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RESUMO

ANDRADE, José Antenor Araujo de. Efeito da deficiéncia de tiamina sobre a
inflamacéo, estresse oxidante e migracao celular em modelo experimental de sepse.
2012. 66 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2012.

A sepse é uma condicdo de elevada letalidade muito frequente em pacientes
graves e pode estar associada a deficiéncia de vitamina B1 ou tiamina. Sendo a
tiamina fundamental para producdo de energia, restauracdo do poder redutor e
sintese de ribose e desoxirribose celulares, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da deficiéncia de tiamina sobre a resposta inflamatéria, através da medida de
interleucinas, o estresse oxidante, pela determinacéo do 4-hidroxi 2-nonenal (4-HNE)
um produto de peroxidacdo de lipideos de membrana e a migracdo celular em
modelo experimental de sepse. Em um primeiro experimento foi determinada a
concentracdo de pirofosfato de tiamina (PPT) no sangue de camundongos c57bl6
alimentados com ragdo completa e com racdo deficiente em tiamina, para
determinacdo do tempo necessario para a inducdo de deficiéncia dessa vitamina.
Em um segundo experimento foi utilizada a ligadura e perfuracdo cecal (CLP) como
modelo de sepse em quatro grupos: SHAM racao completa, SHAM racédo deficiente
em tiamina, CLP racdo completa, CLP racdo deficiente em tiamina. As
concentracbes de PPT no sangue foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. As dosagens séricas e no liquido peritoneal de TNF-a, IL-18, IL-6, KC
e MCP-1/CCL2 foram realizadas por ELISA. O nivel de 4-hidroxi,2-nonenal (4-HNE)
no figado foi avaliado por Western Blot. Contagem de leucdcitos no sangue e no
liquido peritoneal foi feita por microscopia éptica. Foi avaliada a concentracdo de
bactérias no liquido peritoneal. Nos animais alimentados com ragdo completa a
concentracdo média de PPT foi 303 + 42,6 nM, e a deficiéncia de tiamina foi induzida
apos 10 dias de ingestdo da racdo pobre em tiamina, quando observou-se
concentracdo de 12,5 + 2,4 nM. No lavado peritoneal dos animais submetidos a CLP
e privados de tiamina observou-se nivel significativamente maior de TNF-a e MCP-1.
A IL-1p3 foi menor no sangue do mesmo grupo. A expressao de 4-HNE foi maior nos
grupos privados de tiamina. Quanto a celularidade sanguinea, observou-se apenas
maior contagem de mononucleares no grupo submetido a CLP e privado de tiamina.
No liquido peritoneal, a contagem de leucocitos totais, mononuleares e monacitos foi
mais elevada nos grupos CLP, mas sem relagdo com o tipo de dieta. No entanto, no
liguido peritoneal o grupo CLP deficiente em tiamina revelou populagéo bacteriana
significativamente menor que o grupo alimentado com racdo completa e os grupos
sham. Concluiu-se que a deficiéncia de tiamina associou-se com aumento da morte
bacteriana na cavidade peritoneal, aumento do estresse oxidante, e mudancas na
resposta inflamatoria.

Palavras-chave: Tiamina. Sepse. Estresse oxidante. Inflamacgao. Modelo de sepse.



ABSTRACT

Sepsis is a prevalent condition in critically ill patients and may be associated
with thiamine deficiency (TD). Since thiamine is important for energy production,
redactor power recovering and ribosis and desoxirribosis synthesis, the aim of this
study was to evaluate TD effect in inflammation, oxidative stress and cell recruitment
in a sepsis model. Thiamine pyrophosphate (TPP) normal concentration was
determined in blood of c57bl6 mice fed with AIN93G chow and also in animals fed
with similar AIN93G chow without thiamine in order to determine the time required to
produce TD. Another experiment was carried out with cecal ligation and puncture
(CLP) as the sepsis model with four groups: SHAM with AIN93G complete chow,
SHAM with TD chow, CLP with AIN93G complete chow and CLP with TD chow. TPP
blood concentrations were determined by HPLC/Fluorescence. Blood and peritoneal
liquid TNF-alpha, IL-1, IL-6, KC and MCP-1/CCL2 determinations were performed by
ELISA. The expression of 4-HNE was performed by Western Blot. Blood and
peritoneal liquid leukocytes counting were performed by optical microscopy.
Peritoneal liquid bacterial concentration was determined. Blood TPP mean
concentration in AIN93G complete chow was 287.9 + 27.8 nM and TD occurred in 10
days in TD chow group and blood concentration in this group was 12.5 £ 2.4 nM.
Peritoneal liquid TNF-alpha and MCP-1 concentrations were significantly greater in
CLP with TD chow group than the other groups. Blood IL1-B was lower in the same
group. Liver 4-HNE expression was highest in TD groups. Blood mononuclear
number was greater in CLP TD chow group the others. Peritoneal liquid leukocites,
mononuclears and neutrophils numbers were detected in greater number in the same
group. However, peritoneal liquid bacterial concentration was significantly lower in
the same group. In coclusion TD was associated with greater bacterial killing in
peritoneal liquid, greater oxidative stress and change in inflammatory response.

Keywords: Thiamine. Sepsis. Oxidative stress. Inflammation. Sepsis model.
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INTRODUCAO

A infeccéo faz parte da vida desde os primordios. Pode ser encarada como
uma interacdo mal sucedida entre um hospedeiro agredido e um agente que o
exaure. Apesar de crescente conhecimento sobre o tema, ainda observamos grande
letalidade associada a formas graves de infecgéo.

A resposta do hospedeiro frente a injaria, originalmente com objetivo de
remocao do agente lesivo e tentativa de reparo, se mal modulada pode ser tdo ou
mais danosa que a simples presenca do agente. A intensidade da resposta organica
e sua repercussao determinam critérios clinicos cunhados para a identificacdo da
dita sindrome da resposta inflamatéria sistémica (1), que associada a infeccéo
compde o quadro de sepse (2,3).

Estudos epidemiologicos no mundo (4,5,6) e no Brasil (7,8) apontam para
uma mesma direcdo a respeito da sepse: uma condicdo prevalente, de elevada
mortalidade, associada com a emergéncia de germes multirresistentes (9,10) e de
elevado custo social e financeiro (11). No mundo, bem como no Brasil a
padronizacao e real execucao de medidas de enfrentamento da sepse baseadas em
evidencias sdo uma importante linha de agao (12).

Do ponto de vista da repercussdo clinica, se sabe que a deficiéncia de
nutrientes, quer por ingesta insuficiente ou perda determina pior progndstico em
varias doencas. Em relacdo a tiamina, uma vitamina hidrossoluvel e sua deficiéncia
esta relacionada a alteracdes neuroldgicas e cardiacas (13). O pirofosfato de tiamina
(forma biologicamente ativa dessa vitamina) € um importante cofator enzimatico
mitocondrial (14) com papel fundamental no equilibrio energético. No paciente grave
e no ambiente de terapia intensiva varios sdo os fatores que contribuem para um
estado nutricional deficiente em tiamina, principalmente: nutricdo inadequada,
reposicao insuficiente, utilizacdo de diuréticos, uso de medidas substitutivas renais
como a hemodidlise o que ajuda a explicar os dados de literatura que mostram a
frequéncia da deficiéncia de tiamina (15). A deficiéncia de tiamina além de
alteracbes cardiacas do tipo insuficiéncia cardiaca (beri-beri) e neurolégicas
(encefalopatia de Wernicke) (13) esta associada a alteracdo neurolégica funcional,
associada a doencas degenerativas cerebrais como as doencas de Parkinson e
Alzheimer (16,17,18).
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Chegamos entéo ao cenario de interesse desse trabalho: diante de infec¢éo a
resposta da inflamacdo pode determinar desequilibrio entre mecanismos
originalmente de defesa e reparo, principalmente se levarmos em conta as
mudancas no cenario como hospitalizacdo, procedimentos mais invasivos,
antibiéticos, desatencdo aos cuidados de higiene e prevencdo de infeccdo e
mudancas nos personagens: individuos mais idosos, distarbios nutricionais mais
frequentes ou provocados por condutas nutricionais equivocadas, maior prevaléncia
de doencas cronico-degenerativas, variadas formas de imunossupressao,
emergéncia de patdgenos mais potentes tendo como grave consequéncia a sepse
(2,3,6,15).

O estudo de certas facetas da sepse, por conta de limitacbes éticas, nas
fases iniciais de terapias experimentais, na avaliagcdo do impacto de procedimentos
invasivos terapéuticos ou de monitoracéo, necessita de modelos experimentais de
sepse (19,20,21), métodos verséateis em reproduzir a sepse nas suas mais variadas
formas e niveis de gravidade, mas que ndo estéo livres de critica tanto do ponto de
vista metodoldgico (22,23), quanto em consideracdes técnicas e éticas ho manuseio
dos animais de estudo (24) mas que representam importante ferramenta de estudo
para sepse.

Este estudo avalia a possivel acdo da deficiéncia de tiamina sobre a sepse a
luz de marcadores bioquimicos de inflamacéo (interleucinas), do equilibrio do
sistema de oxi-reducdo organico na forma da presenca de um marcador de
peroxidacdo de lipideos de membrana e do perfil de migracéo celular de leucdcitos,
com a hipétese de que a deficiéncia de tiamina nas condi¢bes experimentais de
sepse possa determinar um perfil pré-inflamatério, com uma maior expressao de
estresse oxidante e migracéo celular.

Esta dissertacdo apresentara inicialmente uma revisdo da literatura com a
apresentacao de conceitos e discussao epidemioldgica sobre a sepse, 0 papel da
tiamina, os mecanismos de inflamacdo e o equilibrio oxi-redutor, seguidos pela
apresentacdo dos objetivos do trabalho. Em materiais e métodos, serdo abordados
temas sobre o manejo dos animais teste, procedimentos cirdrgicos, determinagcdes
bioguimicas e contagens celulares e bacterianas. Por fim, os resultados seréo
discutidos e as conclusdes apresentadas tendo em vista as contribuigcdes sugeridas

e horizontes de futuros estudos.



17

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Sepse: definicdo e relevancia

A sepse corresponde hoje a forma como compreendemos a repercussao da
infeccdo no ser humano. Porém, até 1991, a falta de normatizacdo quanto a
nomenclatura, definicbes e critérios dificultava a comparacdo entre estudos e
representava obstaculo no avanco da compreensdo sobre a sepse. Tanto que em
agosto de 1991 em Northbrook, no estado americano de lllinois, foi realizada uma
conferéncia de consenso entre o American College of Chest Physicians e a Society
of Critical Care Medicine (SCCM), que através da avaliacdo de experientes membros
escolhidos, foi produzido um documento que continha a primeira normatizacao
aplicada a sepse, bem como as suas gradacbes de gravidade e condicbes
associadas (1).

O termo ‘Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica’ do inglés systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) foi cunhado para descrever a reacao
inflamatoria sistémica desencadeada pelo organismo frente a qualquer agressao
infecciosa (causada por bactérias, fungos ou virus) ou n&o-infecciosa (trauma,
isquemia, queimadura, pancreatite, etc) (1) (Figura 1). Desde entdo, a sepse é
definida como uma condi¢éo clinica resultante da resposta inflamatéria sistémica do
hospedeiro em vigéncia de infec¢éo suspeita ou confirmada (1,2,3).

Enquanto a sepse pode ser definida como uma resposta inflamatoéria
sistémica frente a um quadro infeccioso, a sepse grave ocorre quando a sepse
encontra-se associada a disfuncao de pelo menos um érgdo ou sistema (alteracao
da funcdo cardiaca, hepatica, renal, alteracdo de coagulacdo, etc). JA o termo
choque séptico identifica quadro caracterizado por sepse com hipotensdo arterial
persistente e refratdria & reposicdo hidrica adequada por via intravenosa,
necessitando do uso de drogas vasoativas (1,2,3).

O quadro de SIRS deve ser considerado quando da presenca de dois ou mais
sinais entre 0s quatro grupos descritos a seguir: i) temperatura acima de 38°C ou
abaixo de 36°C; ii) frequéncia cardiaca acima de 90 batimentos por minuto; iii)

frequéncia respiratoria acima de 20 respiracdes por minuto, ou PaCO, menor que 32
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mmHg e, iv) contagem de leucécitos no sangue acima 12.000/ mm?® ou abaixo de
4.000/mm?, ou mais de 10% de formas jovens (1).

BACTEREMIA

INFECCAO SEPSE SRIS

VIREMIA @ ;

FUNGEMIA

PARASITEMIA

Figura 1 - Relacao entre infeccéo, sepse e SIRS (sindrome da resposta inflamatoria

sistémica), e agentes causais. Modificado de ACCP, 1992 (1).

Fica claro que tais critérios foram cunhados propositalmente mais sensiveis
do que especificos, pois o objetivo era garantir que individuos com estados
patologicos que levassem a SIRS em vigéncia de infec¢cdo ndo deixassem de ser
englobados por esta classificagcdo, uma vez que a sepse foi compreendida como um
verdadeiro problema emergente de saude publica mundial, tendo em vista a sua
prevaléncia, elevadas morbidade e letalidade associadas, além de reducdo da
expectativa de vida de pacientes que sobrevivem as suas formas graves, com
elevado custo para os sistemas de saude.

De acordo com revisdo realizada por Engel e colaboradores (4) indmeros
estudos tém sido publicados sobre a epidemiologia da sepse, com utilizacdo de
diferentes abordagens metodolégicas, tais como estudos de coorte prospectivos,
estudos transversais, ou através de andlises retrospectivas de prontuarios. A
incidéncia e a letalidade da sepse, obtidas a partir destes estudos epidemiolégicos,
mostram, de forma n&o surpreendente, uma variagéo consideravel.

Estudo aleméo (4) aponta no primeiro dia de internacdo em terapia intensiva
prevaléncia de sepse de 12,4%, e de 11% para sepse severa e choque séptico, com
mortalidade geral de 48,4%. Segundo Zahorec e colaboradores (5),

aproximadamente de 10 a 25% dos pacientes criticos que necessitam de admissao
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em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) encontram-se com sepse em unidades da
Eslovaquia.

A sepse representa uma das maiores causas de morte em pacientes clinicos
graves e vitimas de politraumatismo, no contexto da terapia intensiva, com uma
incidéncia anual nos EUA de 751.000 casos (3 casos/1.000 habitantes) e evolucao
geral para 6bito em 28,6% dos casos (6).

No Brasil, a qualidade da base de dados, dos registros e prontuarios,
problemas quanto a notificacdo, entre outros, configuram um desafio a coleta de
dados de qualidade para a avaliacdo de doencas, ndo sendo diferente para a sepse,
cujos dados ainda sdo subestimados, mas ja contamos com informacdes
importantes, com destaque para dois grandes estudos do ponto de vista
epidemiolégico.

Em 2006 (7), foram publicados os resultados da observagdo de 1383
pacientes sépticos, obtidos de cinco centros de terapia intensiva, ao longo de nove
meses, sendo verificada incidéncia de 61,4 casos de sepse por 1.000 pacientes/dia,
sepse grave de 35,6/1000, e choque séptico de 30,0/1000. A letalidade geral das
UTI em 28 dias foi de 21,8%. A letalidade foi crescente para pacientes com: SIRS
(24,3%), sepse (34,7%), sepse grave (47,3%) e choque séptico (52,2%). O principal
foco infeccioso nos pacientes foi o pulmonar (65,6%), seguido de foco indeterminado
(21,4%), foco urinario (5,6%), abdominal (4,9%) e infeccdo de corrente sanguinea
(2,5%).

Um novo estudo (8) com 3.128 pacientes, alocados em setenta e cinco
unidades de terapia intensiva de todo o pais, observou que 16,7% foram
identificados como tendo sepse, sepse grave e choque séptico. A mortalidade global
em 28 dias foi de 46,6%. As letalidades na sepse, sepse grave e choque séptico
foram de 16,7%, 34,4% e 65,3%, respectivamente. Os custos envolvidos sé&o
elevados no tratamento de pacientes em terapia intensiva com sepse.

Muitos fatores contribuem para o aumento da incidéncia da sepse. Entre eles
pode-se destacar o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, o
aumento do numero de procedimentos invasivos para diagndstico e monitoramento
de pacientes em estado grave, a emergéncia de microorganismos resistentes a
antibidticos, e o numero crescente de pacientes imunodeprimidos, como O0sS
portadores de neoplasias, os transplantados, os pacientes com sindrome de

imunodeficiéncia adquirida. Condigbes cronicas debilitantes, como o diabetes
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mellitus, o alcoolismo e a desnutricdo, também sdo causadoras de predisposicao as
infeccbes (3,6,7,8,9,10). A causa infecciosa da sepse pode ser originada por
agentes biolégicos como as bactérias (gram-negativas e gram-positivas), fungos e
virus. As bactérias gram-positivas e gram-negativas sdo as responsaveis pela
maioria dos casos da sepse, variando de 36% e 47%, respectivamente (7,8,9). Um
estudo brasileiro (11) aponta um custo médio de cerca de 900 ddlares por dia de
tratamento de cada paciente séptico.

A letalidade de sepse grave/choque séptico no Brasil esta entre as maiores do
mundo, razdo pela qual o Ministério da Saude brasileiro langcou, em abril de 2012, o
programa “Brasil contra a sepse”. Mais de cem hospitais de ensino brasileiros estao
participando, com aplicacdo de protocolo de tratamento que vem demonstrando, em
paises desenvolvidos, capacidade de reduzir a letalidade dessa condicdo clinica
(12).

1.2 Tiamina

A primeira mencdao cientifica a respeito de quadro clinico de beriberi pode ser
atribuida ao meédico da marinha japonesa Takaki Kanehiro (1849-1920) que
observou sua elevada incidéncia entre militares da marinha japonesa, quadro esse
atribuido a alimentacdo. Mais tarde, o médico holandés Christiaan Eijkman (1858-
1930) observa, em galinhas, paralisia de membros inferiores, e observa a
recuperacdo dos animais com acréscimo de casca de arroz a alimentacéo das aves.
Um bioquimico polonés, Casimir Funk (1884-1967) observou na casca de arroz, a
presenca de uma substancia com grupamento amino, cunhando o termo vitamina,
algo como amina vital. Junto a Eijkman, Adolphe Vorderman (1844-1902) progrediu
na observagcdo da relacdo nutricional desta doenca e por suas contribuicbes no
estudo das vitaminas recebem o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1929
(13).

A tiamina (vitamina B1) € uma vitamina hidrossoluvel que ndo se acumula no
organismo, tendo, portanto, que ser ingerida diariamente. Suas principais fontes
naturais sao: carnes vermelhas, cereais integrais e ovos. Sabe-se hoje que existem
substancias que degradam a tiamina, as chamadas tiaminases, enzimas termolabeis

presentes em mariscos e peixes de rio, podendo ser um fator importante em
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individuos com ingesta frequente destes alimentos, quando crus. Além disso, dietas
ricas em carboidratos, o consumo de alcool e cafeina, entre outros fatores como o
uso de diuréticos de alca e a hemodialise, podem provocar a deplecdo de tiamina.
Na célula, a tiamina € rapidamente convertida em pirofosfato de tiamina (PPT), que
é a forma biologicamente ativa da vitamina (Figura 2), formada pela transferéncia de
um grupo pirofosfato do ATP a tiamina (13).

O PPT age no equilibrio energético celular, através do metabolismo de
glicose, atuando como cofator na mitocondria no complexo piruvato desidrogenase,
que, pela descarboxilacdo oxidativa do piruvato oriundo da glicolise, produz o
acetato ativo e a acetil coenzima A (acetil-CoA), que € um dos componentes
principais da via metabdlica do ciclo de Krebs. Também é cofator do complexo
mitocondrial da alfa-cetoglutarato desidrogenase (a-KGDH) também componente do
ciclo de Krebs (13,14,15).
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: \Y i ;
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Figura 2 - Formula estrutural da tiamina e do pirofosfato de tiamina.

Desta forma, a deficiéncia de tiamina decorre em grave desequilibrio
energeético celular com deficiéncia na sintese de fosfatos de alta energia, acamulo de
piruvato, que sera convertido ao lactato, um fator contribuinte para a condi¢cdo de
acidose metabdlica, principalmente em vigéncia de choque e disfuncdo hepatica,
uma vez que a producdo hepatica de glicose a partir de lactato, o ciclo de Cori,
ocorre de forma inadequada nessas condic¢des clinicas.

Na via das pentoses fosfato a PPT é cofator da transcetolase, que gera

nicotinamida adenina dinucletideo fosfato reduzida (NADPH), necesséaria a
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recuperacdo de glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH), o principal
sistema de protecao celular frente a agentes oxidantes de alta reatividade, como as
espécies reativas de oxigénio (ERO). Outro aspecto relevante € a producdo de
ribose, e consequentemente de desoxirribose, nessa via, substratos fundamentais

para a sintese dos &acidos nucleicos (13,15,16,17,18) conforme visto na figura 3.
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Figura 3 - Localizacdo das enzimas dependentes de tiamina na via glicolitica, na via

das pentoses fosfato e no ciclo de Krebs. Modificado de Manzanares, 2011 (17).

1.3 Modelos experimentais de sepse

A utilizacdo de modelo experimental € uma ferramenta Gtil na tentativa da
reproducdo dos fenbmenos que ocorrem no organismo durante a sepse. Permite o
estudo fisiopatolégico de modo controlado e reprodutivel, manejando fatores de
risco, protecdo e tratamentos, uma vez que as limitacdes éticas para humanos néo

permitiriam essa abordagem.



23

Varios sdo os modelos propostos: injecdo de produtos bacterianos como
lipopolissacarideos ou mesmo patégenos viaveis em sangue, 6rgaos e cavidades,
reproduzindo meningite, pneumonia, peritonite, etc (19,20,21). O modelo de ligadura
e perfuracdo de ceco ja esta estabelecido ha mais de 30 anos (19). E especialmente
atil por apresentar além de inoculo bacteriano em cavidade previamente estéril a
evolucédo de uma leséo tecidual local (perfuracdes da alca cega formada a partir do
ceco), que se assemelha a uma peritonite provocada por inflamacao e perfuracéo de
uma viscera abdominal oca (estbmago, apéndice, diverticulos de Meckel e cdlon)
(19,21).

Porém ndo ha modelo de sepse livre de critica. Diferencas entre espécies, a
idade dos animais utilizados, a pericia do executor dos procedimentos necessarios
para a instalacdo da sepse, estdo entre os principais pontos de critica (22,23). Além
disso, consideracdes éticas também devem ser respeitadas, tanto na manutencao e
nutricdo de animais de experimentacdo, bem como na sua manipulacdo, nos
procedimentos anestésicos, cirdrgicos e de sacrificio dos animais de acordo com
avaliacdo do comité de ética em uso de animais de experimentacdo da instituicao
académica envolvida. No Brasil devem ser respeitadas as diretrizes definidas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério / Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — SBCAL/COBEA (24).

1.4 Marcadores de resposta inflamatéria

Em condi¢des de sepse, sdo observados no organismo hospedeiro, eventos
locais e sistémicos, vasorreativos, circulatérios, imunolégicos (celulares e humorais),
associados a tentativa de expulsar o patdgeno e recuperar as células e tecidos
(Figura 4) ou suas funcgdes, eventualmente danificados (25,26,27). A compreensao
das relagbes entre tais mecanismos pode explicar a extensdo do processo, bem
como, a severidade do quadro clinico expresso pelo hospedeiro. A avaliacdo de
interleucinas (IL) 24 horas apoés inducdo da sepse, proposta neste estudo, analisa
um cenario de transicdo, ja ao fim das reac¢es da via inata da imunidade, onde IL-1
e TNF-a ja foram produzidas por macréfagos, para as reagdes da via adaptativa da

imunidade, ja com producéao regulatoria de IL-10 por mondcitos.
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Diante de uma condicdo de estresse biolégico como trauma ou mesmo
associado a infeccdo, a primeira reacdo do organismo sera através da via da
imunidade inata, um conjunto de reagdes “primitivas” do ponto de vista filogenético,
nao especifica no que diz respeito ao alvo, ambientada nas primeiras horas da
interacdo hospedeiro/patdgeno, com a participacdo da inflamacgéo, de proteinas de
fase aguda e o sistema complemento. Do ponto de vista celular, temos a acao de
fagocitos como células dendriticas, macr6fagos e células natural killer (NK)
(27,28,29).

Tais células tém a capacidade de se ligar a componentes expressos em
agentes capazes de provocar infeccdo, como virus, parasitos, bactérias, etc, os
chamados padrdes moleculares associados a patdgenos ou PAMP (pathogen-
associated molecular patterns), sendo, contudo, componentes estranhos as células
do hospedeiro (30,31,32). Uma vez em contato com patdgenos, estes sao
fagocitados, digeridos e alguns componentes proprios destes agentes, séo
expressos na superficie dessas células de defesa (chamadas células
apresentadoras de antigenos, do inglés antigen-presenting cell - APC,
apresentando-os para linfécitos que irdo deflagrar a resposta da via adaptativa da
imunidade e retroalimentar a prépria resposta inata. As APC se encontram
principalmente no trato respiratorio, na pele e no aparelho digestério, principais
portas de entrada de microorganismos (25,28,29).

Quando o macroéfago entra em contato com patdgenos fica ativado e passa a
produzir TNF-a, responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular por agao nas
células endoteliais, além de estimular o préprio macrofago a produzir IL-6, que junto
a IL-1B tem papel decisivo na génese da febre, por acdo no centro hipotalamico de
controle de temperatura (25,29). Macréfagos ativados passam a expressar uma
forma indutivel de éxido nitrico sintase (iINOS) e produzir NO que participa dos
mecanismos de aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo, que sao

caracteristicas hemodinamicas da sepse (27,29).
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Figura 4 - Sumario da resposta imunoldgica inata e adaptativa. Modificada de Abbas,
2003 (27).

As células NK séo ativadas apdés contato com patdégenos, produzindo
interferon y (INF- y) um potente ativador de macréfagos. Também mecanismos
humorais estdo envolvidos como a ativacdo de componentes do sistema
complemento que recobrem esses patdgenos facilitando o reconhecimento e

fagocitose por parte de macréfagos e neutréfilos (27,28).

1.5 Estresse oxidante

Os organismos que necessitam de oxigénio para viver o consomem durante
as reacoes da respiracdo celular. Durante esse processo, elétrons sao liberados e
recebidos pelo oxigénio, que por fim é reduzido a agua. (30,31,32). Isso gera
moléculas de oxigénio carregadas com elevado potencial reativo. Esse processo é
necessario, mas, para que moléculas de oxigénio carregadas ndo permanegcam
“livres” podendo atacar e danificar estruturas biolégicas adjacentes (componentes de
membranas citoplasmaticas, DNA, etc), sdo necessarios mecanismos de retirada

dessas espécies reativas de oxigénio (ERO) (30,31,32).
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O termo radical livre refere-se a &tomo ou molécula altamente reativo, que
contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica. O né&o-
emparelhamento de elétrons da ultima camada confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas (30,33). Esses radicais livres com elétron desemparelhado
podem ocorrer nos atomos de oxigénio ou nitrogénio. A tabela 1 apresenta
compostos de alta reatividade, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Os radicais livres de oxigénio sdo formados em um cenario de reacdes de
oxido-reducdo, ou cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro,
reduzindo-se. Portanto, estes radicais ou provocam ou resultam das reagdes de
oxido-reducao (30,32).

Nos organismos, os radicais livres sdo gerados nas células durante a sua
producdo de energia, participam da eliminacdo de microorganismos fagocitados, da
regeneracao tecidual através da regulacdo da apoptose, e da sintese de substancias
biolégicas importantes, entre elas o 6xido nitrico (30). A producéo excessiva dessas
espécies pode levar a inducédo de danos aos acidos nucleicos, proteinas e lipideos, e

podem levar a morte celular (33,34).

Tabela 1 - Agentes de alta reatividade derivados de oxigénio e de nitrogénio,

produzidos por reagdes biolégicas.

Radicais livres Nao radicais

Espécies reativas de Oxigénio

Superoxido (° 0,) Peréxido de hidrogénio (H,05,)
Hidroxila (° OH) Acido hipocloroso (HCIO)
Hidroperoxila (* OOH)

Peroxila (* ROO)

Espécies reativas de Nitrogénio
Oxido nitrico (* NO) Peroxinitrito (ONOO)
Didxido de nitrogénio radical (* NO,) Acido peroxinitroso (ONOOH)

Na medida em que as ERO sao formadas, mecanismos de retirada dessas
moléculas dos tecidos, principalmente o sistema glutationa (GSH), sdo ativados com
0 proposito de controlar o processo, prevenindo que esses intermediarios do

oxigénio danifiguem estruturas, como 0s constituintes proteicos e lipidicos da
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membrana citoplasmatica e o DNA. Isto permite um equilibrio entre a formacéo e a
retirada de ERO, podendo ser chamado de equilibrio redox, inicialmente através dos
sistemas enzimaticos da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
(30,32,33,34).

No momento em que este equilibrio se desfaz a sobra de ERO e/ou a
incapacidade de acdo eficiente dos sistemas enzimaticos SOD/CAT e,
principalmente, do sistema glutationa reduzida/ glutationa oxidada (GSH/GSSG) vai
determinar lesdo celular em varios alvos, como ja citado. Um dos personagens que
tem recebido atencdo da literatura recentemente € o 4-hidroxi,2-nonenal (4-HNE),
um aldeido derivado da peroxidagdo lipidica de constituintes da membrana
citoplasmatica, que além de ser marcador de dano oxidante ocorrido, tem sido
considerado também como agente de lesao celular (33,36,37).

Inicialmente acreditava-se que o acumulo de produtos de peroxidagdo como o
4-HNE era obrigatoriamente lesivo aos tecidos. Mais recentemente, ja se sabe que
de acordo com o tecido ou 6rgdo envolvido, a presenca de 4-HNE é necesséria e
participa, por exemplo, de processos de sinalizacdo celular e da ativacdo do
processo de reparacédo celular de cardiomidcitos (38,39).

A glutationa (GSH) é um composto tripeptidico formado pelos aminoacidos
glutdmico, cisteina e glicina pela acdo da glutationa sintetase. A GSH faz parte do
que € considerado o principal sistema de biotransformacdo e eliminacdo de
xenobidticos e de defesa das células contra o estresse oxidante (31,33,40,41). Em
relacdo ao consumo de ERO, a GSH é conjugada ao peréxido de hidrogénio pela
glutationa peroxidase (GPx) e conjugada pela glutationa S transferase (GST) com
aldeidos como o 4-HNE. A recuperacdo no organismo da forma dissulfeto oxidada
(GSSG) a forma reduzida (GSH) é realizada pela GST (40,41).

1.6 Relacdo entre tiamina, resposta inflamatoéria e estresse oxidante

A literatura nos apresenta algumas evidéncias de agravo do processo
infamatério e de leséo celular frente a deficiéncia de tiamina em varios tecidos. Em

condicdo de deficiéncia de tiamina podemos esperar alteracdo funcional
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mitocondrial, com mau funcionamento das reacfGes da cadeia respiratéria e
desequilibrio energético (16).

A deficiéncia de tiamina resulta em consequéncias bem definidas de alteracao
funcional celular no SNC, como estudo sobre a memoédria em animais (42), na
encefalopatia de Wernicke (16,43), além de evidéncias de alteracdo da barreira
hematoencefélica devido a acidose latica local, agdo sobre a glia em especial sobre
0s astrocitos com aumento da inflamacéo local e consequente morte neuronal (16,
43,44). Essa deficiéncia no tecido cerebral simula os achados histopatoldgicos
proprios dos chamados modelos de doencas neurodegenerativas como a doenca de
Parkinson e a doenca de Alzheimer (43,44,45,46).

Em relacdo ao coracdo, a deficiéncia de tiamina tem comprovada acéo
deletéria sobre a funcéo cardiaca ja definida (47,48), com alteracbes mitocondriais
(49,50) em consequéncia de remodelamento tecidual (38,39,45,50), com alteragbes
eletrofisioldgicas (51) e com evidéncias em microscopia eletrdnica de alteracdo em
cardiomidcitos.

Em nivel subcelular a deficiéncia de tiamina ja apresentou alguns alvos, como
a alteracdo do reticulo endoplasmatico de neurdnios (52), a lesdo mitocondrial como
vacuolizacdo e destruicdo da arquitetura das cristas mitocondriais, observadas em
células cardiacas de animais privados de tiamina (49,50) e em culturas de neurdnios
de neuroblastoma humano (53). As alteracBes mitocondriais tem recebido cada vez
mais atencdo, uma vez que ha atualmente provas da associacdo entre alteracao
mitocondrial, estresse oxidante e progressdo de doencas (54,55) contexto ja
observado na sepse (56).

Da mesma forma, a determinacdo da deficiéncia de tiamina como uma
condicdo frequente em pacientes graves no ambiente de terapia intensiva é cada
vez mais encontrada (38,40,47) e jA com sugestao de que essa deficiéncia pode
estar associada a um pior desfecho, de acordo com um estudo recente envolvendo
202 criangas internadas em unidade de terapia intensiva onde foi observada
deficiéncia de tiamina associada a aumento de mortalidade (57).

Em uma recente revisdo sao apresentados dados de varios estudos
relacionando a diminuicdo da concentracdo plasmatica de substancias reconhecidas
como anti-oxidantes, como as vitaminas C e E, associados ao aumento de
marcadores de estresse oxidante com uma maior evolugéo para disfuncao organica

multipla em pacientes sépticos (58).
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O estudo da deficiéncia de tiamina no contexto de sepse representa um tema
cada vez mais abordado. Merece destague um trabalho de 1989 onde foi induzida
sepse em caes por endotoxemia, com observacdo da recuperacdo de marcadores
de perfusdo e cardiovasculares nos animais sépticos tratados com PPT (59), o que
sugere que o status de tiamina pode afetar um individuo séptico, uma condicdo
habitual em pacientes na terapia intensiva. Tanto que ja& comecam a surgir estudos

sobre a suplementacéo de tiamina em pacientes graves (60,61,62).
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2 OBJETIVO

2.1

2.2

Objetivo geral

Avaliar a influéncia da deficiéncia de tiamina sobre a resposta
inflamatoria, o estresse oxidante e a migracao celular em modelo

experimental de sepse.

Objetivos especificos

Identificar os niveis sanguineos normais de PPT em camundongos
c57/bl6, machos entre 6 e 8 semanas.

Avaliar o tempo necessério para a instalacdo de deficiéncia de tiamina
em camundongos c57bl6 submetidos a alimentacdo com ragdo pobre
em tiamina.

Avaliar a influéncia da deficiéncia de tiamina sobre a resposta
inflamatéria em camundongos c57bl6 sépticos, através da avaliacdo de
interleucinas séricas.

Avaliar a influéncia da deficiéncia de tiamina sobre o0 estresse oxidante
em figado de camundongos c57bl6 sépticos, através da formacao de
proteinas modificadas pelo 4-HNE.

Avaliar o perfil celular de leuc6citos no sangue periférico e no lavado
peritoneal apos 24 horas de sepse desses animais.

Avaliar o clearance bacteriano através da recuperagdo de bactérias

viaveis por cultura de liquido peritoneal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Manuseio dos animais de experimentacao

O presente estudo foi apresentado ao comité de ética para o para 0 uso de
animais em pesquisa do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - IBRAG —
UERJ, sendo aprovado com laudo n°® CEUA/036/2011, com validade até 01/09/2015.

Foi escolhido o camundongo c57bl6 como animal de teste para o presente
estudo, sendo mantidos até 5 animais por caixa, em ambiente de temperatura
controlada a 24° C £ 2, com fotoperiodo claro de 12 horas, com livre acesso a agua

e racao.

3.2 Manejo dietético preliminar dos animais no primeiro experimento

Por ndo ter encontrado na literatura a concentracdo média normal de tiamina
para camundongos, assim como de seus derivados fosforilados, como a PPT, foi
inicialmente conduzido um experimento com o objetivo de definir a concentracéo
média normal de PPT, bem como, o momento a partir do qual o camundongo
apresenta deficiéncia de tiamina quando submetido a ingestdo de racao pobre em
tiamina, uma vez que se trata de uma vitamina que ndo é armazenada em grande
guantidade, o que facilita a ocorréncia de deficiéncia, caso sua ingestdo seja
inadequada.

Foi feito acompanhamento e comparacdo da ingestdo de racdo AIN93G
completa e com ragdo em tudo idéntica a essa, porém pobre em tiamina, bem como
da evolucdo da massa corporal desses animais, para verificar a ocorréncia de
diferenca na ingestao entre os dois grupos de animais. Desta forma, a massa dos
animais foi aferida na chegada ao biotério, ao fim dos sete primeiros dias com dieta
completa (periodo de aclimatagéo e uniformizacdo na ingestédo de tiamina), no inicio
da dieta pobre em tiamina, e a partir do 10° dia (data do sacrificio do primeiro grupo

privado de tiamina) a cada 5 dias.
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O periodo de 25 dias foi sugerido originalmente esperando um perfil similar ao
do rato Wistar, que desenvolveu a deficiéncia de tiamina entre 20 e 25 dias apos a
ingestdo da racdo pobre em tiamina (49). Nesse mesmo estudo observou-se que
com o passar do tempo, 0s animais com racao pobre em tiamina apresentavam uma
ingestdo progressivamente menor de racdo, o que poderia criar um viés, na medida
em que estariam também ingerindo menos proteina ou calorias, por exemplo, o que
poderia ter repercussao no desfecho (49).

Uma alternativa para impedir esse viés € executar o chamado pair-feeding,
onde a quantidade de racdo oferecida para cada animal do grupo controle segue a
média de consumo dos animais alimentados com racao pobre em tiamina de modo a
uniformizar a ingestdo dos nutrientes para todos os animais, diferindo apenas na
oferta de tiamina.

As racgOes utilizadas, uma completa e outra sem adicdo de tiamina, foram
adquiridas de Pragsolucdes Biociéncias Ltda, Jau — SP, sendo escolhido para
ambas, o padrao AIN93G (63) adequado a animais jovens da espécie utilizada, que
ainda ndo atingiram a maturidade sexual.

A evolucdo do consumo médio de ragcdo pelos camundongos c57bl6 foi
determinada a partir da medida de massa de ragcdo oferecida para cada caixa,
independente se a AIN93G completa ou a similar sem tiamina, ao longo do
experimento, no dia zero, 10° dia, 15° dia e 20° dia, calculada a média de consumo
em gramas por dia para cada animal. Nas mesmas datas foram aferidas as massas
corporais dos animais, de modo a calcular a média de ganho de massa em gramas

por dia para cada animal.

3.3 Determinacao do tempo necessario para a inducao de deficiéncia de

tiamina

Para a definicdo do tempo necessario para obter deficiéncia de tiamina
(experimento 1) planejou-se, inicialmente, experimento conforme apresentado na
Figura 5, com 25 camundongos c57bl6, machos, entre 6 e 8 semanas, divididos em
cinco grupos de 5 animais cada. Todos os animais receberam ragdo AIN93G

completa, por um periodo de 7 dias para uniformizar a ingestdo de tiamina. A seguir,
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4 grupos, receberam dieta AIN93G pobre em tiamina, programando-se que cada
grupo de animais seria sacrificado respectivamente ap6s 10, 15, 20 e 25 dias do
inicio dessa dieta. Um quinto grupo, com ingestdo de dieta AIN93G completa,
chamado de grupo controle, foi sacrificado apds o fim dos 7 primeiros dias.

Quando do sacrificio, foi coletada amostra de sangue de cada animal por
puncdo cardiaca, com heparina, para andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), visando a determinacdo da concentracdo média de PPT nos
animais em cada periodo de privacdo da ingestdo de tiamina. Foi arbitrado como
deficiente em tiamina o grupo que apresentasse concentracdo de PPT dois ou mais
desvios padrdo abaixo da média da concentracdo dos animais alimentados com
racdo AIN93G completa. As amostras de sangue foram imediatamente identificadas

e congeladas a -20°C.

25 animaiscom dieta AIN93G por 7 dias

l l
5 animais 20 animaiscom dieta pobre em tiamina
sacrificadosao fim
destes 7 dias l l l l
(controle) 5 animais com 5 animais com 5 animais com 5 animais com
dieta pobre dieta pobre dieta pobre dieta pobre
em tiamina em tiamina em tiamina em tiamina
por 10 dias por 15 dias por 20 dias por 25 dias
| | | |

Eutanasia e coleta de sangue para analises
Figura 2 - Desenho do Experimento 1 para a determinacdo do namero de dias

necessarios para instalacéo de deficiéncia de tiamina nessa espécie, com a racao

pobre em tiamina usada nesse estudo.

3.4 Procedimento de sepse experimental (CLP)

Para o0 experimento envolvendo sepse (experimento 2), quarenta

camundongos c57/bl6 foram alimentados com rag&o padrao AIN-93G por 7 dias. Em
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seguida foram divididos em dois grupos: 20 animais permaneceram ingerindo a
mesma racdo, e os demais foram alimentados com racdo AIN-93G pobre em
tiamina, os dois grupos por 15 dias. Passado esse periodo todos os animais foram
anestesiados e submetidos a laparotomia, sendo que a metade com CLP (Figura 6).
ApoGs 24 h, todos os animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia,
sendo coletado sangue por punc¢do cardiaca (em seringa com heparina sodica) e
recolhidos os figados. As amostras de sangue foram imediatamente identificadas e

congeladas a -20° C e os figados congelados em nitrogénio liquido a -196° C.

40 animaiscom dieta AIN93G por 7 dias

l l
20 animais com 20 animais com
dieta AIN93G por dieta pobre em
15dias tiamina por 15 dias

| l l l
10 animais com N 10 animais com R
laparotomia sem 10animais com laparotomia sem 10animais com

cLp laparotomia e CLP cLp laparotomia e CLP
| l l l

Apos 24 horas da CLP, eutanasia, coleta de sangue e figado

Paracada grupo acima amostras de 5 animais foram encaminhadas para as analises
de interleucinas e dos outros 5 para determinagao de TPP por HPLC

Figura 3 - Desenho do experimento 2 onde o modelo de sepse é CLP (ligadura e

perfuracdo de ceco).

3.5 Anestesia e procedimentos cirargicos

3.5.1 Procedimento de CLP

A analgesia e anestesia prévias aos procedimentos cirargicos foram
realizadas por injecéo intraperitoneal, com ketamina e xylazina, respectivamente nas
concentracgOes finais de 65mg/kg e 13mg/kg, em solucao salina 0,9%, a partir das

seguintes apresentacdes comerciais: ketamina como Dopalen® 10% (VetBrands do
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Brasil) e xylazina como Anasedan® 2% (VetBrands do Brasil). Foram injetados da
solucdo anestésica em média 200 pL por animal de cerca de 20g.

Foi realizada a antissepsia da pele com alcool 70% e a seguir, por
pincamento da pele, incisdo cutdanea medial e longitudinal de cerca de 2 a 3
centimetros, seguida de pingcamento e incisdo do peritdnio, sendo afastadas as alcas
intestinais e identificado o ceco. Este foi ligado com fio de sutura n° 4.0 de nylon,
junto ao terceiro arco vascular incompleto, a partir da extremidade, tomando-se o
cuidado de nédo interromper o transito dessa alca.

A alca cega formada foi cuidadosamente perfurada 2 vezes com agulha 18
Gauge e comprimida para a saida de pequena quantidade de fezes pelas
perfuracdes. Por fim, as alcas foram recolocadas na cavidade peritoneal, com sutura
do peritbnio e da parede abdominal com fio n° 4.0 de nylon (Figura 7).
Imediatamente apds o processo cirdrgico foi feita a administracdo de 0,5 ml de
salina 0,9% estéril, por via subcutdnea para reposi¢ao volémica, e umidificacdo de
cada olho com soro fisiologico 0,9%. Por fim, cada animal foi devolvido a sua caixa

com livre acesso a agua e racao (15,64).

3.5.2 Eutanasia e recolhimento de sanque e figado

ApGs vinte e quatro horas da realizacdo da CLP, os animais foram levados
para a capela de fluxo e novamente anestesiados, conforme descrito anteriormente,
para a coleta de sangue por puncao cardiaca subxiféide na linha média, com agulha
21 Gauge em seringa heparinizada, com a retirada de sangue que foi conservado
em gelo e estocado a -2°C (64).

A eutanasia foi realizada por nova injecdo do dobro da quantidade de
anestésico calculado para cada animal. Um volume de 2 mL de salina estéril (NaCl
0,9%) foi injetado no peritbnio do animal e a seguir seu abdome foi delicadamente
massageado por cerca de 1 minuto. Nova puncao foi realizada para recuperacao de

aliquotas de lavado peritoneal. (64).
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Figura 4 - Etapas do procedimento CLP. Onde: a) apds anestesia intraperitoneal o
abdome é prepado com raspagem de pelos e feita antissepsia local com alcool 70%;
b) incisdo mediana de cerca de 2 cm da pele e a seguir do peritdbneo; c) identificacéo

e exposicao do ceco; d) ligadura do ceco antes da valva ileocecal formando alca
cega; e) perfuracdo da alga cega; f) recolocacdo do ceco na cavidade e fechamento

da incisdo com recomposicdo em planos. Modificado de Rittirsh, 2007(23).

O abdome foi novamente aberto com ampliagdo da ferida operatéria para
facilitar a retirada do figado que foi inicialmente conservado em gelo e estocado em

criotubos no nitrogénio liquido (-196° C) para a analise de 4-HNE.

3.6 Determinacdo de PPT em HPLC por fluorimetria

A deteccgdo de PPT foi realizada por modificagdo de metodologia previamente
descrita (49,65,66) onde amostra de sangue (volume conhecido) heparinizado

(14Ul/mL) foi congelada em nitrogénio liquido, descongelada em temperatura
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ambiente, sofrendo vibracdo em agitador por 15 segundos, processo que foi
executado 3 vezes, visando a hemolise. Em seguida foi feita a desproteinizacdo com
acido tricloroacético (TCA) 40%, usando 12,5% do volume da amostra (ex.: 600ul de
amostra + 75ul de acido tricloroacético 40%) (49).

Seguiu-se repouso por 1 hora em temperatura ambiente e protegido da luz.
Em seguida foi feita centrifugacdo em centrifuga de eppendorff, a 14.000 rcf, por 30
minutos. O sobrenadante da amostra resultante foi recolhido, o volume foi medido e
o TCA foi extraido com o uso de éter etilico saturado em &gua. Este foi produzido
adicionando-se partes iguais de éter etilico e agua ultrapura, obtida através do
sistema mili-Q®. Utilizou-se volume de éter etilico saturado em agua cinco vezes o
volume da amostra (ex.: 200ul de amostra + 1000ul de éter saturado em agua) —
misturando em agitador por 15 a 20 segundos. A amostra resultante, extraida da
parte inferior da mistura com o éter, foi congelada a —70°C, para posterior anélise
por HPLC (49).

Na cromatografia 100 uL da amostra foram submetidos a derivatizacédo, para
formacéo do derivado tiocromo, um composto excitavel por fluorescéncia, a partir da
reacao do ferricianeto de potassio 30,4 nM junto com o hidréxido de sodio 0,8 M
(ex.: amostra 150 yL + 7,5 pL (5%) de ferricianeto de potassio 30,4 nM e 7,5 uL (5%)
de hidroxido de sodio 0,8 M) , imediatamente antes da aplicacdo na HPLC, que foi
feita por microsseringa de precisdo de 100 pL (49,65,66).

As corridas no HPLC foram executadas nas seguintes condic¢des: fluxo 1,0
mL/min, comprimento de onda de excitacdo (AEX) 370 nm e comprimento de onda
de emissao (AEM) 450 nm. A fase mével foi isocratica, ou seja, com concentracao do
tampdo constante, e correspondeu a solucédo de tampéao de fosfato de potassio 0,1
M, pH 7,5 em acetonitrila 25%. Foi utilizado conjunto Hypersil Gold Amino (Thermo®)
de coluna (250 x 4,6 mm, particula de 5 um) e pré-coluna (10 x 4 mm) em sistema
HPLC Shimadzu (Shimadzu Co. Kyoto, Japéo), composto com bomba LC-10AD com
valvula RF-535 e o método de deteccdo foi o de fluorimetria, baseado na
excitabilidade do tiocromo a luz fluorescente (49,65,66).

Foi confeccionada curva de calibracdo de PPT que gerou a equacao de
conversdo. Para isso, foi feita diluicdo seriada na razdo 1:2 a partir de solucéo de
600 nM, produzindo portanto, solugdes de concentragcéo de 150 nM, 75 nM, 37,5 nM,
18,75 nM, 9,375 nM e 4,6875 nM. O célculo integral da &area sob o pico
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cromatografico foi relacionado a concentracdo injetada, definindo assim diferentes
concentracdes baseadas na area do pico das amostras biologicas analisadas.

3.7 Deteccéo de 4-HNE por western blot

No primeiro dia foi preparado o gel de poliacrilamida para eletroforese,
colocando 10 pL por pogo, sendo no primeiro amostra de padrdo de peso molecular
conhecido, e nos seguintes amostras do ensaio. Apos correr o gel, foi realizada a
transferéncia para a membrana por 2 horas, com tensdo constante de 100 V na
geladeira ou isopor com gelo. Foi desmontado o sistema e corada a membrana com
Ponceau S diluido dez vezes para visualizar as bandas, e a seguir feita copia
fotografica em scanner. Em seguida, a membrana foi descorada com TBS-TWEEN e
bloqueada com TBS-TWEEN-ALBUMINA 5% por 1 hora na geladeira (em agitador
de placas de ELISA), retirando totalmente a solugdo de bloqueio. A seguir foi
acrescentado o anticorpo primario, que ficou em incubacao por cerca de 12 horas na
geladeira, sob agitacao continua (67).

No dia seguinte, o anticorpo primario foi recolhido e congelado e a membrana
lavada cinco vezes com TBS-Tween, 5 minutos em cada vez, em agitador. Foi entdo
incubado o anticorpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente no agitador. Foi
retirado o anticorpo secundario, e a membrana foi lavada 5 vezes com TBS-Tween,
5 minutos em cada vez, em agitador. Entdo, a membrana foi lavada 3 vezes com
TBS, 5 minutos em cada vez, em agitador, tendo todo o TBS retirado, ficando a
membrana pronta para a revelagao.

Em camara escura, ainda com a luz acesa, o revelador e o fixador foram
colocados nas cubas apropriadas. A luz branca foi apagada e apés 3 minutos a luz
vermelha foi acesa. Entdo, a caixa de filme foi aberta, e uma folha foi retirada e
cortada no tamanho da membrana. A membrana foi manipulada com a pin¢a e
colocada entre as transparéncias, dentro do cassete e junto ao filme por 30 minutos.
O filme foi mergulhado no revelador e quando apareceram as bandas, lavado com

agua e colocado no fixador. Por fim, lavado novamente com agua da pia e posto
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para secar. O filme revelado foi fotografado em scanner e as bandas comparadas
entre os grupos, em relacéo a formacao de adutos de proteinas com o 4-HNE (67).

3.8 Dosagem de citocinas e quimiocinas

As dosagens de TNF-a, IL-1, MCP-1/CCL2, IL-6 e KC foram realizadas
através da técnica de ELISA, de acordo com método proprio para anticorpos
murinos (64), utilizando-se anticorpos monoclonais especificos (Duo set kit — R&D
systems®). Para essas andlises foi utilizado o protocolo da Pharmingen, onde, placas
de 96 pocos (Nunc®) foram revestidas com anticorpos de captura. As placas foram
cobertas e incubadas em torno de 16 horas na geladeira.

No dia seguinte, apés 3 lavagens com PBS/Tween 20, as placas foram
blogueadas com PBS/BSA 1%, para evitar as ligagdes inespecificas. Apos lhora de
intervalo, as placas foram submetidas novamente a quatro lavagens, com o reagente
especifico, onde foram adicionadas concentracbes para as curvas-padrdo, bem
como as amostras (plasma ou lavado peritoneal). Novamente foram incubadas por
16 horas na geladeira.

No ultimo dia, apdés lavagem, os anticorpos de detec¢do conjugados com
biotina foram adicionados, deixando-se por mais 1 hora. As lavagens foram feitas
novamente e o substrato (avidina-peroxidase) foi colocado para incubacao por cerca
de 30 minutos. Em seguida, o revelador (OPD) foi adicionado. A leitura foi feita em
leitora de placa de Elisa a 450 nm. Os dados foram analisados através do programa

Soft Max Pro, com as dosagens baseadas nas respectivas curvas-padréo (64).

3.9 Contagem de leucotcitos em sangue periférico

A contagem total de leucocitos em sangue periférico foi realizada em camaras
de Neubauer em microscopio 6ptico (aumento de 10x), apds diluicdo (40x) das
mesmas em solucdo de Turk. Ja a contagem diferencial de leucécitos em sangue

periférico foi realizada por técnica de esfregaco em lamina seguido de coloracao
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pelo método May Grunwald-Giemsa e realizada sob objetiva de imersdo em
citoesfregacos preparados em citocentrifuga (Cytospin3- Shandon — 450 rpm por 5
minutos). A quantificacdo de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem

encontrada em relacdo ao numero total de células.

3.10 Contagem de leucocitos em lavado peritoneal

A contagem total de leucécitos do lavado peritoneal foi efetuada em camaras
de Neubauer em microscopio 6ptico (aumento de 1000x), apOs diluicdo (40x) das
mesmas em solucdo de Turk. A analise diferencial de leucdcitos foi realizada sob
objetiva de imersdo em citoesfregacos preparados em citocentrifuga (Cytospin3-
Shandon — 450 rpm por 5 minutos), corados pelo método May Grunwald-Giemsa. A
guantificacdo de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada

em relacdo ao numero total de células.

3.11 Contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC) em lavado

peritoneal

A aliquota do lavado peritoneal obtida para a contagem de CFU passou por
diluicdo 1:50 em PBS estéril, sendo a seguir semeadas em placas de Petri com meio
de cultivo TSA. Entdo as placas semeadas foram incubadas a 37° C por 24 horas
para ao fim destas ter o numero de UFC contado. Todo o procedimento foi feito sob

condicles estéreis (64).

3.12 Anadlise estatistica

Foi utilizado o two way ANOVA para analisar as diferencas entre 0os grupos

dos valores bioquimicos, imunoldgicos e celulares, com pos-teste de Sidak de modo
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a realizar analise por comparagdo mdultipla entre as variaveis, bem como para avaliar
a contribuicdo de cada variavel no resultados. O software utilizado foi o Prism verséo
6.00 versdo para Windows, Software GraphPad, Sdo Diego, CA, USA. O nivel de

significancia foi fixado em 0,05 (68).
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4 RESULTADOS

4.1 Evolucdo do consumo de racdo e massa corporal dos animais

O consumo médio de racdo AIN93G completa por camundongos c57bl6 foi
crescente ao longo do primeiro experimento. JA o consumo médio de racdo similar a
anterior, mas deficiente de tiamina, foi significativamente menor no 20° dia (Figura
8). O ganho de massa corporal dos animais alimentados com racdo AIN93G

completa foi crescente ao longo do primeiro experimento (Figura 9).

[] AIN93G completa

2.5 -
- ragio deficiente em tiailinina 4

|

II II{

10 dias 15 dias 20 dias 25 dias

consumo de ragao (g)

Figura 8 - Evolucao do consumo médio de racado (AIN93G completa e racao
deficiente de tiamina), do 10°, 15°, 20° e 25° dias do primeiro experimento. Foi

observada diferenca significativa de consumo a partir do 20° dia.
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Figura 9 - Evolucdo da massa corporal dos camundongos alimentados com racao
AIN93G completa e racao deficiente em tiamina, respectivamente, entre o inicio do

experimento e 25° dia. Foi observada diferenca entre as rac6es no 20° e 25° dias.

4.2 Determinacdo do tempo necessario para a inducdo de deficiéncia de

tiamina

No sangue dos camundongos a concentracdo média e o desvio padrdo de
PPT observados nesse estudo nos animais alimentados com racdo AIN 93G
completa foram de 303,3 + 42,6 nM. Nos grupos alimentados com dieta AIN93G
pobre em tiamina, as concentragdes de PPT foram de 11,93 + 2,71 nM para 10 dias
de privacao, e de 5,01 + 1,48 nM para 15 dias de privacao (Figura 10). O limite de
deteccdo de PPT por HPLC observado nesse estudo foi de 4,68 nM.
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Figura 10 - Média das concentracfes de PPT obtidas (com respectivos intervalos de
confianga, IC 95%) para os grupos: (1) controle (#, diferente dos demais), (2) grupo

com 10 dias de privacao e (3) grupo com 15 dias de privagao.

4.3 Niveis de tiamina no segundo experimento

No segundo experimento 0s niveis de tiamina, apresentados em meédia +
desvio padréao, nos grupos SHAM racdo completa, SHAM racdo pobre em tiamina,
CLP racédo completa e CLP racédo pobre em tiamina foram, respectivamente: 383,6 +
30,7 nM, 376,9 + 24,3 nM, 41,4 + 21,4 nM e 40 + 13,7 nM.
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Figura 11 - Média das concentracdes de PPT encontradas no segundo experimento,
para os grupos: (1) sham AIN93G; (2) CLP AIN93G; (3) sham com ragao deficiente
em tiamina e (4) CLP com rag&o deficiente em tiamina. Grupos 3 e 4 (#)

significativamente diferentes dos grupos 1 e 2.

4.4 Deteccéo de 4-HNE por western blot

O resultado da eletroforese bem como o controle de carregamento pode ser
visto na figura 12. De acordo com as membranas obtidas no estudo, apds analise
com software para determinacdo da densidade Oéptica das bandas, foi possivel
observar que os animais dos grupos com racao pobre em tiamina apresentaram uma
maior expressdo de proteinas ligadas ao 4-HNE em relacdo aos animais com ragao
completa para p<0,0001 (Figura 13).
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[

Figura 12 - Detalhes de bandas obtidas por western blot de figado de camundongos
c57bl6, para os grupos estudados (po¢cos numerados de 1 a 10). Acima: exemplo de
gel e abaixo: membrana correspondente corada com Ponceau S como controle de

carregamento. PM: padrdo molecular de massa no 1° pogo.
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Figura 13 — Densitometria Gtica de bandas para os grupos estudados. Apresenta
diferenca entre os grupos com racgao deficiente em tiamina (com expressao mais

elevada de 4-HNE em figado, onde * e # tem p<0,0001) e os demais.

4.5 Dosagem de interleucinas em sangue e lavado peritoneal

45.1 TNF-a

A concentracao de TNF-a em sangue dos animais se mostrou semelhante
entre os grupos. Em lavado peritoneal a concentragédo de TNF-a foi maior no grupo
CLP deficiente em tiamina e significativamente diferente entre os demais grupos
(Figura 14).
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Figura 14 - Niveis de deteccdo de TNF-a em sangue e lavado peritoneal. A diferenca
ocorreu entre os grupos CLP racédo completa e CLP racdo deficiente em tiamina

(# p<0,0012).

452 IL-18

A concentracdo de IL-18 em sangue dos animais se mostrou mais elevada
nos grupos com racao completa com diferenca em relacdo aos grupos com dieta
deficiente em tiamina (p<0,0001). No lavado peritoneal a concentracdo de IL-1B foi
maior nos grupos CLP sem diferenca em relacdo a racdo usada para p=0,001
(Figura 15).

453 IL-6

A concentracdo de IL-6 em sangue dos animais foi significativamente mais
baixa no grupo sham com dieta deficiente em tiamina do que nos demais,
semelhantes entre si. No lavado peritoneal a concentracdo de IL-6 foi maior nos

grupos CLP sem diferenca em relacéo a ragédo usada (Figura 16).
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Figura 15 - Niveis de deteccao de IL-18 em sangue e lavado peritoneal com a
diferenca entre o grupo CLP racéo deficiente em tiamina e os demais grupos(#), e

entre o grupo CLP rag&o completa e os demais grupos(*).
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Figura 16 - Niveis de IL-6 no sangue e no lavado peritoneal com a diferenca entre o
grupo CLP racéo deficiente em tiamina e os demais grupos(#), e entre o grupo CLP

racao completa e os demais grupos(*)
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454 MCP-1

A concentracdo de MCP-1 em lavado peritoneal dos animais foi
significativamente maior nos grupos CLP do que nos demais, semelhantes entre si.
(Figura 17). Tanto a CLP (p<0,0001) quanto a deficiéncia de tiamina (p=0,0092)

contribuiram para a elevacao de MCP-1 em lavado peritoneal.

MCP-1 (ng/ml)
[=]
T

——
0.0 r T
1 2 3
lavado peritoneal
1 - sham AIN93G 3 - CLP AIN93G

Z - sham deficiente em tiamina 4 - CLP deficiente em tiamina

Figura 17 - Niveis de deteccdo de MCP-1 em lavado peritoneal com a diferenca

entre o grupo CLP racgédo deficiente em tiamina e os demais grupos (#).

455 KC

A concentracdo de KC em sangue dos animais foi significativamente mais
baixa no grupo sham com dieta deficiente em tiamina do que nos demais,
semelhantes entre si. No lavado peritoneal a concentracdo de KC foi maior nos

grupos CLP sem diferenca em relacdo a ragdo usada para p<0,0001 (Figura 18).
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Figura 18 - Niveis de deteccdo de KC em sangue com a diferenca entre o grupo CLP
racao deficiente em tiamina e os demais grupos (#), e entre o grupo CLP racao

completa e os demais grupos (*).

4.6 Contagem celular no sangue e lavado peritoneal

Na figura 18 pode-se observar a contagem de leucdcitos totais,
mononucleares e neutrofilos no sangue periférico dos animais, com diferenca para a
maior contagem de mononucleares no grupo CLP racéo deficiente em tiamina em
relacdo aos grupos com racao AIN93G completa. Na figura 19 esta representada
essa contagem no lavado peritoneal, onde se observa o aumento na contagem total

e diferencial de leucdcitos nos grupos CLP sem interferéncia do tipo de racédo.
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Figura 19 - Contagem no sangue periférico de glébulos brancos totais (A),

mononucleares (B) e neutrofilos (C) para os grupos: SHAM racao completa, SHAM

racao deficiente de tiamina, CLP racdo completa e CLP rag&o deficiente de tiamina.

*p <0,05.
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Figura 20 - Contagem no lavado peritoneal de glébulos brancos totais (A),

mononucleares (B) e neutrofilos (C). As diferencas assinaladas (* p<0.05) referem-

se a comparacéo entre CLP ragcdo completa e SHAM ragcédo completa, e CLP ragéo

deficiente e SHAM racéao deficiente.
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4.7 Recuperagao bacteriana no lavado peritoneal

Os animais do grupo CLP AIN93G completa apresentaram uma elevada
recuperacdo bacteriana em relagédo a todos os outros grupos, inclusive do grupo
CPL com racdo deficiente em tiamina, onde a recuperacdo foi equivalente aos
animais dos grupos sham (Figura 21) demonstrando forte contribuicdo da deficiéncia

de tiamina na menor recuperacao bacteriana.
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Figura 21 - Recuperacao bacteriana no lavado peritoneal. Onde (*) representa

existéncia de diferenga significativa entre os grupos (p=0,0041).
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5 DISCUSSAO

Como ha relato da associacdo entre deficiéncia de tiamina e hiporexia em
ratos Wistar (49) foi planejado inicialmente o pareamento da oferta de racao entre o
grupo privado de tiamina e aquele com ragdo completa. No entanto, como foi
observado no primeiro experimento que a inducéo de deficiéncia de tiamina ocorreu
ja a partir do décimo dia de ingestdo de racdo pobre em tiamina, e que a queda na
ingestdo de racdo ocorreu apenas a partir do vigésimo dia, ndo foi necessario o
pareamento da ingestédo de racao entre os grupos (pair-feeding), considerando que a
CLP foi realizada no 15° dia de experimento. No entanto, observou-se diferenca da
massa corporal dos animais ja a partir do 15° dia, o que confirma o que foi
demonstrando no citado estudo.

Este estudo apresenta o nivel sérico de PPT em camundongos c57bl6
alimentados com ragédo AIN93G, informacé&o ainda néo descrita na literatura.

A racdo em tudo semelhante a AIN93G, porém deficiente em tiamina, foi
capaz de induzir reducédo significativa dos niveis séricos da forma biologicamente
ativa dessa vitamina, proporcionando a condi¢cdo que se desejava estudar.

O presente estudo observou maior expressao no figado de proteinas ligadas
ao 4-HNE nos animais submetidos a alimentacdo com racao deficiente em tiamina,
em relacdo aos demais grupos. Este achado ja era esperado considerando que a
deficiéncia de tiamina pode estar associada a uma menor eficiéncia do poder redutor
celular (16,45,46).

Ja houve tendéncia da literatura mundial de dar ao estresse oxidante um
papel meramente nocivo ao organismo. No entanto, um ndmero crescente de
trabalhos aponta a participacdo de ERO e de componentes do estresse oxidante
desempenhando importantes papeis na homeostase (38,39). A presenca de nivel
aumentado de marcador de estresse oxidante ndo significa necessariamente
presenca de dano oxidante, equivoco observado em algumas publicacdes.

Estudo de Vemuganti et al. (44) observaram aumento da expressao no tecido
cerebral de genes reguladores de inteuleucinas pro-inflamatorias, tais como IL-6,
TNF-a, IL-18, interferons e quimiocinas tais como MCP-1, Gro 1, MIP-1a e MIP-133,
em contexto de deficiéncia de tiamina, o que esteve associado a quebra da barreira
hematoencefalica, edema citotoxico e consequente morte neuronal (45). Esse ultimo

estudo também enfatiza o estimulo inflamatério secundario a acidose lactica, marco
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metabdlico da deficiéncia de tiamina. Outros autores tém enfatizado a associagéo
entre deficiéncia de tiamina, estresse oxidatante e inflamacéo no estudo de doencas
neurodegenerativas (16,44,46).

O nivel de TNF-a no lavado peritoneal dos animais submetidos a sepse e
deficientes em tiamina foi significativamente maior que o observado nos demais
grupos. Trata-se de uma citocina da fase inicial da resposta imune inata e
inflamatoria, produzida ja na primeira hora, com pico entre a segunda e terceira
horas de injaria, que pelo perfil muito precoce de expressdo ndo costuma ser
utilizada no acompanhamento de pacientes sépticos (69), pois estes ao serem
avaliados podem ja se encontrar fora desse periodo tao inicial.

No entanto, € um marcador precoce de resposta inflamatéria, muito utilizado
nos modelos de sepse (64). No presente estudo a deficiéncia de tiamina parece ter
promovido uma persisténcia de niveis elevados desse marcador inflamatorio no
lavado peritoneal, o que pode contribuir para o agravamento da lesao local.
Contudo, TNF-a € um marcador da atividade de células NK e macrofagos, e pode
estar relacionado a maior morte bacteriana. A recuperacao bacteriana observada no
lavado peritoneal foi muito maior no grupo submetido a sepse e com racao completa
em relacdo aos demais, tendo o grupo submetido a sepse e deficiente em tiamina
uma recuperacdo bacteriana semelhante a dos grupos em que néo foi induzida
sepse.

N&o houve diferenca significativa no nivel de IL-1B no lavado peritoneal dos
grupos submetidos a sepse, porém, no sangue, foi significativamente menor no
grupo submetido a sepse e com deficiéncia de tiamina. Como consequéncia pode-se
esperar menor ocorréncia dos fenbmenos sistémicos da acdo dessa citocina, tais
como: febre, inducéo de sintese hepatica de proteinas de fase aguda (69), inducéo
de sintese de outras citocinas inflamatérias, metabdlitos do acido aracdénico e 6xido
nitrico (64,70). Em humanos os niveis sanguineos elevados de IL-13 estiveram
relacionados com mortalidade precoce, em menos de 48 horas (71).

Observou-se que a sepse promoveu aumento nos niveis sanguineos e
peritoneais de IL-6, porém esses niveis ndo sofreram influéncia da deficiéncia de
tiamina.

Os niveis de KC (agente quimiotatico de neutréfilos) e MCP-1 (agente
guimiotatico de mononucleares) no sangue, e de KC no peritbnio, ndo foram

diferentes nos grupos sépticos.
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A contagem de leucdcitos totais, neutréfilos e mondcitos em sangue e lavado
peritoneal também nao revelou diferenca significativa entre os grupos submetidos a
sepse, exceto um maior numero de mononucleares no sangue dos privados de
tiamina. Isto sugere nao ter havido aumento significativo no recrutamento celular na
cavidade peritoneal dos animais sépticos privados de tiamina. Cabe considerar,
portanto, que outro mecanismo contribuiu para a existéncia de menor populagao
bacteriana na cavidade peritoneal desse grupo. A maior expressao de proteinas
ligadas ao 4-HNE no figado do mesmo grupo de animais levanta a possibilidade de
influéncia de um maior estresse oxidante na cavidade peritoneal como fator indutor
de menor proliferacdo bacteriana. Isto poderia inicialmente sugerir uma melhor
evolucdo desses animais frente a sepse, no entanto, estudo recente observou maior
mortalidade dos animais que apresentaram menor recuperacao bacteriana (72).

Dessa forma, a continuidade deste estudo com um teste de mortalidade e
determinacdo de agentes oxidantes ou mesmo do desequilibrio de agentes de
remocao de ERO, pode acrescentar importantes informacdes quanto a uma possivel
associacdo entre estresse oxidante e maior mortalidade, o que pode apontar na
direcdo de ser o estresse oxidante como o0 agente responsavel pelo clearance
bacteriano em cavidade peritoneal.

Varios outros horizontes se apresentam. A avaliagdo por imunofenotipagem
das células peritoneais desses grupos, de modo a avaliar o perfil das diferentes
populacdes celulares (macrofagos, neutrofilos, NK, mononucleares) pode esclarecer
se ocorre possivel influéncia da deficiéncia de tiamina sobre essas células e sugerir
novas linhas de investigacdo. Na medida em que a literatura apresenta trabalhos
gue demonstram que a deficiéncia de tiamina pode ter como alvo células envolvidas
no incremento da reacdo inflamatéria local como as células da glia dentre elas
células fagocitarias (44,45), € imperativo verificar se tais células com exceléncia para
a fagocitose e, portanto para a apresentacdo de antigenos podem sofrer alguma
alteracdo de funcéo no contexto da deficiéncia de tiamina em relacdo a infeccdo e
sepse.

Desta forma estamos lancando o olhar para os primeiros momentos da
imunidade inata e para seus componentes tais como interleucinas, quimiocinas,
células apresentadoras de antigenos, células NK, etc. Nao se pode pensar em

células apresentadoras de antigenos sem pensar no papel de receptores tipo toll
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like, cruciais na interacdo precoce entre patdgeno e hospedeiro e possiveis
alteracdes no contexto de deficiéncia de tiamina.

A ampliacdo da analise de inflamacdo em outros momentos que nao apenas
24 horas apos a instalacdo de sepse pode apresentar um cenario mais completo da
dindmica das interleucinas e a relacdo com observagdo clinica dos animais de
acordo com critérios de gravidade aplicados a animais teste.

E importante lembrar que o modelo de sepse utilizado pode e foi ajustado
para um contexto de gravidade nao tdo intensa, logo o cenario deste estudo pode
ser reproduzido com maior mortalidade e menor mortalidade o que pode demonstrar
se existe participacdo da deficiéncia de tiamina com mecanismos de tolerancia
imunoldgica.

O papel da deficiéncia de tiamina em alteracéo cerebral esta estabelecido e ja
existe evidéncia que com dano do ponto de vista de memoria (42). Novos trabalhos
vem sendo apresentados avaliando o déficit cognitivo apés sepse, logo, a avaliacdo
de possivel associacdo entre deficiéncia de tiamina, sepse e déficit cognitivo pode
apresentar contribuices importantes em relacdo a dinamica dos efeitos cerebrais
apos sepse.

A exemplo do que ja estd estabelecido na literatura onde a deficiéncia de
tiamina esta associada ao aumento da apoptose em célula cardiaca (50) e aumento
na producdo de NO em SNC (16,45) cabe a analise desses agentes no contexto de
sepse e deficiéncia de tiamina.

Dessa forma, muito ha para avaliar e contribuir sobre a deficiéncia de tiamina

em relagdo a sepse.
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6 CONCLUSAO

Camundongos ¢c57bl6 sépticos deficientes em tiamina apresentaram, apés 24
horas da inducdo da sepse, maior estresse oxidante no figado e mudanca na
resposta inflamatoéria, caracterizada por maior nivel de TNFa e MCP-1 no lavado
peritoneal, menor nivel de IL-18 no sangue e maior numero de mononucleares no
sangue. Esse grupo de animais apresentou menor populacéo bacteriana no lavado
peritoneal. A sepse promoveu maior migracdo de leucOcitos para a cavidade
peritoneal, porém nao houve influéncia da deficiéncia de tiamina.

Camundongos c57bl6 alimentados com racdo AIN93G apresentaram nivel
sanguineo médio de PPT 303+42 nM, e quando alimentados com racdo em tudo
semelhante a AIN93G, porém sem adicdo de tiamina, apresentaram-se deficientes
nessa vitamina no 10° dia de ingestéo dessa racao.
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ANEXO — Termo de consentimento da Comissé&o de Etica para o cuidado e uso
de animais experimentais
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INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES
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Gomes

COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® CEUA/036/2011 sobre "Efeito da deficiéncia
de tiamina sobre o estresse oxidativo e a inflamagao em modelos experimentais
de sepse”, sob a responsabilidade de Sérgio da Cunha, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica Para
o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da UERJ (CEA), em 01/09/2011. Este certificado expira em 01/09/2015.

Rio de Janeiro, 01 de Setembro de 2011.

Profa. Patricia Cristina Lisboa Prof. Isrgel Felz nszwalb
CEA/IBRAG/UERJ CEA/IBRAG/UERJ
Prof* Dra. Patricia Cristina Lisbon da V" .. .| Felzenszwalb
Prof Ad.do Dept. Ciencias Fisiolagicas / BRAG /. IE‘D\de_“L’ER y
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