Cruz Sc-711 Rabbit Policlonal 
p-IR Santa Cruz Sc-81500 Mouse Monoclonal 
PI3K Cell Signalling #4292 Rabbit Policlonal 
AKT 1/2/3 Santa Cruz Sc-8312 Rabbit Policlonal 
p-AKT 1/2/3 ser473 Santa Cruz Sc7985-r Rabbit Policlonal 
ERK 1/2 Santa Cruz Sc-135900 Mouse Monoclonal 
p-ERK 1/2thr199/tyr202 Cell Signalling #1901 Rabbit Policlonal 
GSK3α/β Santa Cruz Sc-56913 Mouse Monoclonal 
p- GSK3α/βser21/9 Cell Signalling #9331 Rabbit Policlonal 
GFAP Sigma-Aldrich G-3893 Mouse Monoclonal 
THTR-1 Santa Cruz Sc-100649 Mouse Monoclonal 
BCL-2 Cell Signalling #2876 Rabbit Policlonal 
BAX Cell Signalling #2772 Rabbit Policlonal 
GAPDH Santa Cruz Sc-32233 Mouse monoclonal 

In vitro     

p-IRS1tyr612 Millipore #09-432 Mouse Policlonal 
p-AKTser473 Cell Signaling #4051 Rabbit Monoclonal 
Anti-DNP Sigma-Aldrich #9656 Rabbit Policlonal 
p-EIF2αser51 Cell Signaling #9721 Rabbit Policlonal 
ATF-4 Cell Signaling #11815 Rabbit Monoclonal 
CHOP Cell Signaling #5554 Rabbit Monoclonal 
HSP-60 Santa Cruz Sc-13115 Mouse Monoclonal 
HSP-10 Santa Cruz Sc-20958 Rabbit Monoclonal 
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Após a incubação com os respectivos anticorpos secundários conjugados 

à peroxidase, a ligação específica foi revelada utilizando quimioluminescencia a 

partir de luminol e ácido p-cumárico (Sigma-Aldrich). Finalmente, as bandas 

foram analisadas quanto à densidade óptica da imunorreatividade em um 

scanner C-Digit (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA) e analisadas em software Image 

Studio Digits v4.0 (Li-Cor Inc.).  

 

4.1.7. Atividade Enzimática de Piruvato Desidrogenase e Citocromo c 

Oxidase 

 

A atividade da enzima piruvato desidrogenase (PDH) e citocromo c oxidase 

(COXIV) foi medida no hipocampo dos animais. O tecido foi coletado e 

homogeneizado em um tampão de extração de detergente, centrifugado e 

dividido em alíquotas para as medições seguindo o protocolo específico de 

análise colorimétrica por um kit de atividade enzimática de PDH (Sigma-Aldrich) 

e kit de citocromo c oxidase (Abcam), seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.1.8. Quantificação de Tiamina e seus Ésteres Fosfatados 

 

A dosagem de tiamina livre, tiamina monofosfato (TMP) e tiamina difosfato 

(TDP) no córtex entorrinal e no hipotálamo foi realizada através da técnica de 

cromatografia líquida de alta pressão (High Pressure Liquid Chromatography – 

HPLC) (Shimadzu LC-10AT – Shimadzu Instruments, Kyoto, Japão) no 

laboratório de Nutrição Experimental da Universidade Federal do Triângulo 

Mineiro, em parceria com o Prof. Dr. Guilherme Vannucchi Portari e o pós-

graduando Msc. Álisson de Carvalho Gonçalves. Os tecidos foram 

homogeneizados em tampão Fosfato de Sódio (H3PO4) 50 mM pH 7.0 e 

centrifugados a 5000rpm por 10 minutos. Foram retirados 50ul do sobrenadante 

e homogeneizados em 300ul de ácido perclórico (HClO4) 0,4 M e novamente 

centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm. Após, foram retirados 200ul do 

sobrenadante, adicionados à 20ul de Hexacianoferrato de potássio (K3Fe(CN)6) 

30mM e 15ul de hidróxido de sódio (NaOH) 15%, homogeneizados e utilizados 

25ul para a leitura em fase móvel com tampão Fosfato 25mM pH7,0 + Metanol 
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7:3 (v:v) e coluna cromatográfica C18-amida (Sigma-Aldrich). Como resultado da 

reação, foi produzido Tiocromo (C12H14N4OS), uma substância fluorescente 

detectável com o fluorímetro (Shimadzu RF-20A – Shimadzu Instruments) 

operando em 365 nm para excitação e 435 nm para emissão (PORTARI; 

VANNUCCHI; JORDAO, 2013). Os picos formados foram então identificados por 

comparação com padrões de Cloridrato de Tiamina (TH), Tiamina difosfato e 

Tiamina Monofosfato (Sigma-aldrich) derivados da mesma maneira descrita 

acima. A quantificação foi realizada e normalizada pelo total de proteínas na 

amostra, quantificadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

 

4.1.9. Quantificação de expressão gênica por RT-qPCR no encéfalo 

 

4.1.9.1. Extração e quantificação de RNA total 

 

As amostras das regiões encefálicas foram lisadas com 250 µl - 500 µl de 

tiocianato de guanidina – TrizolTM LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) 

para cada poço, pipetando para cima e para baixo várias vezes. Posteriormente, 

o lisado foi transferido para um tubo de vedação seguro de 1,5 ml. Para uma 

dissociação completa do complexo de nucleoproteínas, as amostras foram 

incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram 

adicionados 0,1 ml de clorofórmio a cada amostra. Após agitação por alguns 

segundos e 2-3 minutos de incubação em temperatura ambiente, as amostras 

foram colocadas em uma centrífuga refrigerada a 4 °C. Para a separação de 

fases, as amostras foram centrifugadas por 15min a 13.000rpm. A mistura 

separa-se em uma fase vermelha de fenol-clorofórmio, uma interfase e uma fase 

aquosa superior incolor. O RNA está exclusivamente na fase aquosa. O volume 

dessa fase é de cerca de 60% do volume de Trizol da extração. Para a 

precipitação do RNA, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 

vedação seguro de 1,5 ml, contendo 0,3 ml de isopropanol e ressuspenso por 

várias vezes. Após 10 min de tempo de incubação à temperatura ambiente, as 

amostras foram centrifugadas por 10 min a 13.000 rpm a 4 °C. O RNA formou 

um grânulo no fundo do tubo e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram 

adicionados 0,5 ml de etanol a 75% e os tubos foram agitados no vórtex para 
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lavar o RNA. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5min a 

13.000rpm a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o tubo foi 

colocado de cabeça para baixo para secar o sedimento de RNA por pelo menos 

10-60 min. Quando o etanol foi evaporado, o sedimento foi diluído em 25 µl de 

água livre de RNase. Finalmente, as amostras foram incubadas por 10 minutos 

a 55 ° C em um bloco de aquecimento. 

A quantificação do RNA foi realizada usando um fotômetro espectral 

NanoDrop para determinar a concentração de RNA isolado, medindo a absorção 

a 260 nm. Cada medição também determina a qualidade do RNA, fornecendo a 

razão do coeficiente de absorção de 260 nm a 280 nm e de 260 nm a 230 nm. A 

relação de 260 / 280nm entre 2,0 e 2,2 garante que nenhuma contaminação por 

proteínas ou fenóis diminua a eficiência da reação, enquanto os desvios na 

relação de 260 / 230nm indicam contaminações com fenol, clorofórmio ou sal. 

Portanto, a relação 260 / 230nm deve ser de 1,8 a 2,2. 

 

4.1.9.2 Expressão Genica por RT-qPCR em amostra de encéfalo 
 

A síntese de ácido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foi conduzida 

usando AMV Reverse Transcriptase utilizando um kit de síntese de cDNA 

#A3500 (Promega). Para cada mistura de reação, um volume total de 20 µl foi 

transcrito a partir de 1 µg de RNA. O RNA foi incubado com uma mistura de 

primers (1:1 de primer Oligo (dT)15 e hexa-primers randômicos com base de seis 

nucleotídeos) por 5min a 70° C em um termociclador para permitir o anelamento 

aleatório em vários locais da fita aberta de RNA. Subsequentemente, as 

amostras são resfriadas em gelo por 5 min e adicionam-se trifosfatos de 

desoxirribonucleotídicos (dNTPs), transcriptase reversa de Avian Metabolosis 

Virus (AMV-RT) e tampão de síntese concentrado 5x. Após, as amostras foram 

incubadas novamente no termociclador por 1 h a 42ºC seguido de 5 minutos a 

95ºC.  

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) foi usada para 

monitorar a amplificação das amostras de cDNA através da detecção de um sinal 

fluorescente crescente. Para tal, o SybrGreen tem sido usado como um 

marcador fluorescente de ligação de fita dupla. Após cada ciclo de amplificação, 

o sinal fluorescente medido é diretamente proporcional ao número de produtos 
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de PCR (quantificação em tempo real) e permite a quantificação da expressão 

do gene. A reação foi realizada em um aparelho Applied Biosystems 7500 real-

time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) com 10 ng de 

cDNA em uma mistura de reação de 10 µl que continha SYBR™ Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems), oligonucleotídeos específicos para detecção 

das sequencias desejadas (200nM cada, as sequências de primers estão 

listadas na tabela 2) e água livre de nuclease.  

 

A quantificação da expressão gênica por qPCR usou como base os primers 

das sequencias gênicas alvo demonstradas na tabela 2: 

Tabela 2. Genes de Rattus norvegicus utilizados na análise de RT-qPCR, número dos genes na 

plataforma GenBankTM (http://www.ncbi.nih.gov/gene) e sequencias gênicas de primers forward 
e reverse de cada gene estudado. 

Gene Gene Nº Forward Reverse 

THTR1 289175 GATGCTCCTACGTACTGCCC TGAAGACCTGTCTCTCGGTCA 
mTPPTR 303676 CAGCGCACTTTGTATGTGGT AGGTTCCCTGTTTGCTTTCCG 

GLUT1 20525 TTAATCGCTTTGGCAGGCGG AAACCCATAAGCACGGCAGA 

GLUT2 25351 GCAACATGTCAGAAGACAAGATCAC TGGAGCAATCTCGCCAATGT 

HPRT1 24465 AGCTACTGTAATGATCAGTCAACG AGAGGTCCTTTTCACCAGCA 

RPLP0 64205 TAAAGACTGGAGACAAGGTG GTGTACTCAGTCTCCACAGA 

 

As condições de incubação foram as seguintes: as amostras foram 

aquecidas a 95°C para derreter o cDNA de fita dupla, seguido de anelamento 

dos primers (reverso e forward) com o cDNA de fita simples a 60° C. O 

alongamento pela DNA-polimerase constrói um novo cDNA de fita dupla a 60 ° 

C. Essa reação é executada por 40 ciclos, seguido de uma curva de melting para 

determinar se há contaminação com cDNA externo, amplificação de sequencias 

indesejadas ou auto-anelamento dos primers.  

O resultado da curva de melting foi comparado com uma curva in sílico 

desenhada no aplicativo uMelt® (https://dna-utah.org/umelt/umelt.html) para 

comprovar a pureza da reação (ausência de anelamentos, auto dimerização ou 

amplificação inespecífica). Como o SyberGreen® se liga a todo cDNA de fita 

dupla, a curva de melting é um marcador de qualidade para verificar se o gene 

alvo desejado foi detectado. Um controle foi adicionado para cada mistura de 

primers, contendo água livre de nuclease em substituição ao cDNA para verificar 

novamente a presença de dímeros de primers, bem como para contaminação 

com cDNA. A análise dos dados foi baseada no método ΔΔCt com normalização 

https://dna-utah.org/umelt/umelt.html
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dos dados brutos para os genes de referência Hipoxantina guanina fosforibosil 

transferase 1 (HPRT1) e proteína ribossômica 60S LP0 (RPLP0). 
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4.2. Avaliação dos efeitos da STZ e do tratamento com BFT 

em neurônios hipotalâmicos da linhagem CLU183 

 

Em uma parceria com o Instituto Alemão de Nutrição Humana (DIFE, do 

alemão Deutsches Institut für Ernährungsforschung), avaliamos os efeitos in vitro 

da STZ e da BFT, células neuronais hipotalâmicas da linhagem CLU183 

(mHypoA-2/23 CLU183) foram cultivadas com DMEM GlutaMAX® (Gibco) 

suplementado com 1 mM de piruvato de sódio (Sigma-Aldrich), 10% de soro fetal 

bovino (Pan, África do Sul) e 1% de penicilina-streptomicina (Gibco). As células 

eram sempre incubadas a 37ºC e saturação de CO2 a 5%.  

 

4.2.1. Análise da influência do receptor de insulina na neuroproteção 

após exposição à STZ 

 

Para avaliar a influência da sinalização de insulina na neuroproteção 

contra a exposição à STZ, nós realizamos um nocaute das células CLU183 para 

o gene de IR (IRKO) e em seguida realizamos um teste de viabilidade celular 

após exposição das células IRKO e seus respectivos controles à STZ, como 

descrito abaixo. 

 

4.2.1.1. Nocaute do receptor de insulina 

 

A exclusão dos IRs especificamente em neurônios hipotalâmicos murinos 

foi feita pela aluna de doutorado do German Institute of Human Nutrition, Chantal 

Chudoba, usando o vetor pSpCas9 (BB) -2A-GFP (PX458), que contém RNA 

guia (gRNA) contra IR. Para gerar a linha celular de nocaute do receptor de 

insulina, os CLU183 foram transfectados usando 10 mg de plasmídeo que 

expressa o gRNA. Um dia antes da transfecção, as células foram semeadas a 

uma densidade de 1.0 x 105 células. Para a transfecção, o Reagente de 

Transfecção FuGENE HD (Promega, Madison, WI, USA) foi utilizado e realizado 

de acordo com as diretrizes do fabricante. Quarenta e oito horas após a 

transfecção, as células GFP-positivas foram selecionadas por citometria de 

fluxo. Os clones únicos de knockout de IR foram confirmados com base na 
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ausência de proteína IR, conforme detectado pela técnica de Western blot 

usando Anticorpo anti-IRb. 

Guia:  INSR_469_fw CACCGATACGGGACCAGTCGATAG  

INSR_469_rv AAACCTATCGACTGGTCCCGTATC 

 

4.2.1.2. Teste de Viabilidade celular com brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-

2,5-difenil tetrazolium] - MTT 

 

Para observar a toxicidade da STZ, da BFT e da combinação da exposição 

aos dois compostos nas células CLU183, foram realizados testes de viabilidade 

celular com [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT). O MTT é um 

composto que ao reagir com as enzimas desidrogenases mitocondriais, forma 

cristais de formazan cuja quantidade varia de acordo com o volume e atividade 

mitocondrial das células.  Estes cristais, por sua vez, são solúveis em dimetil 

sulfóxido (DMSO), formando uma coloração roxa proporcional a sua quantidade.  

No experimento, primeiro foi realizado o teste com diferentes doses de STZ 

e BFT a fim de escolher uma dose de toxicidade intermediária de STZ (entre 

25% e 45% de diminuição na viabilidade) e uma dose não tóxica de BFT para o 

tratamento. Vinte e quatro horas após a semeadura de 0.05 x 104 células em 

placas de 96 poços, as células foram expostas ao STZ ou à BFT por 24 horas. 

Após o período de exposição às drogas, as células foram lavadas duas vezes 

com PBS e incubadas com MTT diluído em DMEM a uma concentração de 0,5 

mg/ml por três horas. Após o período de incubação, o meio de cultura com MTT 

foi extraído cuidadosamente, e cada amostra foi diluída em DMSO. Após a 

diluição, a amostra foi lida em espectrofotômetro à uma absorbância de 550nm. 

Os resultados foram descritos como diferença percentual em relação ao grupo 

controle. Neste experimento, as doses escolhidas para os experimentos 

posteriores foram de 5 mM de STZ e 50 µM de BFT.  

Na segunda fase do experimento, repetimos o experimento com 24h de 

exposição, observando as diferenças entre células controle e as células IRKO, e 

seus controles, produzidas de acordo com o item 4.2.1. Vinte e quatro horas 

após a semeadura, as células foram expostas a 5 mM de STZ e uma hora após, 

a 50 µM de BFT. 
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4.2.2. Análise dos efeitos da STZ na absorção celular de tiamina 
 

Neste experimento as células foram semeadas em uma concentração de 

XXXX em um meio de cultura DMEM sem tiamina (USPlabs). Após 48 horas, as 

células foram expostas à 5mM de STZ e/ou 50 µM de Benfotiamina por 24 horas 

(Figura 5A). Após, as células foram congeladas em -80º C para análise posterior 

de concentrações de tiamina por HPLC. 

Em um segundo experimento, as células foram incubadas por 48 horas 

como descrito acima e expostas a 5mM de STZ. Após 24h de exposição à STZ, 

as células foram então suplementadas com tiamina por 1h, 2h e 4h e então 

congeladas para análise posterior de concentrações de tiamina (Figura 5B). 

 

 

Figura 5. Linha do tempo utilizada para estimulação de células CLU183 (A) expostas a 

estreptozotocina e/ou benfotiamina em meio de cultura sem tiamina e (B) estimuladas com 
tiamina por 2h, 4h e 6h após 24h de exposição à STZ. STZ = estreptozotocina; BFT = 
benfotiamina. 

 

4.2.2.1. Análise da concentração celular de tiamina por HPLC 

 

Após os experimentos supracitados, as células foram homogeneizadas em 

50 µL de R.I.P.A. o tampão foi então centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos. 

O sobrenadante foi misturado com a mesma quantidade de 0,4 M de ácido 

perclórico, agitado no vórtex e centrifugado por 15 minutos a 14000 rpm. 

Posteriormente, 50 µL do sobrenadante foram removidos, adicionados a 10 µL 

de hexacianoferrato de potássio 12 mM (K3Fe(CN)6) diluído em 3,3 M de 

hidróxido de sódio (NaOH), incubados por 5 minutos e adicionados 2 µL de 

H3PO4 6M para interromper a reação. As amostras foram então 

homogeneizadas e 25 µL foram utilizados para leitura na fase móvel com tampão 
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fosfato de sódio 50 mM pH 6,0 e metanol (8:2 vol) com uma coluna 

cromatográfica ReproSil-Pur® 120 C18 AQ, 5 µm (250 x 4,6 mm) (DrMaisch 

GmbH, Ammperbuch-Etringer, Alemanha). O resultado da reação, a substância 

tiocromo - uma substância fluorescente detectável a 365 nm para excitação e 

435 nm para emissão - foi detectada com o fluorímetro (Shimadzu RF-20A - 

Shimadzu Instruments). Os picos formados foram então identificados por 

comparação com os padrões de cloridrato de tiamina, monofosfato de tiamina 

(TMP) e difosfato de tiamina (TDP) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) 

derivados da mesma maneira descrita acima. A quantificação foi realizada e 

normalizada pelo total de proteínas na amostra detectadas com o kit de teste de 

proteína Pierce™ 660 nm (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, Estados 

Unidos). 

 

4.2.3. Análise de carbonilação proteica por Oxyblot 

 

Neste experimento, a linhagem de células CLU183 foi exposta a um meio 

de cultura DMEM com deficiência de tiamina (USPLabs, USA) e adição de 10% 

de soro fetal bovino. As células eram então divididas em CTL, BFT com adição 

de 50 uM de BFT, e THI - com adição de 50 uM de Tiamina (THI). Após 24 horas, 

as células foram lisadas em tampão R.I.P.A., submetidas a SDS-PAGE de 

acordo com a sessão 4.1.6., e transferidas a uma membrana de difluoreto de 

polivinilideno (PVDF). As membranas foram então equilibradas em TBS-

T/Metanol 80:20 por 10 minutos e lavadas com 2 M de HCl por 5 minutos. Após 

lavagem, as membranas foram então incubadas em 20mM de 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) diluído em HCl 2 M por 10 minutos. Após incubação, 

as membranas foram lavadas uma vez com HCl 2 M e 5 vezes de 5 minutos com 

TBS-T/Metanol 50:50 a fim de retirar o excesso de DNPH. Após este 

procedimento as membranas foram então bloqueadas com BSA a 5% em TBS-

T e finalmente submetidas a incubação com anticorpo primário anti-Dinitrofenil 

#D9656 – 1:10.000 (Sigma-Aldrich) overnight a 4ºC e em seguida com anticorpo 

secundário equivalente por duas horas. A revelação foi realizada por reação 

quimioluminescente com reagente ECL ( e as imagens capturadas no aparelho 

ChemiDoc™ (Bio-Rad) e quantificadas no aplicativo ImageJ com o pacote de 

análise de imagens Fiji (https://imagej.net/Fiji). 

https://imagej.net/Fiji
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4.2.4. Estimulação com Insulina 

 

Ainda neste experimento, neurônios hipotalâmicos foram tratados com 

50µM de benfotiamina e, após duas horas, expostos à 5mM de STZ por 24h 

(Figura 6). No procedimento experimental para observar os efeitos do tratamento 

na sinalização de insulina, as células foram expostas por 3 horas à privação de 

fatores hormonais (exclusão do soro fetal bovino do meio de cultura) e nos 

últimos 5 minutos do experimento foram adicionados 200 nMol de insulina ao 

meio de cultura, a fim de estimular a via de sinalização de insulina. 

 

Figura 6. Linha do tempo utilizada para estimulação de células CLU183 expostas a 

estreptozotocina e/ou benfotiamina e estimuladas com insulina por 5 minutos. STZ = 
estreptozotocina; BFT = benfotiamina; PRV = privação de soro fetal bovino. 

  

Após estimulação, as células foram lisadas com R.I.P.A. e o conteúdo 

proteico extraído para análise de conteúdo proteico por immunoblotting de 

acordo com a sessão 4.1.6., utilizando os anticorpos específicos para detecção 

de pIRS-1tyr612 e pAKTser473 na concentração 1:1000 (Tabela 1). 

 

4.2.4.1. Estimulação em deficiência de tiamina 

 

A fim de entender os efeitos da tiamina e da benfotiamina sobre a 

sensibilidade à insulina, foi realizado o mesmo protocolo em DMEM sem tiamina 

e 10% de soro fetal bovino (~14nMol de tiamina). A este experimento, foi 

adicionado um grupo que recebia 50µM de tiamina HCl (Sigma-Aldrich). 

 

4.2.5. Quantificação de mRNA por RT-qPCR em amostra celular 
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Diferentemente do exposto no ítem 4.9, 0 RNA foi extraído e purificado a 

partir de 1,5 x 105 - 5 x 105 amostras de cultura de células usando colunas de 

extração ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems #Z6010 (Promega) e seguindo as 

recomendações do fabricante. A quantificação do RNA foi realizada usando os 

mesmos parâmetros do item 4.9  

A síntese de ácido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foi conduzida 

usando M-MLV Reverse Transcriptase e RNase H- #M3683 (Promega). Para 

cada mistura de reação, um volume total de 20 µl foi transcrito a partir de 1 µg 

de RNA. O RNA foi incubado com uma mistura de primers (1:1 de primer Oligo 

(dT)15 e hexa-primers randômicos com base de seis nucleotídeos) por 5min a 

70° C em um termociclador para permitir o anelamento aleatório em vários locais 

da fita aberta de RNA. Subsequentemente, as amostras são resfriadas em gelo 

por 5 min e adicionam-se trifosfatos de desoxirribonucleotídicos (dNTPs), 

transcriptase reversa de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) e tampão de 

síntese concentrado 5x. Após, as amostras foram incubadas novamente no 

termociclador por 1 h a 42ºC seguido de 5 minutos a 95ºC.  

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) foi realizada em 

um aparelho Viaa7 (Applyed Biosystems) com 10 ng de cDNA em uma mistura 

de reação de 10 µl que continha SybrGreen GoTaq® 1-Step RT-qPCR System 

(Promega), seguindo o protocolo descrito no item 4.1.9.2. A quantificação da 

expressão gênica por qPCR usou como base os primers das sequencias gênicas 

alvo relativizadas utilizando a proteína TATA-box binding protein (TBP) como 

Housekeeper (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Genes de Mus musculus utilizados na análise de RT-qPCR, número dos genes na 

plataforma GenBankTM (http://www.ncbi.nih.gov/gene) e sequencias gênicas de primers forward 
e reverse de cada gene estudado. 

Gene Gene Nº Forward Reverse 

THTR1 116914 GTGGCATCGTTACTGATACCC TTCCACCGGAGGCTCATCTAA 

mTPPTR 67283 GTGGCGGGATCAGTGTCAG TCCGTGGTATTTGGCATTGGG 

BIP 14828 CATGGTTCTCACTAAAATGAAAGG GCTGGTACAGTAACAACTG 

sXBP1 22433 GAGTCCGCAGCAGGTG GTGTCAGAGTCCATGGGA 

CHOP 29467 CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA 

ATF4 11911 CCTGAACAGCGAAGTGTTGG TGGAGAACCCATGAGGTTTCAA 

HSP10 15528 CTGCCGAAACTGTAACCAAAG TCTCCAACTTTCACACTGACAG 

HSP60 63868 AGTGTTCAGTCCATTGTCCC TGACTGCCACAACCTGAAG 

TBP 21374 CTGGAATTGTACCGCAGCTT ATGATGACTGCAGCAAATCG 
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4.2.6  Análise de respiração celular através da técnica de Seahorse 

 

As alterações na respiração mitocondrial foram monitoradas usando o Kit 

Seahorse® XF Mitostress Test e o analisador de fluxo extracelular Seahorse® 

XF96, medindo a taxa de consumo de oxigênio (OCR) e taxa de acidificação 

extracelular (ECAR) de células aderentes para testar a funcionalidade 

mitocondrial. Todas as concentrações de compostos foram testadas e 

otimizadas antes e foram consistentes em todas as corridas Seahorse® para 

todas as configurações experimentais. O Mito Stress Test consiste em uma 

análise da respiração mitocondrial diante de diferentes estímulos, alterando a 

fisiologia da mitocôndria para entender a dinâmica da respiração mitocondrial em 

tempo real. Primeiro, adiciona-se oligomicina, composto bloqueador de ATP-

sintase, após a leitura na presença de oligomicina, adiciona-se o ionoporo 

Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (FCCP), permitindo o transporte passivo 

de prótons pela membrana, possibilitando a observação da atividade máxima 

dos complexos da cadeia transportadora de elétrons, e em seguida rotenona, um 

bloqueador do complexo I, em associação com antimicina A, um bloqueador do 

complexo III, a fim de inibir completamente a respiração mitocondrial. As 

concentrações finais para os compostos utilizados foram 2 mM para Oligomicina 

(Port A), 1 mM para FCCP (Port B), 1 mM para Rotenona / 2 mM para Antimicina 

A (Port C). A esquematização do experimento e interpretação do resultado pode 

ser visto na figura 7.  
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Figura 7  Esquematização do experimento de mitostress para análise de respiração celular em 

um aparelho Seahorse®. 

 

As células foram semeadas a uma densidade de 5000 células/poço, dois 

dias antes do experimento, numa microplaca de 96 poços em meio de cultura 

padrão. Quatro poços foram preparados sem células e utilizados como sinal de 

fundo. No dia seguinte, as células foram estimuladas com STZ e BFT seguindo 

o padrão dos experimentos anteriores. No dia do ensaio, 24h após a 

estimulação, as células foram lavadas duas vezes com Meio Seahorse® (XF 

base Minimum DMEM, suplementado com piruvato de sodio 1 mM, glutamina 2 

mM e glicose 10 mM) e incubadas na quantidade final de meio de ensaio numa 

incubadora sem CO2 a 37ºC para manter os níveis de pH. Após a calibração, a 

microplaca foi colocada no analisador de fluxo Seahorse® XF96 e o experimento 

foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante. Os dados foram 

normalizados para o nível de proteína total e foram analisados usando o software 

Wave 2.4.0. 

 

4.3. Análise Estatística 

 

Após teste de normalidade dos dados (Kolmogorov-Smirnov) foi adotado o 

teste de análise de variância por ANOVA – Analysis of Variance de uma ou duas 

vias, seguido de pós-teste Fisher LSD (ROTHMAN, 1990) para análises entre os 
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grupos específicos. Par as análises com dois grupos, foi adotado o teste-t para 

amostras independentes. Os resultados foram considerados significativos 

estatisticamente quando demonstraram p ≤ 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Efeitos da suplementação de tiamina nas alterações metabólicas 

e cognitivas resultantes da injeção ICV de estreptozotocina. 

 

5.1.1 A suplementação de Benfotiamina altera as concentrações sanguíneas e 

teciduais de tiamina e seus ésteres fosfatados. 

 

Após a suplementação, as concentrações sanguíneas de tiamina e seus ésteres 

de fosfato TMP e TDP foram medidas. Para observar se a STZ pode levar à 

disfunção em outras vitaminas do complexo B, medimos também as 

concentrações séricas de folato e cobalamina. Como esperado, a 

suplementação de BFT resultou em um forte aumento nos níveis sanguíneos de 

tiamina livre (Figura 8A) e seus ésteres de fosfato tiamina monofosfato (TMP) 

(Figura 8B) e TDP (Figura 8C). A injeção central de STZ não alterou as 

concentrações periféricas de tiamina, TMP e TDP. Em vez disso, a STZ leva a 

uma redução nos níveis de folato sérico (Figura 8D) e cobalamina (Figura 8E). 

Surpreendentemente, a combinação de BFT e STZ induziu um aumento da 

concentração de tiamina livre, TMP e TDP em comparação com os grupos CTLB. 

Curiosamente, a suplementação de BFT também foi capaz de reverter a 

diminuição relacionada à STZ nas concentrações séricas de cobalamina. 
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Figura 8. Níveis sanguíneos de (A) tiamina, (B) tiamina monofosfato e (C) tiamina difosfato 

medidos em sangue total através da técnica de HPLC, normalizados pelos niveis totais de 
hemoglobina e níveis séricos de (D) folato (vitamina B9) e (E) cobalamina (vitamina B12). Os 
resultados foram submetidos à ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer [*] = 
p<0.05; [**] = p<0.01; [***] = p<0.001; [****] = p < 0.0001; N = 6-8. 

 

Também foi medido o conteúdo total de tiamina livre, tiamina monofosfato 

e tiamina difosfato no hipocampo e no córtex entorrinal dos animais. A partir da 

análise, pode-se observar que não houve alterações significativas tanto na 

quantidade de tiamina livre quanto na quantidade de tiamina monofosfato no 

hipocampo. Porém, ao analisar as concentrações de TDP, observou-se um efeito 

da suplementação de BFT na quantidade total de tiamina nos grupos CTLB e 

STZB (p=0.0005), havendo um aumento na quantidade total tanto no grupo 

CTLB comparado ao grupo CTL, quanto no grupo STZB comparado ao grupo 

STZ. No córtex entorrinal, foi observado um aumento da quantidade de tiamina 

livre no grupo STZB, comparado com o grupo STZ; assim como no hipocampo, 

não houve diferenças na quantidade total de TMP entre os grupos e houve um 

efeito da suplementação de BFT na quantidade total de tiamina nos grupos CTLB 

e STZB (p=0.001), havendo aumento significativo no grupo CTLB comparado 

aos grupos não suplementados (Figura 9). 
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Figura 9. Quantificação de tiamina, tiamina monofosfato (TMP), e tiamina difosfato (TDP) no 

hipocampo e no córtex entorrinal analisados por técnica de HPLC. Os resultados foram 
submetidos à ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = 
p<0.01; N = 5-7. 

 

5.1.2. A suplementação com benfotiamina altera a expressão do transportador 

de tiamina THTR-1 no Hipocampo e Córtex Entorrinal 

 

As análises de expressão gênica do transportador de tiamina THTR-1 no 

hipocampo e no córtex entorrinal mostraram um efeito do STZ (p<0.0001; 

F=59,24) na diminuição da expressão de mRNA deste transportador. Por outro 

lado, a influência da suplementação com BFT (p=0.041; F=4.669) não refletiu em 

alterações significativas na expressão deste transportador entre os grupos. Ao 

analisar a imunodetecção do mesmo transportador no hipocampo, foi observada 

uma influência da injeção de STZ (p=0.0001; F=23.28) nas concentrações do 

transportador, resultando em um aumento na expressão tanto no grupo STZ 

quanto no grupo STZB, comparado com os grupos controles. Já no córtex 

entorrinal, as alterações na detecção deste receptor foram influenciadas tanto 

pela injeção de STZ (p=0.02; F=5.615) quanto pela suplementação com BFT 

(p<0.0001; F=21.57), sendo observados aumentos significativos no grupo CTLB 
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e STZB em relação ao grupo controle, e STZB em relação ao grupo STZ (Figura 

10).  
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Figura 10. Expressão de mRNA e proteína do transportador de tiamina THTR-1 (SLC19A2) no 

Hipocampo e no córtex entorrinal. Os resultados foram submetidos à ANOVA de duas vias 
seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = p<0.01; [***] = p<0.001; [****] = p<0.0001. 
N = 6-8. 

 

5.1.3. A STZ-ICV diminui a expressão gênica do transportador mitocondrial 

de tiamina trifosfato 

 

A fim de entender os efeitos da intervenção em parâmetros relacionados à 

absorção de tiamina na célula, também foi analisada a expressão gênica do 

transportador mitocondrial de tiamina trifosfato (mTPPTR). Ao observar os 

efeitos no hipocampo, notou-se um efeito negativo do STZ na expressão deste 

transportador (p=0.001; F=13.05). Este efeito foi parcialmente revertido pela 

suplementação de BFT (p=0.015; F=6.790). Embora não haja diferenças 

significativas entre o grupo STZ e o grupo STZB, a melhora pode ser evidenciada 

pela não diferença entre o grupo STZB e o grupo CTL. No córtex entorrinal, os 

efeitos da STZ foram semelhantes (p<0.0001; F=21.58), provocando uma 

diminuição da expressão deste transportador nos grupos STZ e STZB, porém, 
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diferente do hipocampo, não houve efeito significativo da suplementação de BFT 

neste parâmetro (p=0.376; F=0.812) (Figura 11). 
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Figura 11. Expressão de mRNA do transportador de tiamina trifosfato mTPPTR (SLC25A19) no 

Hipocampo e no córtex entorrinal. Os resultados foram submetidos à ANOVA de duas vias 
seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [***] = p<0.001; [n.s.] = não significante. N = 
6-8. 

 

5.1.4. A suplementação de benfotiamina aumenta a atividade enzimática de 

piruvato desidrogenase e citocromo c oxidase 

 

Ao avaliar a atividade da enzima piruvato desidrogenase (PDH) no 

hipocampo, foi observado uma influência da injeção de STZ (p=0.02; F=4.597), 

assim como da suplementação de BFT (p=0.005; F=8.268), provocando um 

aumento significativo da atividade nos grupos CTLB e STZB comparados com o 

grupo controle (Figura 12). 



56 

 

 

 

0

2 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

9 0

A
ti

v
id

a
d

e
 d

e
 P

D
H

 (
A

U
C

)

*

* *

C TL C T L B STZ S TZB z e ro 2 '3 0 " 5 ' 7 '3 0 " 1 0 ' 1 2 '3 0 " 1 5 '

5

1 0

1 5

2 0

N
A

D
H

 (
n

m
o

l/
m

in
-1

/m
g

P
t)

C TL

C T L B

STZ

S TZB

 

Figura 12. Atividade enzimática de piruvato desidrogenase (PDH) no hipocampo (A) e aumento 

temporal das concentrações de NADH (B) observados através de análise espectrofotométrica. 
Os resultados foram submetidos à ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. 
[*] = p<0.05; [**] = p<0.01; N = 7-8. 

 

 Também foi avaliada a atividade do complexo enzimático citocromo c 

oxidase (COX IV), que faz parte da cadeia transportadora de elétrons e é afetado 

na doença de Alzheimer. Assim como na PDH, a dose utilizada de STZ parece 

não ter afetado na atividade deste complexo enzimático, mas é marcante a 

influência da suplementação com BFT (p<0.0001; F=93.41), aumentando 

significativamente a atividade do complexo nos grupos CTLB e STZB (Figura 

13).  
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Figura 13. Atividade enzimática de Citocromo c Oxidase (COX IV) no hipocampo (A) e oxidacao 

de citocroomo c reduzido determinada colorimetricamente pela alteração da absorbância a 
550nm (B) observados através de análise espectrofotométrica. Os resultados foram submetidos 
à ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [***] = p<0.001; [****] = p<0.0001; 
N = 7-8. 
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5.1.5 A suplementação de benfotiamina melhora o déficit cognitivo induzido por 

STZ-ICV. 

 

Sabendo que a suplementação com BFT foi capaz de aumentar as 

concentrações de tiamina difosfato no hipocampo e no córtex entorrinal, regiões 

relacionadas à formação e consolidação de memória afetadas na DA, um teste 

de reconhecimento de objeto novo foi aplicado nos dias 29 e 30 do período 

experimental e avaliou a capacidade do animal de distinguir a diferença entre 

objetos familiares e novos. Assim, uma hora após uma primeira exposição aos 

objetos familiares (A e A’) observou-se que houve uma alteração na memória 

dos animais relacionada à STZ (p=0.001; F=12.57), sendo observado que os 

animais do grupo STZ tinham uma capacidade diminuída de discriminar o objeto 

familiar do objeto novo (A e B), o mesmo fenômeno também foi observado com 

uma menor magnitude (p=0.099; F=2.904) no teste de longa duração (A e C), 24 

horas após a exposição (Figura 14). Por outro lado, o tratamento com BFT teve 

efeitos tanto na memória de curta duração (p=0.001; F=12.57) (Figura 14A) 

quanto no teste de memória de longa duração (p=0004; F=15,91) (Figura 14B), 

sendo capaz de reverter o déficit cognitivo em ambos os testes. 
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Figura 14. Índice de discriminação baseado no tempo de exploração de objetos durante o teste 

de (A) memória de curta duração, uma hora após a primeira exposição aos objetos e (B) longa 
duração, 24 horas após primeira exposição aos objetos. Os resultados foram submetidos à 
ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*]=p<0.05; [**] = p<0.01; [***] = 
p<0.001; [****] = p<0.0001; N = 7-10. 

 



58 

 

 

 

Além das alterações comportamentais, também foi observada no 

hipocampo e no córtex entorrinal, a expressão da subunidade 2B do receptor de 

glutamato do tipo NMDA (GluN2B), bem relacionada ao fenômeno da 

potenciação de longa duração (Long-term potenciation - LTP) em neurônios. Foi 

observado um aumento significante na expressão de GluN2B nos animais STZB 

comparados aos STZ no córtex entorrinal (Figura 15A). No hipocampo, notou-se 

um comportamento parecido, com um aumento da expressão do grupo STZB 

comparado com o grupo controle (Figura 15B). Essas alterações foram 

influenciadas pela suplementação de BFT no hipocampo (p=0.003; F=11.290) e 

no córtex entorrinal (p=0.04; F=4.677), mas também pela interação entre a STZ 

e a BFT no córtex entorrinal (p=0.04; F=4.537). 
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Figura 15. Expressão proteica do canal de cálcio NMDA subunidade 2b (GluN2B) detectada por 

immunoblotting no córtex entorrinal (A) e no hipocampo (B). Os resultados foram submetidos à 
ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; N = 6-8. 

 

Ao observar os resultados relacionados ao teste de campo aberto realizado 

no período de adaptação do teste de reconhecimento de objeto, foi observado 

que os animais do grupo STZ não apresentaram nenhum déficit de atividade 

motora (Figura 16). Curiosamente, os mesmos apresentaram um aumento na 

atividade motora, avaliada pela quantidade de mudança de quadrantes no 

campo aberto, que foi revertida nos animais tratados com BFT (Figura 15B). 
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Figura 16. Análise de campo aberto, contendo avaliação do número de elevações (A), da 

mudança de quadrantes (B) e do tempo na periferia do campo (C). Os resultados foram 
submetidos à ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = 
p<0.01; N = 5-9. 

 

5.1.6.  STZ-ICV provoca alterações na via de sinalização de insulina no 

hipocampo e no córtex entorrinal 

 

Ao analisar a expressão de proteínas relacionadas à via de sinalização de 

insulina no hipocampo, foi observado que o tratamento com BFT não alterou a 

quantidade total de receptores de insulina (Figura 17A). Porém, ao analisar a 

fosforilação do receptor em tirosina 1150/1151 foi observado um aumento na 

fosforilação do grupo STZ+B comparado com o grupo STZ (Figura 17B).   
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Figura 17. Proteínas relacionadas à via de sinalização de insulina no hipocampo detectado por 

immunoblotting. Conteúdo total de receptor de insulina (A) e de receptor de insulina fosforilado 
em tirosina 1150 e 1151 (B); PI3K total (C); AKT fosforilada em seria 473, ERK fosforilada em 
treonina 202 e tirosina 204; GSK-3 fosforilada em serina 21 e 9. Os resultados foram submetidos 
à ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; N = 6-8. 

 

Apesar de uma maior fosforilação encontrada no receptor de insulina, não 

foi observado aumento na expressão da proteína PI3K nem da fosforilação da 

proteína AKT 1/2/3 serina 473 (Figura 17D), geralmente relacionada à 

sinalização de insulina. Porém, ao observar as proteínas alvo da via de 

sinalização de insulina, foi notado que a expressão de GSK-3α/β fosforilada em 

serina 21/9 no hipocampo foi maior no grupo STZ+B comparado com todos os 

outros grupos (Figura 17F). Por outro lado, os animais dos grupos STZB e CTLB 

tiveram uma menor fosforilação de ERK (MAPK) 1/2 em treonina 202 e tirosina 

204 comparados com os animais controle (Figura 17E). 

Ao realizar as análises das mesmas proteínas da via de sinalização de 

insulina no córtex entorrinal, de forma semelhante ao observado no hipocampo, 

não foram notadas alterações na quantidade total de receptor de insulina (Figura 

18A), nem na expressão de PI3K (Figura 18B). Porém, foi observada uma maior 

fosforilação de AKT 1/2/3, em serina 473, no grupo STZB comparado com os 

grupos controles (Figura 18C). A ativação da via à nível de AKT foi seguida de 
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inativação de GSK3, provocada pela fosforilação em serina 9 e 21, no grupo 

STZB (Figura 18D). A proteína ERK1/2 teve um aumento da fosforilação no 

grupo STZ que foi normalizado pelo tratamento com BFT no grupo STZB (Figura 

18E). 
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Figura 18. Proteínas relacionadas à via de sinalização de insulina no córtex entorrinal, detectado 

por immunoblotting. Conteúdo total de receptor de insulina (A); PI3K total (B); AKT fosforilada 
em seria 473 (C); GSK-3 fosforilada em serina 21 e 9 (D); ERK fosforilada em treonina 202 e 
tirosina 204 (E). Os resultados foram submetidos à ANOVA de duas vias seguida do teste post 
hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = p<0.01; [***] = p<0.001; N = 5-8. 

 

5.1.7. A STZ-ICV diminui a expressão gênica de GLUT 1 no hipocampo e no 

córtex entorrinal 

 

Para entender se a STZ provoca alterações em transportadores de glicose 

(GLUT’s) como preconizado em estudos anteriores, nós avaliamos a expressão 

gênica de GLUT1, geralmente associado às células gliais, e GLUT2, preconizado 

como uma das portas de entrada da STZ na célula. Os resultados demonstraram 

que há uma diminuição significante na expressão de GLUT1 no hipocampo e no 

córtex entorrinal após STZ-ICV. Por outro lado, a expressão gênica de GLUT2 

mostrou-se inalterada frente à injeção de estreptozotocina (Figura 19). 
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Figura 19. Expressão gênica de GLUT’s 1 e 2 no hipocampo e no córtex entorrinal após injeção 

intracerebroventricular de estreptozotocina e/ou trinta dias de suplementação com benfotiamina. 
Os resultados foram submetidos à anova de duas vias com o teste post hoc de Fischer. [*] = 
p<0.05; [**] = p<0.01; [***] = p<0.001. N=6. 

 

5.1.8. A benfotiamina reverte parcialmente a modulação de marcadores da 

progressão da doença de Alzheimer no hipocampo e córtex entorrinal induzidos 

por STZ-ICV. 

 

Ao analisar a expressão de proteínas relacionadas à fenótipos encontrados 

na DA, como inflamação, apoptose e hiperfosforilação da proteína tau, 

observamos que o STZ-ICV resultou em efeitos negativos nestes parâmetros, 

como esperado no modelo. Analisando a proteína Glial Fibrillary acidic protein - 

GFAP, indicativo de astrogliose, foi possível observar que os animais STZ 

tiveram um aumento da expressão desta proteína tanto no hipocampo quanto no 
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córtex entorrinal. Além da inflamação, pudemos observar um aumento da 

hiperfosforilação da proteína tau no córtex entorrinal, mas não no hipocampo. Já 

observando a razão BCL-2/BAX, parâmetro geralmente utilizado para observar 

a sinalização celular pró e anti-apoptótica, pudemos observar uma diminuição 

deste índice, indicando maior sinalização pró-apoptótica, no hipocampo dos 

animais do grupo STZ. Observamos que estes parâmetros foram parcialmente 

revertidos BFT, que foi capaz de reverter a inflamação e a sinalização pró-

apoptótica no hipocampo e a hiperfosforilação de tau no córtex (Figura 120). 
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Figura 20. Quantificação do conteúdo proteico detectado por immunoblotting (A) do conteúdo 

total de proteína GFAP, (B) da proteína tau fosforilada em serina 396 e (C) da relação BCL-
2/BAX no hipocampo e no córtex entorrinal. Os resultados foram submetidos à ANOVA de duas 
vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = p<0.01; N = 7-8. 

 

5.2. Efeito da benfotiamina em alterações metabólicas e hipotalâmicas 

resultantes da exposição à STZ 

 

5.2.1 A exposição ao STZ-ICV provoca alterações no peso, composição da 

gordura corporal e comportamento alimentar 
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Após a ICV, os ratos tratados com STZ perderam peso durante os 30 dias de 

acompanhamento (Figura 21A). Essa diminuição foi acentuada na primeira 

semana e não foi recuperada durante o período experimental. A suplementação 

de BFT (grupo STZB) atenuou levemente a perda de peso corporal (Figura 21C, 

tendência p = 0,09). Esse efeito da suplementação de BFT foi crônico, levando 

a uma diferença não significativa com o grupo controle ao final de 30 dias. 

Para confirmar que a diferença não era apenas pela aleatoriedade no peso dos 

grupos, calculamos o ganho de peso semanal dos animais (Figura 21B). Assim, 

pudemos observar que a perda de peso dos grupos expostos à STZ é 

evidenciada na primeira semana e normalizada nas semanas seguintes. Embora 

não tenha havido diferenças significativas na terceira e na quarta semana, o 

ganho de peso dos animais da STZ foi menor ao comparar a área sob a curva 

entre os grupos (Figura 1C). 
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Figura 21. (A) Peso corporal semanal e (B) ganho de peso [a] = dif. para CTL; [b] = dif. para 

CTLB; [c] = dif. para STZB com significância p <0,05. (C) Área sob curva de 30 dias de ganho de 
peso (unidades arbitrárias). Os resultados foram submetidos à ANOVA de duas vias seguida do 
teste post hoc de Fischer. [***] = p<0.001; [****] = p<0.0001. N = 14~16. 

 

A exposição ao STZ-ICV levou a uma alteração na composição da gordura 

corporal. A gordura visceral foi globalmente reduzida (Figura 22D). 

Particularmente, as gorduras retroperitoneal (Figura 22A) e epididimal (Figura 

22C) diminuíram significativamente após ICV-STZ. A suplementação com BFT 

impediu a perda de gordura visceral induzida por STZ (Figura 22D). 



65 

 

 

 

G
o

rd
u

ra
 r

e
tr

o
p

e
ri

to
n

e
a

l 
(g

)

0

2

4

6
**

A

C
TL

C
TLB

STZ

STZB

G
o

rd
u

ra
 m

e
s

e
n

te
ri

c
a

 (
g

)

0

1

2

3

4

B

C
TL

C
TLB

STZ

STZB

p=0.08

G
o

rd
u

ra
 e

p
id

id
im

a
l 
(g

)

0

2

4

6

8
**

C

C
TL

C
TLB

STZ

STZB

G
o

rd
u

ra
 v

is
c

e
ra

l 
(g

)

0

5

10

15

20

**

D

C
TL

C
TLB

STZ

STZB

*

 

Figura 22. Peso das camadas de gordura abdominal (A) retroperitoneal, (B) mesentérico, (C) 

epididimal e (D) a soma dos três tecidos, apresentados como gordura visceral. Os resultados 
foram submetidos a uma anova de duas vias com o teste post hoc de Fischer [*] = p<0.05; [**] = 
p<0.01. N = 6-9. 

 

Como a injeção de STZ-ICV induziu a perda de peso de uma maneira 

mais robusta durante a primeira semana, realizamos experimentos semelhantes 

em uma nova coorte, para estudar as consequências de curto prazo das 

intervenções sobre a quantidade de gordura visceral e o comportamento do 

consumo alimentar. A ingestão cumulativa de alimentos na primeira semana 

diminuiu com a STZ (Figura 23A). Além disso, o tratamento com BFT reverteu 

parcialmente essa diminuição. Os animais expostos à STZ comeram menos ao 

longo da semana, com uma diferença estatisticamente significativa no terceiro 

dia dos animais STZ. (Figura 23B). Da mesma forma, corroborando com os 

resultados da Figura 20A, os ratos tratados com STZ-ICV exibiram uma redução 
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robusta do peso corporal, que foi parcialmente e significativamente resgatada 

pela suplementação de BFT já a partir do dia 5 (Figura 23C). O conteúdo final de 

gordura visceral (Figura 23D) foi determinado no dia 7. Diferente da exposição a 

longo prazo, houve um efeito da STZ na perda de gordura visceral sem 

alterações em comparação ao grupo CTL, mas com o CTLB. 
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Figura 23. Consumo cumulativo de alimentos na primeira semana (A), consumo diário de 

alimentos (B), peso visceral do depósito de gordura 7 dias após a cirurgia (C) e peso corporal 
diário (D) na primeira semana após a injeção intracerebroventricular de estreptozotocina. Os 
resultados foram submetidos a uma anova de duas vias com o teste post hoc de Fischer [a] = 
dif. de CTL; [b] = dif. de CTLB; [c] = dif. de STZB com significância p<0.05.  [*] = p<0.05; [**] = 
p<0.01; [n.s.] = não significante. N=6-10. 

 

5.2.2. Alterações hipotalâmicas após exposição ao STZ-ICV e tratamento BFT 
 

Considerando as alterações metabólicas que observamos 

consecutivamente à injeção de STZ-ICV em ratos e o papel do hipotálamo no 

metabolismo periférico e central, investigamos as conseqüências da STZ no 

metabolismo do hipotálamo, na inflamação e na via de sinalização da insulina. 

 

5.2.2.1. A estreptozotocina intracerebroventricular diminui a expressão 

hipotalâmica de GLUTs  e aumenta a inflamação e apoptose. 



67 

 

 

 

 

Após STZ-ICV, a expressão gênica do transportador de glicose 1 (GLUT 1, 

Figura 24A), envolvida na absorção glial de glicose, e do transportador de glicose 

2 (GLUT 2) (Figura 24B), envolvida na sensibilidade à glicose hipotalâmica, 

foram diminuídas. Também identificamos um aumento ligado à STZ do marcador 

de inflamação do astrócito hipotalâmico GFAP (Glial fibrillary acidic protein, 

Figura 24C). A razão BCL2/BAX, indicativa de sinalização apoptótica, foi 

determinada e mostrou sinalização pró-apoptose em animais expostos à STZ 

(Figura 24D). Por outro lado, o tratamento com benfotiamina não alterou a 

expressão dos dois transportadores GLUT1/2, nem alterou a inflamação 

hipotalâmica. 
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Figura 24. Expressão de mRNA dos transportadores de glicose GLUT1 (A) e GLUT2 (B). 

Expressão proteica do marcador de astrócitos reativos GFAP (C) e do marcador de sinalização 
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apoptótica pela razão BCL-2 / BAX (D). Os resultados foram submetidos a uma ANOVA de duas 
vias com o teste post hoc de Fischer [*] = p < 0.05; [**] = p<0.01; [n.s.] = não significante. 

 

5.2.2.2. A benfotiamina melhora os parâmetros de sinalização da insulina no 

hipotálamo 

 

A sensibilidade à insulina no cérebro é um pré-requisito da sinalização 

funcional do metabolismo periférico e central. Adicionalmente, a resistência à 

insulina é uma característica intrínseca dos cérebros de pacientes com DA 

(TALBOT et al., 2012). Então, analisamos a via de sinalização da insulina 

hipotalâmica ao nível das proteínas totais e fosforiladas em condições 

fisiológicas (sem estimulação à insulina). Não observamos alteração no receptor 

hipotalâmico da insulina em ratos STZ-ICV (Figura 25A) embora haja um 

aumento relacionado ao STZ no PI3K, com diferenças significativas nos grupos 

STZ e STZB em comparação com os grupos controle (Figura 25B). A jusante, o 

principal regulador da sinalização da insulina, há um efeito da STZ na 

fosforilação do AKT na serina 473, mas não há diferença específica entre os 

grupos (Figura 25C). Estas alterações resultaram no aumento da fosforilação do 

epitopo inibidor p-Ser-21/9 de GSK3α/β e dos epitopos ativadores p-

Thr202/Tyr204 de ERK1/2 em animais STZ. Curiosamente, a BFT não levou a 

alterações na sinalização da insulina sob condições de controle. Embora, nos 

grupos expostos à STZ, a suplementação de BFT tenha resultado em aumento 

do conteúdo de receptores de insulina. Este efeito também foi observado nas 

GSK3α/β (Figura 25D) e ERK1/2 (Figura 25E), resultando em uma reversão da 

fosforilação aumentada relacionada à STZ. 
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Figura 25. Detecção de proteínas da via de sinalização de insulina no hipotálamo detectada por 

imunnoblotting. (A) conteúdo total de receptores de insulina e (B) PI3K total; (C) AKT fosforilada 
em serina 473, (D) GSK-3α/β fosforilada em serina 21 e 9; (E) ERK fosforilada em treonina 202 
e tirosina 204. Os resultados foram submetidos a uma ANOVA de duas vias com o teste post 
hoc de Fischer. [*] = p <0.05; [**] = p < 0.01; [***] = p < 0.001 N = 6-8. 

  

 

5.2.3. Efeitos do tratamento com STZ e benfotiamina na viabilidade de uma 

cultura de células neuronais hipotalâmicas 

 

Para entender melhor os mecanismos moleculares da disfunção 

hipotalâmica induzida por STZ e o tratamento com benfotiamina, usamos uma 

linha celular neuronal hipotalâmica para investigar mecanicamente a toxicidade 

de STZ no hipotálamo e os efeitos da BFT nesse contexto. Primeiramente foram 

analisadas a toxicidade da STZ e da BFT a fim de escolher uma dose de trabalho 

que não fosse totalmente toxica para a STZ e que não fosse tóxica para a BFT 

(Figura 26). 
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Figura 26. Teste de viabilidade celular com (MTT) após 24 horas de exposição à diferentes 

concentrações de (A) STZ e (B) BFT em células hipotalâmicas da linhagem CLU183. Os 
resultados foram submetidos à ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Fischer. 
[*]=p<0.05; [**]=p<0.01; [****]=p<0.0001. 

 

De acordo com os resultados, optamos por utilizar as doses de 50µM de 

BFT e 5mM de STZ. Estas doses também estão de acordo com prévios estudos 

do nosso laboratório com STZ(CRUNFLI et al., 2018). Como a benfotiamina não 

parece ser tóxica em baixa dosagem, decidimos por utilizar a dose de 50µM 

baseando-nos na literatura.  

 

5.2.4 Influencia do receptor de insulina na toxicidade da estreptozotocina. 

 

Para esta análise, foram utilizadas células CLU183 com ausência do 

receptor de insulina (IRKO) expostas por 24h a 5mM de STZ. Uma hora após o 

insulto com STZ as células foram tratadas com 50µm BFT. O insulto com STZ 

diminuiu a viabilidade celular tanto no grupo controle quanto no grupo IRKO, 

sendo a redução mais acentuada no grupo IRKO. O tratamento com BFT não foi 

capaz de reverter os efeitos deletérios do insulto com STZ na viabilidade celular 

(Figura 27). 
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Figura 27. Teste de viabilidade celular com (MTT) após 24 horas de exposição à STZ e/ou BFT 

em células nocaute para receptor de insulina (IRKO). Os resultados foram submetidos à ANOVA 
de duas vias seguida do teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [***] = p<0.001; [****] = 0.0001. 

 

5.2.5. A exposição à estreptozotocina perturba a captação neuronal de tiamina 
 

Para entender se a exposição ao STZ é capaz de alterar a função do transporte 

de tiamina, analisamos a expressão do transportador de membrana tiamina 1 

(Slc19a2 - THTR1) e do transportador mitocondrial de difosfato de tiamina 

(Slc25a19 - mtTPPTR). Após 24 horas de exposição ao STZ, ocorre uma 

redução na expressão gênica do THTR1 (Figura 28A). Essa redução não é 

alterada quando o meio é suplementado com tiamina ou benfotiamina. No 

entanto, a STZ não leva a alterações na expressão gênica do transportador de 

mitocôndrias TDP (Figura 28B). 
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Figura 28. Expressão gênica, mostrada como ΔΔct2, do transportador de tiamina THTR-1 

(SLC19A2) e do transportador mitocondrial de difosfato (pirofosfato) de tiamina mTPPTr 
(SLC25A19) no hipotálamo após exposição à estreptozotocina (STZ) e tratamento com 
benfotiamina (STZB) ou tiamina (STZT). Os resultados foram submetidos a uma anova de uma 
via com o teste post hoc de Fischer. [**] = p<0.01; [***] = p<0,001; [****] = p<0,0001; N = 4;n = 3. 

 

Para investigar a relação da expressão diminuída do transportador THTR-1 com 

alterações nas concentrações de tiamina, realizamos uma avaliação das 

concentrações de tiamina livre, monofosfato de tiamina e difosfato de tiamina 

após 24 horas de exposição das células CLU183 à STZ e/ou BFT. O resultado 

mostra que a STZ não altera as concentrações de tiamina e seus ésteres de 

fosfato. Como esperado, a BFT aumentou as concentrações de tiamina livre e 

monofosfato de tiamina, mas não há alteração nos níveis de difosfato de tiamina. 

Curiosamente, como visto nos animais, há um aumento nos níveis de tiamina no 

grupo STZB em comparação com o CTLB (Figura 29).  
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Figura 29. Concentrações de tiamina livre, monofosfato de tiamina (TMP) e difosfato de tiamina 

(TDP) após 24 horas de exposição à estreptozotocina e / ou benfotiamina na linha celular 
hipotalâmica CLU183. Os resultados foram submetidos a uma anova de duas vias com o teste 
post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [****] = p<0.0001; N = 6. 

 

Para avaliar os efeitos da STZ na dinâmica da captação de tiamina, expusemos 

a linha celular CLU183 à STZ por 24h em um meio deficiente em tiamina. Depois 

disso, suplementamos o meio com tiamina e observamos uma diminuição nas 

concentrações de tiamina às 1h e 2h. Essa diminuição é normalizada após 4h. 

Por outro lado, a STZ leva a um aumento de curto prazo nas quantidades de 

TMP, evidenciadas pelas concentrações de 1 hora no grupo STZ. As 

concentrações de TDP não são diferentes, mas é claro que a exposição STZ 

mudou a dinâmica da síntese de TDP (Figura 30). 
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Figura 30. Captação de tiamina, monofosfato de tiamina (TMP) e difosfato de tiamina (TDP) 

após 24 horas de exposição à STZ em um meio de cultura deficiente em tiamina. Os gráficos 
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mostram (A) as curvas de 1, 2 e 4 horas de suplementação de tiamina e (B) a área sob as curvas 
de cada composto de tiamina. As curvas foram submetidas a uma anova de duas vias com o 
post hoc de Fischer. Os resultados da área sob curva foram submetidos ao teste-t não pareado. 
[*] = p<0.05; [**] = p<0.01. N = 6. 

 

5.2.6. A benfotiamina, mas não a tiamina, aumenta a sensibilidade à insulina 

nos neurônios hipotalâmicos 

 

Para investigar a capacidade da BFT e da TH de alterar a sensibilidade à 

insulina, fizemos um experimento de estimulação à insulina após a exposição a 

ambos os medicamentos em um meio deficiente em tiamina. Os resultados 

mostraram que a benfotiamina, mas não a tiamina, aumenta a sensibilidade à 

insulina. Após a estimulação com 200 nM de insulina, há um aumento na 

fosforilação de IRS1 e AKT apenas no grupo estimulado por BFT (Figura 31A). 

Embora a tiamina não leve a um aumento na sensibilidade à insulina, os 

resultados do oxyblot mostram que reverte a carbonilação da proteína 

relacionada à deficiência de tiamina, provando que o composto teve um efeito 

no experimento e que o aumento na sensibilidade à insulina é um adicional efeito 

presente apenas na BFT (Figura 31B). 
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Figura 31. (A) Estimulação da insulina das células CLU183 após 21 h de exposição à tiamina e 

benfotiamina em um meio deficiente em tiamina. (B) Proteínas carboniladas detectadas por 
Oxyblot após 21 h de exposição à tiamina e benfotiamina em meios deficientes em tiamina. Os 
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resultados foram submetidos a uma anova de uma via com o teste post hoc de Fischer. [*] = 
p<0.05; [**] = p<0.01; [***] = p<0.001. N=5; n=3 em A e N=4; n=3 em B. 

 

A seguir, com o objetivo de analisar se a STZ é capaz de perturbar a 

sensibilidade à insulina e se a BFT pode reverter essa provável perturbação, 

estimulamos as células com insulina, como no experimento anterior, após a 

exposição à STZ e/ou BFT. Curiosamente, o STZ não leva à diminuição da 

sensibilidade à insulina, mas a BFT aumentou a fosforilação de AKT apenas em 

na presença de STZ (Figura 32). 

 

Figura 32 Estimulação da insulina das células CLU183 após exposição a STZ e/ou BFT. Após 

a estimulação, foi avaliada a fosforilação de IRS-1 em tirosina 612 e AKT em serina 473 por 
immunoblotting. Os resultados foram submetidos a uma anova de duas vias com o teste post 
hoc de Fischer. [**] = p<0.01; [***] = p<0.001; [****] = p<0.0001. N = 4; n = 3. 

 

5.2.7. Exposição à estreptozotocina leva a uma disfunção da resposta ao 

estresse do retículo endoplasmático 
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Como a STZ não leva à resistência à insulina no experimento anterior, embora 

a BFT tenha aumentado a sensibilidade à insulina, investigamos a resposta ao 

estresse do retículo endoplasmático (RE) após a exposição à STZ. O aumento 

da expressão gênica da proteína de imunoglobulina de ligação (BIP) e o splicing 

da proteína 1 de ligação à X-box (XBP1) mostram uma resposta típica ao 

estresse do RE. Embora, uma diminuição inesperada dos níveis da proteína fator 

de transcrição de ativação 4 (ATF4) leve a uma diminuição da proteína homóloga 

C/EBP (CHOP) e do mRNA equivalente (Figura 33).  
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Figura 33. Expressão de (A) proteína e (B) mRNA de proteínas relacionadas à resposta ao 

estresse do retículo endoplasmático. Os resultados foram submetidos a uma anova de uma via 
com o teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = p<0.01; [****] = p<0.0001; N = 4; n = 3. 

 

5.2.8. A Benfotiamina reverte a diminuição da proteína mitocondrial de choque 

térmico HSP60 induzida por STZ 

 

Para verificar a influência da estreptozotocina na resposta ao estresse 

mitocondrial (MSR), avaliamos o mRNA (Figura 34A) e o conteúdo proteico 

(Figura 34B) das proteínas de choque térmico (HSP, do inglês heat shock 

protein) HSP60 e HSP10, reguladoras do dobramento de proteínas 

mitocondriais. Após 24 horas de estimulação com STZ, houve uma diminuição 
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da expressão gênica e do conteúdo proteico de ambas as proteínas. 

Curiosamente, a BFT foi capaz de suprimir a diminuição de HSP60 em nível 

proteico, mas não de expressão gênica 
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Figura 34. (A) mRNA e (B) conteúdo proteico das proteínas de choque térmico mitocondrial 

HSP60 e HSP10 após 24 horas de exposição à estreptozotocina, em combinação (STZ + B) ou 
não (STZ), com Benfotiamina. Os resultados foram submetidos a uma anova de uma via com o 
teste post hoc de Fischer. [**] = p<0.01; [***] = p<0.001; [****] = p<0.0001. N = 4; n = 3. 
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5.2.9. A benfotiamina reverte a disfunção mitocondrial induzida pela 

estreptozotocina. 

 

Para verificar a resposta geral da respiração celular das mitocôndrias à 

exposição à STZ e BFT, realizamos um teste de protocolo de mitostress para 

avaliar parâmetros do metabolismo energético das mitocôndrias (Figura 35). O 

teste foi realizado após 24 horas de estimulação em duas condições: com e sem 

tiamina no meio de cultura. Nas células no meio com tiamina, após a exposição 

ao STZ, ocorreu uma diminuição na respiração basal. Essa diminuição é 

revertida nas células STZB. Curiosamente, na ausência de tiamina, não há 

diminuição da respiração com STZ, mas a respiração já é baixa no grupo 

controle. A respiração basal aumentada relacionada à benfotiamina ocorre no 

grupo CTLB, mas não no grupo STZB. A respiração máxima, independente da 

atividade da ATP sintase, não é modificada pela STZ, mas aumenta em todos 

os grupos tratados com BFT. A produção de ATP apresenta uma melhora 

relacionada à BFT apenas na presença de tiamina.  
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Figura 35. Respiração mitocôndria de células CLU 183 após exposição à estreptozotocina (STZ) 

e / ou benfotiamina (BFT) em um meio de cultura com ou sem tiamina. Os parâmetros medidos 
são (A) Respiração Basal, (B) Respiração Máxima e (C) produção de ATP. Os resultados foram 
submetidos a uma ANOVA de duas vias com o teste post hoc de Fischer. [*] = p<0.05; [**] = 
p<0.01; [***] = p<0.001. 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1. Efeito da Benfotiamina em aspectos funcionais e moleculares da 
memória e progressão da Doença de Alzheimer 
 

A partir dos dados coletados até o momento, podemos afirmar que a 

suplementação de BFT foi capaz de reverter o déficit cognitivo no modelo STZ-

icv de DA esporádica. Essa melhora parece ser resultado tanto de alterações na 

via de sinalização de insulina, quanto de um aumento no metabolismo energético 

provocado pelas alterações fisiológicas resultantes da suplementação, como 

maior quantidade de TDP e de transportadores de tiamina.   

Tem-se discutido nos últimos anos o papel da tiamina no sistema nervoso. 

Estudos têm relatado que este nutriente é essencial não só para funções 

energéticas, mas para funções não co-enzimáticas que vão desde a modulação 

de sinalizações celulares a manutenção do crescimento e arborização dendrítica 

dos neurônios (LIU et al., 2017; MKRTCHYAN et al., 2015). Estudos anteriores 

apesar de demonstrarem alterações positivas relacionadas à suplementação 

com BFT foram pouco efetivos em elucidar os mecanismos relacionados. Apesar 

de as funções ‘canônicas’ da BFT serem relacionadas ao metabolismo 

energético, como cofator de enzimas importantes do ciclo do ácido cítrico, pouco 

tem se estudado sobre o efeito deste nutriente nestas funções específicas. 

Estudos recentes têm relatado melhoras cognitivas relacionadas à 

suplementação com BFT, relacionando-as com efeitos não co-enzimáticos da 

molécula, que hipoteticamente teria efeitos diversos não ligados com sua função 

amplamente descrita na literatura. 

Já é de amplo entendimento também que a deficiência de tiamina causa 

demência e alterações fisiopatológicas semelhantes à DA, e que há uma 

mudança tanto nas concentrações de tiamina sanguínea de pacientes com DA, 

quanto na atividade de enzimas que usam esse nutriente como cofator no 

cérebro de pacientes com DA (BUTTERWORTH; BESNARD, 1990; GIBSON et 

al., 2013; GIBSON et al., 1988; HÉROUX et al., 1996). Ultimamente tem 

aumentado o foco no metabolismo da tiamina no tratamento da DA em vistas de 

reverter estas alterações. No entanto, o tratamento com cloreto de tiamina não 

leva a efeitos positivos nos sintomas da DA (BLASS et al., 1988; NOLAN et al., 
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1991). Como a tiamina é uma vitamina solúvel em água e depende do transporte 

através da membrana para entrar na célula, foi proposto o uso de um composto 

análogo lipossolúvel como tratamento (GIBSON et al., 2016). 

Deste modo, recentemente sugeriu-se o uso de análogos sintéticos de 

tiamina como suplementação com o objetivo de suprir as deficiências descritas 

acima (GIBSON et al., 2013; GIBSON et al., 2016). Dentre eles, o análogo mais 

promissor é a BFT, um composto com maior biodisponibilidade conferindo 

maiores concentrações de tiamina em diferentes tecidos. Porém, os dados sobre 

a capacidade da suplementação de BFT em aumentar os níveis de tiamina, e 

seus ésteres fosfatados, no cérebro permanecem conflitantes. NETZEL et al. 

(2000) encontraram, em animais saudáveis, uma quantidade 90% maior de TDP 

(a forma metabolicamente ativa da tiamina) cerebral após suplementação por 6 

meses. HILBIG e RAHMANN (1998) após suplementação aguda de tiamina e 

BFT marcada com isótopo radioativo, observaram uma incorporação até 25 

vezes maior da BFT no cérebro, comparado com a tiamina. 

Já em estudos mais recentes, que relacionaram a BFT como possível 

estratégia terapêutica, o tratamento com benfotiamina em pacientes com DA, 

bem como em modelos animais de DA, leva a algumas melhorias nos testes de 

memória e na progressão da doença (PAN et al., 2016; PAN et al., 2010; TAPIAS 

et al., 2018). Porém este composto parece não ter sido capaz de aumentar as 

concentrações cerebrais de tiamina após suplementação. PAN et al. (2010) 

apesar de terem relatado melhora em um modelo transgênico de Alzheimer, não 

conseguiram demonstrar alterações nas concentrações intracelulares de TDP 

após a suplementação, concluindo que as alterações observadas poderiam ser 

de efeitos da interação da tiamina livre na via de sinalização de insulina cérebro, 

e possíveis efeitos sistêmicos da suplementação de BFT. Vale ressaltar que os 

autores não avaliaram as concentrações de tiamina nos animais transgênicos, 

se atendo a observar esta variável apenas em animais wild type, e com um 

tempo de suplementação menor que o utilizado no estudo com os animais 

transgênicos. VIGNISSE et al. (2017), em um modelo de estresse predatório, 

também observaram mudanças na via de sinalização de insulina, com menor 

expressão gênica da proteína GSK-3β (mas não na fosforilação), mesmo sem 

notar alterações nas concentrações de tiamina cerebrais.  
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No nosso estudo, além de quantificar as concentrações de tiamina, 

avaliamos a densidade de transportadores de tiamina THTR-1 no hipocampo e 

no córtex entorrinal, além da atividade hipocampal da enzima PDH, que tem a 

tiamina como cofator limitante de sua atividade. Observamos que a 

suplementação de BFT foi capaz de alterar as concentrações de TDP nos 

animais suplementados. Observamos também que, como um provável efeito 

subsequente da suplementação, houve um aumento na densidade de 

transportadores de tiamina e melhora na atividade da enzima PDH nos animais 

suplementados, evidenciando que além de aumentar as concentrações de TDP 

cerebrais, a suplementação melhorou a atividade metabólica, e os resultados 

parecem ser relacionados às funções coenzimáticas da tiamina. 

É bem estabelecido na literatura o uso do modelo experimental de injeção 

intracerebroventricular de STZ para obtenção de déficits cognitivos com 

características semelhantes ao encontrado na DA esporádica. Já foi 

demonstrado pelo nosso grupo que a injeção intracerebroventricular de 3mg/kg 

de STZ promove déficit cognitivo já a partir de três horas após a cirurgia, 

perdurando até um mês após a indução (SANTOS et al., 2012). Nossos 

resultados confirmaram que mesmo com uma dose menor (2mg/kg) o déficit 

cognitivo, observado pelo menor índice de reconhecimento de objetos é notado 

após um mês de injeção da droga. Esses resultados foram acompanhados por 

um maior comportamento exploratório no teste de campo aberto, que além de 

demonstrar que os animais submetidos à injeção de STZ não apresentam 

prejuízos motores, também sugere um efeito ansiogênico  produzido pela  STZ, 

já relatado na literatura (PINTON et al., 2011). Uma análise mais detalhada, no 

entanto, seria necessária para confirmar essa manifestação comportamental, 

com o uso de outros testes comportamentais como o labirinto em cruz elevado. 

Após tratamento com BFT, foi percebido que o déficit cognitivo causado 

pela STZ foi revertido observando a capacidade de memorização tanto no teste 

de reconhecimento de objeto em curta duração (1h) quanto em longa duração 

(24h). As alterações no comportamento exploratório dos animais no teste de 

campo aberto também foram revertidas com a suplementação. Esta melhora no 

déficit cognitivo encontrado em nosso modelo, também foi relatada em modelos 

genéticos de DA assim como modelos de depressão e estresse predatório 
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(MARKOVA et al., 2017; PAN et al., 2010; VIGNISSE et al., 2017), evidenciando 

os efeitos positivos da BFT no comportamento.  

Outro achado em nosso estudo que reforça a ideia de que a BFT tem efeitos 

importantes sobre a cognição foi a maior densidade da subunidade GluN2B dos 

receptores de glutamato do tipo NMDA no córtex entorrinal e no hipocampo dos 

animais STZB. É bem relatado na literatura que na DA ocorre uma diminuição 

na densidade dos receptores NMDA, principalmente nas regiões do hipocampo 

e do córtex entorrinal, intimamente ligada à progressão da doença (KRAVITZ; 

GAISLER-SALOMON; BIEGON, 2013).  

A subunidade GluN2B é a mais funcional das subunidades regulatórias, por 

permitir um fechamento mais lento do canal e assim, maior influxo de cálcio, 

sendo essencial para o fenômeno da potenciação de longo prazo (LTP, do inglês 

long-term potentiation), e consequente maior plasticidade sináptica (BARRIA; 

MALINOW, 2005). No hipocampo isto representa um passo importante no 

processo de formação de memória (CLAYTON et al., 2002). Deste modo, o efeito 

da BFT na densidade de GluN2B é um dos fatores que podem explicar a 

capacidade de reconhecimento de objeto dos animais STZB encontrada nos 

testes. 

O déficit cognitivo encontrado no modelo de STZ-ICV se deve além de uma 

neuroinflamação aguda provocada pelo estresse oxidativo da droga nos 

primeiros dias, uma disfunção na via de sinalização de insulina (GRÜNBLATT et 

al., 2007; KRASKA et al., 2012). Assim, avaliamos o efeito da suplementação de 

BFT na expressão de proteínas da via de sinalização de insulina. Os resultados 

demonstram que a injeção de STZ na dose de 2mg/kg provocou uma aparente 

disfunção nesta via, evidenciada pela menor fosforilação do receptor de insulina 

no hipocampo. Além deste resultado, foi percebida uma maior fosforilação de 

ERK1/2 no hipocampo e no córtex entorrinal após injeção de STZ. Este efeito 

pode ser resultado de um maior estresse oxidativo, já relatado neste modelo, 

que pode ativar sinalização de ERK para apoptose (CHEUNG; SLACK, 2004; 

SHARMA; GUPTA, 2001) e, no contexto da AD, também é capaz de fosforilar a 

proteína tau e promover a criação de emaranhados neurofibrilares (GUO et al., 

2017). 

O tratamento com BFT foi capaz de reverter as alterações provocadas pela 

STZ no receptor de insulina. Além disso, também diminuiu a fosforilação de ERK 
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1/2 no hipocampo e normalizou a fosforilação dessa proteína no córtex entorrinal, 

evidenciando a capacidade da BFT de modular proteínas da via de sinalização 

de insulina neste modelo. Outra proteína da via de sinalização de insulina 

modulada pela suplementação de BFT, a proteína GSK3α/β, fosforilada em 

serina 21/9 tem sua função desativada. Juntas, a desativação destas duas 

proteínas promove um fator neuroprotetor importante na DA, visto que as 

mesmas são importantes quinases da proteína tau, promovendo 

hiperfosforilação da mesma e criação de emaranhados neurofibrilares (GUO et 

al., 2017; HERNÁNDEZ et al., 2010; HERNANDEZ; LUCAS; AVILA, 2013).  

 O tratamento com BFT também foi capaz de reverter a inflamação 

proveniente da injeção de STZ. É bem descrito na literatura o efeito inflamatório 

da injeção de STZ, aumentando a concentrações de citocinas inflamatórias como 

TNF- α e IL-1β (RAI et al., 2013; 2014). Nós utilizamos como um indicativo da 

inflamação, a expressão de GFAP, que se mostrou aumentada no hipocampo e 

córtex entorrinal dos animais STZ e em níveis semelhantes aos do grupo controle 

após tratamento com BFT.  

  

6.2. Efeito da benfotiamina em alterações metabólicas e hipotalâmicas 

resultantes da injeção de STZ intracerebroventricular 

 

Tem crescido nos últimos anos a utilização do modelo experimental de 

injeção intraventricular de STZ afim de provocar alterações no metabolismo de 

insulina cerebral sem gerar alterações na sinalização de insulina periférica 

(LABAK et al., 2010; LESTER-COLL et al., 2006). Porém, foi observado no nosso 

estudo que apesar da manutenção do metabolismo de insulina periférico, os 

animais tratados com STZ passam por uma modificação do peso corporal e do 

consumo alimentar, que parecem ser resultados de alterações na fisiologia 

hipotalâmica. Ainda, a suplementação com BFT parece reverter pelo menos 

alguns desses parâmetros avaliados neste estudo. 

É sabido que idosos com AD também tem, além de déficit cognitivo, 

alterações metabólicas importantes que podem influenciar na qualidade de vida 

durante a senescência, como distúrbios do sono, perda de peso e alterações 

neuroendócrinas. Essas alterações podem ser manifestadas antes de um 
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comprometimento cognitivo e até ser usadas como preditores para a doença 

(JOHNSON; WILKINS; MORRIS, 2006; MUSIEK; XIONG; HOLTZMAN, 2015; 

WHITE et al., 1996).  

É bem difundido na literatura o papel do hipotálamo no controle do 

metabolismo energético (ROH; SONG; KIM, 2016). Alterações hipotalâmicas na 

via de sinalização de insulina podem levar a um desbalanço na proporção de 

proteínas de vias orexigênicas e anorexigênicas e alterar a regulação da 

homeostase energética corporal, podendo afetar parâmetros como o apetite a 

eficiência energética e a termogênese (GROSSBERG; SCARLETT; MARKS, 

2010; TIMPER; BRUNING, 2017). Nesse sentido, o segundo experimento teve 

o objetivo de avaliar o efeito da STZ em parâmetros relacionados ao 

metabolismo, como o consumo alimentar, peso corporal e da gordura visceral, e 

alguns parâmetros hipotalâmicos relacionados ao controle destas variáveis 

metabólicas.  

Além de possíveis modificações diretas da STZ na via de sinalização de 

insulina, é possível que em nosso modelo haja uma menor disponibilidade 

intracelular de tiamina, pois a manutenção da mesma exige transporte vesicular 

dependente de microtúbulos na célula. Já é bem descrito na literatura que 

deficiência de tiamina pode resultar em hiperfosforilação de tau e acúmulo de β-

amilóide. Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa já demonstraram um 

acúmulo do peptídeo β-amilóide no hipotálamo de ratos submetidos à icv-STZ 

(SANTOS et al., 2012).  

Os resultados gerais deste experimento mostram um efeito negativo da 

STZ no consumo alimentar, composição corporal e função hipotalâmica. A 

exposição à STZ interrompe a resposta das células hipotalâmicas ao estresse, 

desencadeando uma deficiência na resposta mitocondrial ao estresse, apoptose 

e diminuição na produção de energia nas mitocôndrias. Por outro lado, o 

tratamento com benfotiamina mostra um efeito protetor contra o estresse celular 

ligado à STZ, aumentando a sensibilidade à insulina e melhorando a função das 

mitocôndrias. 

Até o momento, não há achados detalhados relatados na literatura sobre 

os efeitos da injeção central de STZ no hipotálamo e no metabolismo sistêmico. 

Em nosso estudo, descobrimos que o STZ-ICV leva à hiperfosforilação 

hipotalâmica de ERK 1/2. A fosforilação de ERK 1/2 no núcleo arqueado é um 
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mediador da estimulação vagal para diminuir o peso corporal, estimular a 

anorexia e ativar a termogênese (RAHMOUNI et al., 2009). Diferentemente do 

que é relatado sobre outras estruturas, o STZ-ICV leva à inibição da proteína 

GSK3 hipotalâmica. É interessante ressaltar que a literatura mostra que a  

superexpressão específica de neurônio da GSK3β no hipotálamo mediobasal 

exacerba a hiperfagia, a obesidade e o comprometimento da tolerância à glicose 

induzida por uma dieta rica em gordura, enquanto exercia pouco efeito nos 

controles alimentados com ração padrão (BENZLER et al., 2012). Então, a 

inibição da GSK3 também pode ser um fator que leva à diminuição do peso 

corporal. Juntos, esses dois resultados ajudam a explicar a perda de peso e a 

lipodistrofia neste modelo experimental de DA. A STZ-ICV também levou à 

inflamação hipotalâmica e maior sinalização de apoptose, características que se 

relacionam à lipodistrofia e perda de peso. 

Serendipidamente, mostramos pela primeira vez que a injeção central de 

STZ leva à diminuição das concentrações séricas de duas vitaminas do 

complexo B: ácido fólico e cobalamina. Níveis reduzidos dessas vitaminas levam 

ao aumento dos níveis de homocisteína, um efeito bem descrito em pacientes 

com DA (MATTSON, M. P.; SHEA, T. B., 2003; QUADRI et al., 2004). Níveis 

elevados de homocisteína estão relacionados à disfunção sináptica e morte 

celular por estresse do retículo endoplasmático, aumento do influxo de cálcio e 

apoptose (MATTSON, MARK P; SHEA, THOMAS B, 2003).  

O efeito da STZ no estresse celular não está apenas relacionado à 

diminuição do ácido fólico e da cobalamina. Estudando a exposição de células 

hipotalâmicas à STZ, estamos mostrando um forte efeito da STZ no estresse do 

ER, com aumento da expressão gênica de BIP e splicing de XBP1. 

Curiosamente, a resposta ao estresse do ER foi afetada pela STZ, diminuindo 

os níveis de proteína ATF4 e evitando sua sinalização a jusante de apoptose 

pelo CHOP. No entanto, além da bem conhecida proteína de resposta ao 

estresse do ER, vários estudos mostram recentemente um papel central do ATF4 

na regulação da atividade neuronal, plasticidade sináptica e memória por sua 

influência no tráfico do neurotransmissor ácido gama-aminobutírico (GABA) 

(CORONA et al., 2018). O GABA também participa do desenvolvimento neuronal 

e da plasticidade, regulando o desenvolvimento de sinapses e espinhos 

dendríticas (LIU, J. et al., 2014). No hipotálamo, a liberação sináptica de GABA 
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é necessária para o controle da homeostase energética (TONG et al., 2008). Já 

foi demonstrado que a exclusão de ATF4 em neurônios AgRP promove 

lipodistrofia principalmente por um aumento do gasto energético (DENG et al., 

2017). 

Diferente da tiamina, o tratamento com benfotiamina em pacientes com DA, 

bem como em modelos animais de DA, leva a algumas melhorias nos testes de 

memória e na progressão da doença (PAN et al., 2016; PAN et al., 2010; TAPIAS 

et al., 2018). Neste estudo, estamos mostrando que a benfotiamina melhora não 

apenas sintomas cognitivos, mas também melhora os sintomas não-cognitivos 

no modelo de DA por STZ-ICV. A perda de peso característica da doença de 

Alzheimer e, neste modelo experimental, pode ser um efeito anorexígeno já 

conhecido da deficiência de tiamina (LIU, M. et al., 2014), mas não pudemos 

observar alterações nas concentrações de tiamina com a exposição à STZ. Em 

células, pudemos ver uma mudança na dinâmica de absorção de tiamina, além 

de mudanças na expressão gênica do transportador de tiamina. Porém, estas 

mudanças não foram suficientes para gerar um fenótipo de deficiência de tiamina 

a curto prazo; nós acreditamos que em um modelo de longo prazo, este fenótipo 

pode se desenvolver. 

Curiosamente, estas alterações parecem não estar diretamente 

relacionados com a deficiência de tiamina, nem sua melhora com alterações na 

via canônica do metabolismo de tiamina. A exposição à STZ não diminui – e a 

suplementação com benfotiamina não aumenta – as concentrações de TDP in 

vitro. Ainda não está claro se a benfotiamina é capaz de alterar as concentrações 

de TDP nos cérebros in vivo (HILBIG; RAHMANN, 1998; MARKOVA et al., 2017; 

PAN et al., 2010; VOLVERT et al., 2008). Em vez disso, estamos mostrando que 

a benfotiamina tem reações diferentes nos neurônios em comparação com a 

tiamina, o que não é totalmente compreendido ainda. Essa reação levou ao 

aumento da sensibilidade à insulina nas células hipotalâmicas, resultando em 

neuroproteção e melhora do perfil metabólico in vivo. A benfotiamina também 

protegeu parcialmente as células da diminuição das chaperonas HSP10 e 

HSP60 induzida por STZ. O resultado geral destas alterações é uma 

recuperação do metabolismo celular, observada pela melhora da respiração 

mitocondrial ligada à atividade da cadeia de transporte de elétrons. Apesar de 

não resultar em alterações na quantidade de tiamina intracelular, os efeitos do 
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STZ na respiração mitocondrial são de magnitude semelhante aos da deficiência 

de tiamina, e foram revertidos após a suplementação de BFT, que agiu na 

respiração desacoplada de ATP sintase de forma independente da presença de 

tiamina.  

Neste experimento, mostramos que o STZ-ICV é um bom modelo não 

apenas para gerar alterações cognitivas, mas também não cognitivas, que 

mimetizam fenótipos patológicos relacionados à DA, como perda de peso e 

anorexia. A suplementação com benfotiamina melhora parcialmente o 

metabolismo hipotalâmico e, consequentemente, as alterações sistêmicas 

negativas, tendo potencial como fármaco no tratamento de sintomas não 

cognitivos associados à DA. Um novo achado importante foi a capacidade da 

benfotiamina – mas não da tiamina – de aumentar a sensibilidade à insulina 

independentemente dos níveis de TDP, aumentando o potencial terapêutico 

desse composto.  



89 

 

 

 

7. CONCLUSÃO 

 

Nosso estudo mostra que o tratamento com BFT é capaz de melhorar o 

déficit cognitivo em um modelo experimental de doença de Alzheimer 

esporádica. A suplementação resulta em uma melhora na sinalização de insulina 

não só em áreas relacionadas à cognição, mas também do controle metabólico, 

também afetados na DA, evitando apoptose no hipotálamo. Esta melhora 

relacionada à tiamina parece acontecer apenas em situações em que a célula 

está em estresse. Assim, as alterações relacionadas à tiamina podem ser um 

alvo importante no tratamento da DA, sendo o uso da BFT uma estratégia 

importante e segura de modular estas alterações. Mais estudos devem ser 

conduzidos afim de entender os mecanismos que relacionam as alterações nas 

concentrações de tiamina com a memória, e como suas alterações afetam a 

progressão da DA. 
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Apêndice A. Links em QRcode para visualização de vídeos demonstrativos dos testes de 

reconhecimento de objeto novo. 
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ANEXOS 

 
 

Anexo A. Certificado de aprovação em avaliação de conhecimento teórico da Federation 

of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA).   
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Anexo B. Certificado de participação no curso prático de experimentação animal com 

foco em rato e camundongo da Federation of European Laboratory Animal Science 

Associations (FELASA).  
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Anexo C. Aprovação de bolsa para período sanduíche de um ano no German Institute 

of Human Nutrition (DIFE). 

 

 

 

 

 

 

 

 


