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RESUMO

As doencas neuroldgicas séo bastante variadas e de grande impacto econémico na
pecuaria. Os disturbios do sistema nervoso central (SNC) podem ser causados por
varios agentes etiologicos, como agentes biolégicos e por distirbios metabdlicos.
Neste caso, destaca-se a polioencefalomalacia (PEM) desencadeada por deficiéncia
de tiamina (vitamina B1). A PEM tem sido descrita em varias regides do Brasil,
envolvendo bovinos, ovinos e caprinos. Entretanto, a deficiéncia de tiamina é
importante também para carnivoros (paralisia de Chastek) e humanos (doenca de
Wernicke e sindrome de Wernicke-Korsakoff). As regides do SNC envolvidas na
PEM séo variadas e contraditérias, mas sdo afetadas desde éareas corticais até
regides profundas como mesencéfalo e tadlamo. Nestes locais, tipicamente ha
degeneragdo e necrose neuronal, com envolvimento adjacente de alteracoes
astrocitarias e inflamatorias. Pouco ainda se conhece sobre os mecanismos
moleculares e celulares da degeneracdo e morte dos neurbnios, entretanto,
considera-se que o processo relacionado a deficiéncia de tiamina se inicia por
defeitos metabdlicos na mitocdndria com consequente estabelecimento de estresse
oxidativo. No presente trabalho objetivou-se determinar diferentes parametros
relacionados a deficiéncia de tiamina no sistema nervoso central em um modelo in
vivo com intuito de avaliar a ocorréncia de morte celular e os mecanismos
moleculares envolvidos, associacdo de alteragcdes comportamentais nos animais-
modelo e o delineamento de estratégias neuroprotetoras eficientes, caracterizando
as areas do SNC envolvidas na degeneracédo induzida por deficiéncia de tiamina. O
modelo de deficiéncia dietética em associacdo com injecbes do antagonista de
tiamina, amprdlio, foi utilizado no presente estudo. Os animais foram tratados por 15
ou 20 dias, divididos em 6 grupos de tratamento: controle (Cont), amprélio (Amp),
amprélio e Trolox® (Amp+Tr), amprélio e DMSO (Amp+Dmso), Trolox® (Tr) e DMSO
(Dmso). Os camundongos submetidos ao modelo de deficiéncia de tiamina (grupo
Amp) exibiram reducéo significativa no ganho de peso corporal, apos 15 e 20 dias
de tratamento. A analise histopatolégica, foi observado no grupo Amp esteatose
hepatica centrolobular em 15 dias e difusa quando tratados por 20 dias, além de
proteindria moderada. Trolox® e DMSO atenuaram acentuadamente a esteatose
(grupos Amp+Tr e Amp+Dmso). Nao foram observadas alteracdes histologicas no
SNC em 15 ou em 20 dias de tratamento. Entretanto, a viabilidade celular do cortex
cerebral reduziu significativamente no grupo Amp apdés 20 dias de tratamento; efeito
que foi revertido nos grupos Amp+Tr e Amp+Dmso. Além disso, 0s animais
deficientes (Amp) apresentaram alteracbes comportamentais como reduc¢do nas
atividades de ambulacdo e exploratéria e na coordenacdo motora e, de modo
interessante, Trolox® e DMSO atenuaram estes efeitos. Estes dados sugerem que
no modelo de deficiéncia de tiamina com amproélio os animais desenvolvem
alteracbes neurolégicas e metabdlicas, associadas ao estresse oxidativo e,
possivelmente, inflamacg&o. Além disso, o0 modelo se mostra viavel para estudo da
deficiéncia da vitamina com estabelecimento de um processo progressivo gradual,
sem ser acentuadamente agressivo, como no classico modelo da piritiamina.

Palavras-chave: Polioencefalomalacia, Vitamina Bj;, Neurodegeneracéo,
Neuroprotegéo, Estresse oxidativo, Esteatose hepética.



ABSTRACT

Neurological diseases are quite varied and have a great economic impact on
livestock. Central nervous system (CNS) disorders may be caused by various
etiologic agents, such as biological agents and by metabolic disorders. In this case,
we highlight the polioencephalomalacia (PEM) triggered by thiamine deficiency
(vitamin B1). PEM has been described in several regions of Brazil, involving cattle,
sheep and goats. However, thiamine deficiency is important also for carnivores
(Chastek's palsy) and humans (Wernicke disease and Wernicke-Korsakoff
syndrome). The CNS regions involved in PEM are varied and contradictory, but are
affected from cortical areas to deep regions such as the midbrain and thalamus. At
these sites, there is typically neuronal degeneration and necrosis, with adjacent
involvement of astrocytic and inflammatory changes. Little is known about the
molecular and cellular mechanisms of degeneration and death of neurons. However,
it is considered that the process related to thiamine deficiency is initiated by
metabolic defects in the mitochondria with consequent establishment of oxidative
stress. In the present work, we aimed to determine different parameters related to
thiamine deficiency in the CNS in an in vivo model to evaluate the occurrence of cell
death and the molecular mechanisms involved, association of behavioral changes
and the design of efficient neuroprotective strategies, characterizing the CNS areas
involved in thiamine deficiency-induced degeneration. The model of dietary
deficiency in combination with injections of the thiamine antagonist, amprolium, was
used in the present study. The animals were treated for 15 or 20 days and divided
into 6 treatment groups: control (cont), amprolium (Amp), amprolium and Trolox®
(Amp+Tr), amprolium and DMSO (Amp+Dmso), Trolox® (Tr) and DMSO (Dmso).
Mice subjected to the thiamine deficiency model (Amp) exhibited a significant
reduction in body weight gain after 15 and 20 days of treatment. The
histopathological analysis revealed in the Amp group, centrolobular hepatic steatosis
at 15-day and diffuse hepatic steatosis when treated for 20 days, in addition to
moderate proteinuria. Trolox® and DMSO markedly attenuated steatosis (Amp+Tr
and Amp+Dmso groups). No histological changes were observed in the CNS within
15 or 20 days of treatment. However, the cellular viability of the cerebral cortex
significantly reduced in the Amp group after 20 days of treatment; which effect was
reversed in the Amp+Tr and Amp+Dmso groups. In addition, deficient animals (Amp)
presented behavioral changes such as reduction in ambulation and exploratory
activities and in motor coordination and, interestingly, Trolox® and DMSO attenuated
these effects. These data suggest that in the model of thiamine deficiency with
amprolium the animals develop neurological and metabolic alterations, associated
with oxidative stress and possibly inflammation. In addition, the model proves
feasible for the study of vitamin deficiency with the establishment of a gradual
progressive process, without being markedly aggressive, as in the classic model of
pyrithiamine.

Keywords: Polioencephalomalacia, Vitamin B, Neurodegeneration,
Neuroprotection, Oxidative stress, Hepatic steatosis.
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1 INTRODUCAO

A importancia das doencas com manifestacdo neuroldégica em bovinos
cresceu desde o surgimento da encefalopatia espongiforme bovina (EEB), uma
doenca neurodegenerativa que acomete bovinos, e que faz parte do grupo das
encefalopatias espongiformes transmissiveis (EETs) (WELLS et al., 1987), tornando-
se uma das principais barreiras sanitarias internacionais de bovinos e seus produtos
(BARROS et al., 2006).

No Brasil, a enfermidade neurolégica mais diagnosticada nos bovinos é a
raiva, caracterizando a importancia socioeconémica e de saude publica das
enfermidades que acometem o sistema nervoso central (SNC) (GALIZA et al., 2010).
No entanto, para realizacdo do diagnoéstico diferencial das neuropatias devem-se
incluir todas as causas possiveis de doenca, inclusive as de origem em distlrbios
metabolicos do SNC, como a polioencefalomaléacia (PEM) (BARROS et al., 2006).

A PEM ¢é descrita como um distirbio metabdlico desencadeado por
deficiéncia de tiamina (vitamina B1) (SANT’ANA et al., 2009c). E caracterizada por
necrose com amolecimento (maléacia) da substancia cinzenta (polio) do encéfalo. A
denominacdo de necrose cerebrocortical € utilizada para designar a mesma
condi¢cédo na Europa (EDWIN; JACKMAN, 1973).

PEM é descrita como uma doenca nervosa e ndo infecciosa que afeta
bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos, caninos, felinos e humanos (RADOSTITS;
ZACHARY, 2009; VETRENO et al., 2012). Apresenta distribuicdo mundial e perdas
econdmicas relevantes em varios paises (APLEY, 2015). A deficiéncia de tiamina
(DT) foi considerada por muito tempo a causa da PEM, que poderia ocorrer
associada a determinadas condi¢cdes alimentares, como altas quantidades de gréos
(HAVEN; CALDWELL; JENSEN, 1983) e mudanca de lotes de pastagens pobres
para pastos jovens e tenros (JENSEN; GRINER; ADAMS, 1956).

Em humanos, a DT foi descrita pela primeira vez por Carl Wernicke no século
XIX (THOMSON et al., 2008), sendo insuficiéncias dietéticas a causa atribuida. E
denominada de beribéri e é frequentemente encontrada em individuos alcoolistas
(LEMOS, 2003) e se relaciona com a encefalopatia de Wernicke e sindrome de
Wernicke-Korsakoff, que s@o caracterizadas por disfun¢cdes motoras e de memoéria
(FERREIRA-VIEIRA, 2009). Os primeiros sintomas sao: imprecisdo motora, perda de
peso, fraqueza, edema e parestesias (MULHOLLAND, 2006).
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A partir da década de 70 muitos pesquisadores observaram que a PEM pode
ter outras causas, sendo elas: intoxicagao por enxofre (GOULD, 1998), intoxicagao
por sal associada a privacdo de agua (SCARRAT; COLLIN; SPONENBERG, 1985),
intoxicacdo por chumbo (CHRISTIAN, 1971), administracdo de determinados anti-
helminticos, como levamisole e tiabendazole (LINKLATER; DYSON; MORGAN,
1977), administracdo de substancias antagbnicas da tiamina, como o amprolio
(MORGAN, 1974), ingestdo de cadaveres (PURISCO, 1982), ingestdo de melaco —
provavelmente associada a intoxicacao por enxofre (MELLA; PEREZ-OLIVA; LOEW,
1976), mudanca brusca de pastos ruins para outros de 6tima qualidade (MORO;
NOGUEIRA; CARVALHO; MARQUES, 1994), ingestdo de plantas ricas em
tiaminases (ANDERTON et al., 1994) e infeccdo por herpesvirus bovino tipo V
(CARRILLO et al.,1983).

No Brasil, PEM foi descrita em bovinos no Rio Grande do Sul (SANTOS;
JARDIM FILHO; GRANDO, 1983), Minas Gerais (MORO; NOGUEIRA; CARVALHO ;
MARQUES, 1994), Pernambuco (VIEIRA et al.,, 2007), Mato Grosso do Sul, Séo
Paulo (PURISCO, 1982; NAKAZATO; LEMOS; RIET-CORREA, 2000; GONCALVES
et al., 2001; LEMOS, 2005; SANT’ANA et al., 2009b), Paraiba, Para (LEMOS, 2007),
Mato Grosso e Goias (LEMOS, 2005; SANT'ANA et al., 2009c). Em ovinos séo
relatados surtos de PEM nos estados de Pernambuco (NASCIMENTO, 2003;
VIEIRA et al., 2007), Paraiba (LIMA et al., 2005) e no Distrito Federal (MOSCARDINI
et al., 2003). Surtos da doenca em caprinos sdo descritos na Paraiba (LIMA et al.,
2005) e no Rio Grande do Sul (COLODEL et al., 1998).

A doenca pode ocorrer na forma de surtos (NAKAZATO; LEMOS; RIET-
CORREA, 2000) ou como casos isolados (LEMOS, 2005) e, na maioria das vezes
nao apresenta sazonalidade (NAKAZATO; LEMOS; RIET-CORREA, 2000). Apesar
de que na grande maioria dos casos as causas da PEM né&o foram confirmadas, em
varios focos observados houve resposta positiva ao tratamento de tiamina (LOW et
al., 1996; NAKAZATO, 1998). E interessante observar que o uso do termo
“polioencefalomalacia” gera confuséo, pois é utilizado tanto para designar a doenca
quanto a lesdo. A doenca PEM abrange varias causas (intoxicagdo por sal
associado a privacdo de agua, intoxicacado por enxofre, envenenamento por chumbo,
deficiéncia de tiamina) onde, a lesao polioencefalomalacia (necrose da substancia
cinzenta do encéfalo), € caracteristica de todas. Assim, o termo

polioencefalomalacia usado para descrever a lesdo néo se limita apenas ao cortex
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cerebral, sendo também utilizado para determinar a ocorréncia de necrose em
qualguer area do encéfalo onde h& substancia cinzenta (corpos neuronais) como,
por exemplo, cértex cerebral, hipocampo, corpo estriado, globo palido, cerebelo,
nacleos do tronco e nucleos talamicos.

Os sinais clinicos da PEM em ruminantes caracterizam-se por andar
cambaleante e em circulos, incoordenacao, decubito lateral ou esternal, movimentos
de pedalagem, atonia ruminal, tremores musculares, bruxismo, taquipneia, cegueira
total ou parcial, opistotono, pressédo da cabeca contra objetos, nistagmo, estrabismo,
afastamento do rebanho, agressividade e excitacdo (LIMA et al., 2005). O curso
clinico da doenca varia em torno de 2 a 4 dias (SANT’ANA et al., 2009c), porém séo
relatados quadros agudos de evolucdo de 12 horas (SANT’ANA et al., 2009c) ou
cronicos de até 25 dias (GONCALVES et al., 2001; VIEIRA et al., 2007).

Macroscopicamente, o encéfalo estd tumefeito por edema com achatamento
dos giros cerebrais e herniacdo da porcao caudal do telencéfalo, sob a tenda do
cerebelo e do verme do cerebelo pelo foramen magno. As lesdes no cortex variam
desde uma pequena alteracdo na cor (marrom-amarelada) da substancia cinzenta
afetada durante os estagios iniciais, até necrose caracterizada por amolecimento e
alteracdo acentuada na cor dessa estrutura, com liquefagédo do tecido afetado, apés
8-10 dias (BARROS, 2009). Microscopicamente, o cortex telencefélico apresenta
necrose neuronal (neurbnios vermelhos) frequentemente com distribuicdo laminar.
Ha também graus varidveis de edema perivascular e perineuronal tanto no cortex
como na substancia branca imediatamente subjacente e hipertrofia do endotélio.
Com o tempo (ap6s 8 a 10 dias), ha necrose de liquefagdo do cortex telencefélico
afetado que termina com remocdo do tecido cortical necrético por macrofagos
espumosos, conhecidos no sistema nervoso como células gitter (BARROS, 2009).

Atualmente, o tratamento bésico dos disturbios relacionados a DT envolve a
administracdo de altas doses da vitamina B1 (ABDOU; HAZELL, 2015; APLEY,
2015). Para humanos, a recomendacao terapéutica padrao inclui a administracéo de
tiamina em doses de 50-300 mg/dia (intravenosa, intramuscular ou oral) (KUMAR,
2007, 2010). Em casos de encefalopatia de Wernicke, doses ainda maiores podem
ser necessarias e, em casos de beribéri infantil, sdo recomendados 5-20 mg de
tiamina parenteral (KUMAR, 2010). Entretanto, devido as extensas e variadas
alteracbes em vias metabolicas celulares, atualmente tém-se buscado novas

estratégias terapéuticas que, juntamente com a terapia padrdo com tiamina,
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objetivam reduzir o surgimento de danos neurolégicos permanentes (ABDOU;
HAZELL, 2015). Nesse sentido, tém sido investigados, sob diversos aspectos, o uso
de substancias anti-inflamatorias  (flunixina  meglumina, dimetilsulfoxido,
dexametasona, nimesulida, minociclina), diuréticos (furosemida, manitol),
antioxidantes (Trolox®, dimetilsulféxido, minociclina), substancias que incrementam a
captacdo de glutamato (ceftriaxona, composto NP031112), blogueadores de
receptores glutamatérgicos (flupirtina), terapia com células tronco (precursores
neuronais) e uso de nanoparticulas (com 6xido de ceério) (ABDOU; HAZELL, 2015;
APLEY, 2015).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A tiamina é um co-fator importante das enzimas piruvato desidrogenase e a-
cetoglutarato desidrogenase, a qual esta envolvida no metabolismo de carboidratos
e da transcetolase, uma enzima importante da via das pentoses (BETTENDORFF;
WINS, 2013). A deficiéncia de tiamina provoca a diminuicdo no metabolismo
oxidativo, o que, eventualmente provoca a morte neuronal, pois, o cérebro depende
principalmente deste para a sintese de ATP (VICTOR et al., 1971). Entretanto, o
motivo pelo qual algumas regides do encéfalo sdo mais sensiveis a deficiéncia de
tiamina, comparadas com outras regides cerebrais ainda permanece obscuro
(HAZELL et al., 2013a). Em humanos a DT causa beribéri, embora existam
evidéncias que fatores genéticos, a falta de vitamina B; € sem duvida o fator
principal (SANTOS et al., 2003; MULHOLLAND, 2006).

O estudo das disfuncdes associadas a deficiéncia da tiamina tem sido
possivel através da utilizacdo de modelos experimentais, principalmente roedores. A
deficiéncia da vitamina B; pode ser induzida diretamente nestes animais através da
administragdo de uma dieta alimentar deficiente desta vitamina associada ou ndo
(PIRES et al., 2001) a inibidores de enzimas responsaveis pela producdo da forma
ativa da tiamina (LANGLAIS; SAVAGE, 1995).

2.1 TIAMINA

A histéria da tiamina remonta ao século passado quando Funk (1911) estudou
os efeitos do consumo de arroz polido em pombos e o0 aparecimento de polineurite,
gue era curada com a administracdo de uma substancia que estava presente nos
graos de arroz ainda néo polidos. Funk (1911) descreveu que a substancia tinha a
capacidade de curar beribéri nos humanos e polineurite em pombos. Esta
substancia foi entdo denominada de fator antineuritico.

A tiamina, ou vitamina B1, é encontrada principalmente nos cereais e nas
carnes, como peixe e porco. A tiamina € uma vitamina do complexo B, este sendo
composto também por riboflavina, niacina, piridoxina, nicotinamida, acido
pantoténico, acido p-aminobenzdico, inositol, biotina e &cido félico (KUMAR, 2010).

Como nem todos o0s seres vivos tém a capacidade de sintetiza-la, a

alimentacéo € a unica forma de adquiri-la (PEKOVICH et al., 1998). A tiamina é uma
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vitamina hidrossolavel e pode ser encontrada em quatro formas diferentes: livre,
monofosfatada (tiamina monofosfato), pirofosfatada (tiamina pirofosfato) e
trifosfatada (tiamina trifosfato). A tiamina pirofosfato € a forma mais abundante e
fisiologicamente ativa (RINDI, 2000). A tiamina € um composto diciclico com anéis
de tiazole e aminopirimidina, unidos por uma ponte de metileno. H4 uma cadeia
lateral de &lcool no anel de tiazole e, na ativacdo da tiamina ao seu derivado cofator
ativo, esta é esterificada com pirofosfato (BROWN, 2014).

A absorcao da tiamina ingerida através da alimentacao ocorre principalmente
na porgcdo proximal do intestino delgado, mas também pode ocorrer em menor
quantidade no estbmago e no célon. A tiamina possui um valor méximo de absorcéo,
ou seja, valores ingeridos acima de 2,5 miligramas por dia ndo sao absorvidos e sédo
eliminados pelo organismo. A forma pela qual a tiamina é absorvida é a néao
fosforilada, podendo a absorgéo ser tanto por transportadores com gasto de energia
ou por difusdo simples. A absorcdo ainda pode ser inibida por andxia e baixas
temperaturas (RINDI, 2000).

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

A DT, tanto em humanos quanto nos animais, acarreta sintomas neurolégicos
que, em parte, séo revertidos pela administracao de vitamina B1 (BUTTERWORTH,
1982). Essa deficiéncia resulta em disfuncdo das vias enzimaticas celulares
relacionadas ao metabolismo energético, que sdo essenciais para as atividades e
funcdes metabdlicas da célula (BUTTERWORTH, 1993; BUTTERWORTH; KRIL;
HARPER, 1993; SHEU et al., 1998).

Dada a importancia da tiamina no organismo, uma reducdo na sua
concentragdo tecidual pode interferir em numerosos mecanismos celulares,
desencadeando processos neurodegenerativos, resultando em alteracbes nas
funcdes cerebrais (MARTIN et al., 2003).

A tiamina atua como cofator importante para enzimas relacionadas ao
metabolismo intermediario que sdo: a transcelotase, o0 complexo da piruvato
desidrogenase e a a-cetoglutarato desidrogenase. A falta deste cofator resulta no
mal funcionamento destas enzimas, que pode acarretar em alteracdes significativas
do metabolismo energético nos diferentes 6rgdos. A alteracdo da producdo de
energia, a disfuncdo da producdo de neurotransmissores, acidose latica e espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo apontadas como as principais causas de danos
neurolégicos que caracterizam a DT (VETRENO et al.,, 2012; NARDONE et al.,
2013).

Diversos possiveis mecanismos tém sido propostos para o desencadeamento
da neuropatologia associada a PEM, tais como: alteragbes no metabolismo de
neurotransmissores, como acetilcolina (GIBSON et al.,, 1984) e &cido gama-
aminobutirico (GABA) (HEROUX; BUTTERWORTH, 1988), alteracées na utilizacéo
de glicose pelos neurbnios (HAKIM; PAPPIUS, 1983), estresse oxidativo (LANGLAIS
et al., 1997; CALINGASAN; GIBSON, 2000; HAZELL; WANG, 2005), acidose latica e
diminuicdo do pH encefalico (HAKIM, 1984; NAVARRO et al., 2005), apoptose
(MATSUSHIMA; MACMANUS; HAKIM, 1997), alteracdes no fluxo sanguineo
cerebral (HAKIM, 1986), processos inflamatérios (TODD; BUTTERWORTH, 1999;
KE; BOWEN; GIBSON, 2006; VEMUGANTI et al., 2006) e excitotoxicidade
(HAZELL; BUTTERWORTH; HAKIM, 1993). Porém, o estresse oxidativo tem sido

considerado o mecanismo celular primario no processo (DESJARDINS;
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BUTTERWORTH, 2005; HAZELL, 2009; VETRENO et al., 2012; NARDONE et al.,
2013).

Os niveis de tiamina pirofosfato, coenzima necessaria para a catalise de
sistemas enzimaticos relacionados a utilizacdo de glicose no SNC, sdo reduzidos
pela DT (HEROUX; BUTTERWORTH, 1995; MANCINELLI et al., 2003). Com a
reducdo desses niveis ocorre a interrupcdo da formacgédo de enzimas associadas,
como a a-cetoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase (GIBSON et al.,
1984; BUTTERWORTH, 1986; SHEU et al., 1998; DESJARDINS; BUTTERWORTH,
2005). A diminuicdo da atividade da a-cetoglutarato desidrogenase, que € um
importante intermediario no ciclo do acido tricarboxilico para producédo de trifosfato
de adenosina (ATP), leva a cessacdo da oxidacdo da glicose mitocondrial e morte
celular (GIBSON et al., 1984).

O comprometimento da capacidade oxidativa das células, devido a DT,
também aumentam a expressao de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), levando
a excessiva producao de oxido nitrico (NO) (CALINGASAN; GIBSON, 2000). O NO
pode interagir com o radical livre superoxido e resultar na formacao de peroxinitrito,
que é um potente oxidante associado com toxicidade e dano celular (HAZELL,
BUTTERWORTH, 2009). E importante ressaltar que tanto o NO quanto o
peroxinitrito podem inibir a atividade da o-cetoglutarato desidrogenase, que
consequentemente pode exacerbar a disfuncdo mitocondrial e 0 estresse oxidativo
(PARK et al., 1999; HAZELL; BUTTERWORTH, 2009). Portanto, a DT resulta em um
ciclo vicioso, onde diminuicdes da atividade da o-cetoglutarato desidrogenase
catalisam excessiva produgédo de EROs, que por sua vez inibem a capacidade da o-
cetoglutarato desidrogenase em regular o funcionamento do ciclo do &cido
tricarboxilico (HAZELL; BUTTERWORTH, 2009).

Varios trabalhos apontam que a DT pode causar alteracfes nos circuitos
colinérgicos (ANZALONE et al., 2010), serotonérgico (NAKAGAWASAI et al., 2007),
dopaminérgico e noradrenérgico (MOUSSEAU et al., 1996; NAKAGAWASAI, 2005),
glutamatérgico (TODD; BUTTERWORTH, 1998; KAWAKAMI; IKARASHI; KASE,
2010) e GABAérgico (FREITAS-SILVA et al., 2010; FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).
Tem sido observado que as EROs podem interferir com a remocéo do glutamato da
fenda sinaptica, através da inibicdo dos transportadores de alta afinidade (GLAST)

(ERIKSON et al., 2007). O aumento dos niveis de glutamato extracelular é
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potencialmente excitotdxico para os neurbnios (XU; XU; DENG, 2010), o que sugere
que as lesdes neuronais na DT resultem, em grande parte, da excitotocidade
(HAZELL et al., 1993; LANGLAIS; ZHANG, 1993; TODD; BUTTERWORTH, 1998). O
glutamato € o principal aminoacido envolvido em respostas sinapticas excitatorias no
SNC, onde se encontra distribuido de maneira ampla e uniforme (SALINSKA,
STAFIEJ, 2003). De acordo com WATKINS e JANE (2006), a participacdo desse
aminoacido em respostas excitatorias envolve sua capacidade de ativar, apdés sua
liberacdo no espaco extracelular, uma variedade de receptores poOs-sinapticos
especificos, que em ultima instancia, provocam a abertura de canais permeaveis aos
ions célcio e sédio (MELDRUN, 2000). O glutamato na fenda pode se ligar aos
receptores ionotropicos, acarretando um aumento nos niveis intracelulares de calcio
que pode ser captado pelas mitocondrias, resultando em mudancas na
permeabilidade da membrana mitocondrial e geracdo de EROs e estresse oxidativo
(ROTH, 2009). Adicionalmente, a excitotoxicidade glutamatérgica e o estresse
oxidativo também podem ativar varias vias de sinalizacao intracelular, incluindo as
vias das proteinas cinases ativadas por mitbgenos (MAPKs) (GRANT et al., 2001;
ZHANG et al., 2006; ZEPEDA et al., 2008; CHEN et al., 2009; RAMA RAO et al.,
2010).

As principais MAPKs s&o as cinases reguladas por sinal extracelular
(ERK1/2), c-Jun NH2-terminal cinases (JNK1/2) e as proteinas cinases ativadas por
mitdgenos de 38 kDa (p38™*"X) (CHANG, L.; KARIN, 2001; THOMAS; HUGANIR,
2004; WAETZIG; HERDEGEN, 2004). A cascata de ERK1/2 é primariamente ativada
por fatores de crescimento, regulando expressdao génica, embriogénese,
proliferacdo, sobrevivéncia e morte celular e neuroplasticidade (CHEN et al., 2001,
THOMAS; HUGANIR, 2004; SCHENK et al., 2005). As proteinas cinases JNK e
p38"APK  também conhecidas como proteinas cinases ativadas por estresse
(SAPKs), sdo ativadas por citocinas e insultos citotoxicos, estando frequentemente
relacionadas a estresse e morte celular (MIELKE; HERDEGEN, 2000; COWAN,;
STOREY, 2003). Porém, JNK e p38"*"X também regulam o desenvolvimento do
SNC e a neuroplasticidade (WAETZIG; HERDEGEN, 2004).

Dessa forma, através das atividades coordenadas das vias de sinalizacéo
intracelular, podem ser regulados processos bioquimicos/funcionais relacionados ao
desenvolvimento do SNC, a neuroplasticidade, a sobrevivéncia e morte celular e

processos patoloégicos como as doencas neurodegenerativas (BRAZIL; YANG,;
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HEMMINGS, 2004; HADDAD, 2004; THOMAS; HUGANIR, 2004; AOUADI et al.,
2006; SUBRAMANIAM, S.; UNSICKER, 2006; WAYMAN et al., 2006; NAGAI et al.,
2007; WANG; GRUNDKE-IQBAL; IQBAL, 2007).

2.3 VULNERABILIDADE REGIONAL DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E
LESOES CAUSADAS PELA DEFICIENCIA DE TIAMINA

Vérias trabalhos demonstram que as lesfes observadas em roedores DT séo
semelhantes as encontradas em humanos com a encefalopatia de Wernicke
(HAKIM; PAPPIUS, 1983). A deficiéncia ocasiona perdas celulares no hipocampo,
cerebelo, amigdala, talamo e coliculo inferior (IRLE; MARKOWITSTSCH, 1983). Os
mecanismos fisiopatoldégicos responsaveis pelo desencadeamento das lesdes
cerebrais que ocorrem na DT e a vulnerabilidade seletiva de regies do cérebro a
essas lesdes ndo sdo bem conhecidos. Porém, estudos relacionam a morte neuronal
da DT ao estresse oxidativo gerado por danos mitocondriais (HAZELL,;
BUTTERWORTH, 2009).

A deficiéncia crénica de tiamina gera reducfes nos niveis de enzimas
dependentes dessa vitamina no cérebro (BUTTERWORTH, 1986). Durante a DT,
ocorre uma cascata de eventos que culminam com diminui¢do da producdo de ATP
e piruvato desidrogenase e aumento da producdo de lactato, em decorréncia da
inibicdo da descarboxilacdo oxidativa de piruvato e a-cetoglutarato. A menos que a
tiamina seja rapidamente suplementada, a acidose e morte celular podem ocorrer
dentro de vinte e quatro horas (Figura 1) (HAZELL et al., 2013b).
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Figura 1. Componentes-chave da cascata de eventos associados a vulnerabilidade focal na
deficiéncia de tiamina (Adaptado de HAZELL et al., 2013).

A excitotoxicidade provocada pelo aumento do glutamato extracelular também
pode ter sérias consequéncias na bainha de mielina dos axénios, causando danos
(LI et al.,, 1999). Este dano da substancia branca também €& uma caracteristica
observada em ambas as situagdes: DT experimental e encefalopatia de Wernicke
(LANGLAIS; ZHANG, 1997). Além disso, sabe-se que a excitotoxicidade contribui
para a disfuncdo da barreira hematoencefalica (BHE) em células endoteliais
(GONSETTE, 2008).

Diversos estudos em animais com deficiéncia experimental de tiamina
mostram consistentemente danos precoces as células gliais, em vez dos neurdnios
(HAZELL, 2009). Esses achados sédo consistentes com alteracdes patoldgicas que
podem ser atribuidas a presenca de um processo patogénico inflamatério (HAZELL
et al., 2013b).

As lesdes encontradas no SNC relacionadas a DT sdo muito amplas e afetam
diferentes estruturas do SNC, podendo ser divergentes dependendo da espécie
envolvida (VETRENO et al.,, 2012). Nos ruminantes, as alteragcbes de necropsia
variam de acordo com o grau de severidade e duracdo do quadro clinico. Quando a
evolucdo for rapida, os achados podem estar ausentes (MOTTA et al., 1999;
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NAKAZATO et al., 2000; SCHILD et al., 2005) ou, pode ser identificada basicamente
pela tumefacdo do encéfalo, determinada pelo edema. Outro fator que deixa
evidente o edema no encéfalo é o deslocamento caudal (herniacdo) do bulbo e do
cerebelo no sentido do forame magno. Em casos mais avancados, pode ser
visualizado achatamento das circunvolugbes cerebrais, areas amareladas,
amolecidas, gelatinosas e deprimidas, hemorragias meningeas e subcorticais, ou até
mesmo, cavitacdes preenchidas por liquido amarelo (MORO, L.; NOGUEIRA,
R.H.G.; CARVALHO, A.U.; MARQUES, 1994; MAXIE; YOUSSEF, 2007). As areas
mais afetadas nos ruminantes sao primariamente limitadas ao cértex cerebral (LIMA
et al., 2005; ZACHARY, 2009; CUNHA et al., 2011), localizadas principalmente nos
sulcos das circunvolugcdes (NAKAZATO; LEMOS; RIET-CORREA, 2000). No
entanto, diversos relatos demonstram que outras areas do SNC dos ruminantes
também podem ser envolvidas, como o talamo, coliculo rostral (LIMA et al., 2005;
ZACHARY, 2009; CUNHA et al., 2011), nacleo caudado, corpo caloso, substancia
negra, ponte (LOW et al., 1996; LONERAGAN et al., 1998) e bulbo (LONERAGAN et
al., 1998; CUNHA et al., 2011). Essas lesdes apresentam fluorescéncia quando
visualizadas com auxilio de lampada ultravioleta de 365 nm (JACKMAN; EDWIN,
1983). Essa caracteristica ocorre em funcéo da presenca de metabdlitos lipidicos em
macrofagos ou de material semelhante a colageno de alto peso molecular (MAXIE;
YOUSSEF, 2007). Em casos crbénicos pode haver estreitamento acentuado e até
desaparecimento da substancia cinzenta (MCALLISTER et al., 1997).

Nos carnivoros, as regides mais afetadas sdo os nucleos do tronco
encefalico, especialmente os coliculos caudais e o nucleo periventricular, porém o
cortex cerebral e o cerebelo também podem ser afetados (ZACHARY, 2009). Em
roedores (ratos e camundongos utilizados em modelos experimentais de DT) a
patologia mimetiza o distirbio que acomete o humano. As lesdes nestes animais
normalmente sao encontradas nos nucleos talamicos, corpos mamilares, cerebelo,
tectum, substancia cinzenta periaquedutal e cértex frontal e parietal (VETRENO et
al., 2012; NARDONE et al., 2013).

Histologicamente, nos casos agudos em ruminantes ha necrose laminar e
segmentar dos neurbnios corticais do telencéfalo, eosinofilia citoplasmatica,
cromatdlise e picnose nuclear (neurénios vermelhos). Os neurbnios necroticos nao
devem ser confundidos com os denominados “neurbnios escuros”, os quais sao

artefatos pés-mortais que sédo formados comumente por manipulacdo excessiva do
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encéfalo na retirada do cranio (CAMMERMEYER, 1960; JORTNER, 2006). Outra
alteracdo comumente encontrada € o edema e consiste de aumento dos espacos
perineuronais e perivasculares e formacdo de varios vacuolos no neurépilo
(espongiose). A progressdo dessa lesdo pode, em alguns casos, ocasionar a
formacdo de fendas entre as camadas de neurdnios corticais ou entre as
substéancias cinzenta e branca (BARROS et al., 2006; SANT’ANA et al., 2009b). A
espongiose e o aumento dos espacos perineuronais e perivasculares sao atribuidos
ao edema de astrocitos, de acordo com estudos ultraestruturais (MORGAN, 1974).
Outras lesdes encontradas no SNC sdo degeneracdo de mielina, infiltracdo de
células Gitter, infiltrado inflamatorio e hipertrofia e hiperplasia de células endoteliais
(CARLTON; MCGAVIN, 1998; LIMA et al., 2005; ZACHARY, 2009; VETRENO et al.,
2012).

2.4 SUBSTANCIAS COM ACAO ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA

A utilizacdo de substancias antioxidantes e anti-inflamatérias como o Trolox®
e o DMSO vem da necessidade de se caracterizar novas substancias para serem
usadas como coadjuvantes na terapia da DT, juntamente com a tiamina visando
diminuir os efeitos deletérios neurodegenerativos causados pela DT. Além disso,
essas substancias com efeitos e funcdes conhecidas servem como ferramenta de

estudo para elucidar mecanismos das doencas.

2.4.1 DMSO

O dimetilsulféxido (DSMO) é uma substancia organica quimica de formula
C,HsSO (ROSENBAUM et al.,1965), peso molecular 78 (CARPENTER et al., 1994)
e temperatura de congelamento de 18,5 °C (BRAYTON, 1986).

Em 1961, foi relatado pela primeira vez que o DMSO era capaz de proteger
células, sistemas celulares e animais contra os efeitos letais e mutagénicos dos
raios-x e dos efeitos nocivos do congelamento (ASHWOOD-SMITH, 1967). Uma
ampla gama de efeitos farmacologicos exercidos pelo DMSO foi documentada em
modelos experimentais de animais (JACOB; HERSCHLER, 1986), como o aumento
da permeabilidade aos farmacos e o transporte através da membrana tecidual e
aumento da diurese (FORMANEK; SUCKERT, 1966; CHIOU; VESELY, 1995).
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O DMSO pode carrear diversas substancias a ele associadas, transportando-
as através das membranas biolégicas (BLYTHE et al., 1986; BRAYTON, 1986). Em
um estudo realizado para avaliar os efeitos comportamentais com diferentes
veiculos em roedores constatou-se que o DMSO utilizado como solvente diminuiu
significativamente a distancia percorrida dos animais (CASTRO et al., 1995).

A partir da década de 1980, a funcdo anti-inflamatéria do DMSO, como é
conhecida, tem sido considerada muito eficiente (BLYTHE et al., 1986; BRAYTON,
1986). Os mecanismos pelos quais essa substancia atua sdo multiplos (ALSUP;
DEBOWES, 1984), entre 0s quais sdo mencionados 0s antagonismos as
substancias originadas da cascata do &cido araquidénico (STONE, 1993) e ao fator
de agregacdo palquetaria (BRAYTON, 1986). Adicionalmente, foi demonstrada a
inibicdo da infiltracdo de polimorfonucleares (ALSUP; DEBOWES, 1984) e a
remocao de radicais livres produzidos pelos neutrofilos, envolvidos na evolugdo do
distarbio circulatério que precede a necrose (BLYTHE et al., 1986). Contudo, mesmo
com seus varios mecanismos, o DMSO é mais eficaz na inflamacéo aguda (KEDAR
et al., 1983). Estudos posteriores demonstraram a acao antiinflamatéria do DMSO
via oral sobre o edema induzido experimentalmente na pata de roedores (COLUCCI
et al., 2008).

O DMSO também possui acdo analgésica, que ocorre indiretamente a sua
propriedade anti-inflamatoéria e diretamente ao bloqueio quimico da fibra C em
nervos aferentes periféricos (STONE, 1993). Além disso, tem acdo central exercida
de maneira andloga a da morfina (ROSENBAUM; HERSCHLER; JACOB, 1965)
mas, possivelmente, sem o envolvimento de opidides (BRAYTON, 1986).

O mecanismo pelo qual o DMSO reverte alteracdes neuroldgicas decorrentes
de traumatismos cranianos com desenvolvimento de aumento da pressao
intracraniana em pacientes normovolémicos, sem alteracdes eletroliticas, pode ser
explicado pela propriedade diurética desse farmaco (BLYTHE et al., 1986). Em
pacientes humanos que apresentaram aumento da pressao intracraniana e disturbio
circulatério que levaram a ocorréncia de sinais neurolégicos, o0 DMSO administrado
por via intravenosa, provocou a estabilizacdo do processo com eficiéncia superior a
observada com o uso de furosemida (BLYTHE et al., 1986) ou do manitol (STONE,
1993).
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Outra acdo que o DMSO tem demonstrado possuir é a de liberacdo de
histamina, sendo a propriedade vasodilatadora atribuida as ac¢des histaminogénicas
(BRAYTON, 1986; STONE, 1993) e anticolinesterasica (BRAYTON, 1986).

Quanto a administracédo, o DMSO pode ser administrado diretamente no local
ou 6rgdo que se pretende tratar (pele, areas musculoesqueléticas, ouvidos, olhos,
em articulagBes, uretra, bexiga) ou também pode ser administrado por vias
sistémicas como a oral, intramuscular, intraperitoneal e intravenosa (SMITH; et al.,
1967).

Os principais produtos da degradacdo do DMSO sao a dimetilsulfona e o
sulfato de metila (HUCKER et al., 1967). A principal via de excrecdo é a urinaria,
embora a via respiratéria participando com menos de 3% pareca, pelo odor, ser a
principal (BRAYTON, 1986). O forte odor, comparado ao de alho, € resultante da
eliminacdo por via respiratéria dos produtos de degradacdo do DMSO, persistindo
aproximadamente por 48 horas apds a administracdo do farmaco (ROSENBAUM; et
al., 1965).

2.4.2 TROLOX

O Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croma-2-acido carboxilico) é um
analogo hidrossoluvel do tocoferol, que foi sintetizado por SCOTT et al. (1974) e
indicado como preservante de Oleos e gorduras. Esta substancia apresenta
propriedades antioxidantes e é eficaz tanto em gordura animal quanto vegetal,
caracteristica importante ja que o tocoferol possui pouca atividade na preservacao
da peroxidacdo de 6leos vegetais (SCOTT et al., 1974).

De acordo com Barclay et al. (1995), o Trolox® tem vantagem sobre os outros
antioxidantes que sado apenas lipossollveis, como a vitamina E. Devido a sua
estrutura cromanol, que Ihe confere atividade antioxidante, e ao grupo carboxila, que
possui efeito hidrossoltvel moderado, o Trolox® pode ser adicionado diretamente a
membrana lipidica sem a necessidade de solventes ou outros métodos de extracao,
tornando-o conveniente para estudos em sistemas biolégicos naturais.

Wu et al. (1990) verificaram que o Trolox® teve efeito protetor nos midcitos,
hepatocitos e eritrécitos contra radicais de oxigénio gerados artificialmente. Nesse

estudo, os autores utilizaram hepatocitos humanos como modelo, com o objetivo de



26

explorar o mecanismo de acdo do Trolox® na célula e sugeriram que seu
comportamento foi consistente com o0 esperado para um antioxidante, ou seja atuou

como removedor de EROs.

2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DEFICIENCIA DE TIAMINA

Apesar da associacao de fatores causais relacionados a PEM, ainda ha muita
contradicdo em relacdo as lesbes e mecanismos celulares que ocorrem em
diferentes estruturas do SNC. Nesse sentido, alteragcbes cerebrais e
comportamentais em decorréncia da DT é uma area clinicamente relevante do
estudo, com amplas implicacbes para uma vasta gama de individuos afetados
(ruminantes, carnivoros e humanos). A necessidade da melhor compreensdo da
etiopatogenia da PEM tem estimulado no Brasil o estabelecimento de modelos
experimentais em ruminantes (DAVID et al.,, 2007; SANT'ANA et al.,, 2009a;
NOGUEIRA et al., 2010; CUNHA et al., 2011). Entretanto, as tentativas de
reproducdo experimental da PEM tém apresentado dificuldade, tanto com a
utilizacéo de analogos da tiamina quanto na intoxicacao por enxofre (DAVID, 2002),
uma vez que nado sao observados sinais clinicos em todos os animais experimentais.
Além disso, o uso de animais de grande porte envolve tempos prolongados para a
experimentacdo, maiores aportes financeiros e necessidade de grande espaco
fisico. Assim, a utilizacdo de animais de laboratério (ratos e camundongos) e
modelos de culturas de células minimiza estes fatores e otimiza a busca do
conhecimento.

A utilizacdo de modelos experimentais in vitro com cultura de células fornece
uma abordagem direta sobre a célula alvo envolvida no distdrbio. Os modelos
experimentais oferecem a oportunidade para investigagdo aprofundada para as
bases celulares de disturbios neurolégicos que ocorrem nos animais e humanos.
Modelos de DT em cultura de células podem proporcionar um interessante
panorama para os déficits neuroquimicos associados a deficiéncia, além de
apresentar alta eficiéncia de inducdo de alteracdes (WANG et al., 2000; CHORNYY;
PARKHOMENKO; CHORNA, 2007; KAWAKAMI; IKARASHI; KASE, 2010).



27

Entretanto, modelos in vitro com cultura de células sdo complexos de se
estabelecer, por serem dispendiosos e exigirem estrutura fisica especifica.

Os modelos experimentais para estudo in vivo em animais de laboratério
oferecem a oportunidade para investigacdo aprofundada e experimental para as
bases anatdmicas, fisiologicas e celulares de disturbios neuroldgicos que ocorrem
nos animais e humanos. Modelos de DT em roedores podem proporcionar um
panorama significativo para os déficits estruturais, neuroquimicos e cognitivos
associados a DT, assim como se mostram Uteis para uma maior compreensao das
funcBes celulares no cérebro intacto, além de apresentar alta eficiéncia de inducao
de lesédo no modelo (VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013). Em patrticular,
estudos em roedores e humanos, por exemplo, tem demonstrado que a DT produz
de forma similar morte celular neuronal e/ou neurodegeneracdo, ativacdo glial,
inflamacé&o e anormalidades no metabolismo oxidativo celular (VETRENO et al.,
2012), sugerindo um papel idéntico para a tiamina no SNC de diferentes espécies
animais (VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013). Dessa forma, o0 uso de
roedores de laboratério para o estudo da DT in vivo, que ocorre em outras espécies
animais, se caracteriza como um modelo experimental eficiente e com grande
reprodutibilidade de alteragdes neuroldgicas (CALINGASAN et al., 1995; KE et al.,
2003; RINDI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007; WANG et al., 2007).

Existem dois modelos experimentais bem determinados para roedores que
sao utilizados para o estudo da DT (VETRENO et al., 2012; NARDONE et al., 2013).
O primeiro método induz a DT através da utilizacdo de dietas livres de vitamina B1,
por um periodo de tempo suficiente para depletar os estoques de tiamina corporal
(3-4 semanas). O segundo modelo gera uma DT de forma mais rapida, combinando
a alimentacdo com racdo livre de tiamina com a administracdo (injecoes
intraperitoneais, i.p.) de piritiamina (inibidor da tiamina pirofosfocinase). Este
segundo modelo, denominado DT induzida por piritiamina, induz uma progressao
estereotipada dos sinais clinicos neurolégicos e comportamentais que foram
mapeados para alteracbes especificas na neuroanatomia e neuroquimica,
mimetizando a patologia natural descrita para a DT (ZHANG et al., 1995; HAZELL,
BUTTERWORTH, 2009). Além disso, estudos demonstram que as alteracdes
neurolégicas comportamentais em fase aguda observadas na DT nos modelos
experimentais em roedores, também podem ser revertidas pelo tratamento com altas

doses de tiamina (ZHANG et al.,, 1995). Portanto, a forca desses modelos de
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roedores vem da capacidade de manipular o periodo e a duracdo da deficiéncia, o
momento e a natureza de intervencles terapéuticas, e o periodo em que o0s
parametros anatdomicos e/ou fisiologicos sdo avaliados (VETRENO et al., 2012).
Adicionalmente, existem também estudos que utilizam outros analogos quimicos da
tiamina em roedores, como o amprolio (GREENWOOD; PRATT, 1985; RINDI et al.,
2003). Entretanto, estes estudos abordam aspectos farmacoldgicos da substancia, e
seus mecanismos e efeitos ndo tém sido ainda bem caracterizados. Mas estudos
sugerem que a acao in vivo do amprolio na inducéo de DT possa ser melhor que o
cldssico modelo com piritiamina (BUNIK; TYLICKI; LUKASHEV, 2013).
Recentemente, um estudo de inducdo de DT com amprélio administrado via oral em
camundongos, demonstrou o desenvolvimento de distdrbios psicomotores nos
animais (PEREIRA et al., 2017).

Apesar do estabelecimento de modelos experimentais em laboratério com
roedores, e da descricdo das disfuncdes neuroldgicas e danos cerebrais que
resultam da DT, os mecanismos precisos que conduzem as lesGes caracteristicas
desse distUrbio permanecem obscuros. Ao longo de muitos anos, tém sido propostos
varios processos que podem levar & morte celular neuronal focal nesta desordem
neurolégica. Mas, apesar dos esforcos concentrados para relacionar esses
processos a uma sequéncia clara de acontecimentos que culminam no
desenvolvimento da neuropatologia, poucos resultados foram obtidos e atualmente
muito pouco ainda se conhece sobre os mecanismos celulares envolvidos nos
processos neurodegenerativos da PEM. Embora a fase aguda da PEM seja
considerada facilmente tratavel pela administracdo de tiamina, uma neuropatologia
cronica e ndo responsiva a tratamento pode se desenvolver apds repetidos ataques
de deficiéncia subclinica (HARPER, 1983), sugerindo que a intervencdo apropriada
durante estes episédios tem o potencial para atrasar ou prevenir o desenvolvimento
de grandes lesdes no SNC. Essa intervencdo, no entanto, s6 € possivel e com
probabilidade de sucesso, se a fisiopatologia subjacente a esta condicdo for bem
compreendida, algo que continua seriamente carente no momento (HAZELL, 2009).

Assim, devido ao fato das lesbes na DT serem controversas e do
desconhecimento dos mecanismos precisos de morte celular envolvidos no
processo, que nao permitem uma abordagem terapéutica mais eficiente, e da
necessidade de aumentar a produtividade da bovinocultura no pais, que tem exigido

a utilizacdo de novas estratégias nutricionais como a utilizacdo de dietas ricas em
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energia e pobre em fibra associada ao uso de subprodutos da agroindustria, criam-
se condi¢cbes de risco para a ocorréncia da PEM, seja pela maior exposicao ao
enxofre ou, principalmente, por disturbios digestivos com consequente destruicdo da
tiamina ruminal. Portanto, ha a necessidade do desenvolvimento de pesquisas com
0 uso de modelos experimentais vidveis que permitam melhor compreensdo da

patogenia da PEM.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho € determinar diferentes parametros morfolégicos,
moleculares, comportamentais e metabdlicos em camundongos experimentalmente
submetidos a DT em um modelo in vivo inédito, com intuito de avaliar a ocorréncia
de alteracdes celulares e o delineamento de estratégias neuroprotetoras eficientes, a

fim de determinar protocolos terapéuticos futuros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estabelecer um protocolo experimental in vivo com o antagonista da tiamina,
amprolio, para indugdo de DT em camundongos;

b) Avaliar o perfil metabdlico sistémico dos animais submetidos ao modelo
experimental de DT com amprolio, através da avaliacdo do consumo de racéo,
ganho de peso corporal, avaliacdo macroscopica e histopatolégica das visceras;

c) Caracterizar as alteragbes comportamentais motoras e cognitivas nos
camundongos submetidos a DT induzida por amprolio;

d) Identificar e quantificar, dentro do modelo in vivo de DT com amprolio, as areas
encefélicas afetadas através do método de viabilidade celular da reducdo do TTC
(cloreto de 2,3,5-trifenitetrazélio), utilizando fatias encefalicas dos camundongos
tratados;

e) Caracterizar a possivel acdo neuroprotetora do agente antioxidante Trolox® e do

anti-inflamatério DMSO, no modelo in vivo de DT.
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4 METODOS

4.1 ANIMAIS

No modelo experimental in vivo para o estudo da DT sobre o SNC, foram
utilizados camundongos Swiss machos com idade pds-natal de 50 dias. Os animais
foram produzidos em biotério proprio (Laboratorio de Patologia Experimental, UFT) e
mantidos, manipulados e eutanasiados de acordo com o codigo de ética de
utilizacado de animais em pesquisa, conforme protocolo aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da UFT (CEUA-UFT, processo n° 23101.000284/2014-13).

4.2 TRATAMENTOS IN VIVO - MODELO DE DEFICIENCIA DE TIAMINA

Foi utilizado um modelo de deficiéncia dietética de tiamina em conjunto com
injecbes de amprdlio, antagonista da tiamina. Camundongos foram separados em
doze grupos e submetidos a diferentes tratamentos (Quadro 1), durante 15 (seis
grupos de tratamento) ou 20 dias (seis grupos de tratamento). Dentre 0s grupos,
seis eram grupos controle, que receberam solugcdo salina (NaCl 0,9%) ou
substancias neuroprotetoras (Trolox® e dimetilsulféxido) e seis eram grupos
deficientes, que receberam amprélio seguido ou ndo de substancias

neuroprotetoras.

Quadro 1. Distribuicdo dos grupos experimentais e tratamentos do modelo de deficiéncia de tiamina
com amprdlio, realizados durante 15 ou 20 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL TRATAMENTO
Grupo 1 — Controle (Cont) Sol. salina
Grupo 2 — Deficiente (Amp) Amproélio
Grupo 3 — Deficiente com Trolox (Apm+Tr) Amprolio, associado ao Trolox®

Grupo 4 — Deficiente com DMSO (Amp+Dmso) | Amprélio, associado ao dimetilsulféxido

Grupo 5 — Controle Trolox® (Tr) Trolox®

Grupo 6 — Controle DMSO (Dmso) Dimetilsulféxido
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Os grupos 1, 5 e 6 receberam ao longo de todo o tratamento ragdo padrao
AIN-93M (PRAG Solucdes Biociéncias, SP, Brasil), segundo o American Institute of
Nutrition (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Os grupos 2, 3 e 4 receberam racao
deficiente em tiamina AIN-93DT (PRAG Solucdes Biociéncias, SP, Brasil) durante os
periodos de tratamento. Os constituintes da dieta DT eram idénticos aos da dieta
padréao, exceto a falta da vitamina.

Os grupos receberam agua e racdo ad libitum e, diariamente, injecdes
intraperitoneais (i.p.) de solucao salina (controles; Grupo 1), amprélio (deficientes, 80
mg/kg; Grupos 2, 3 e 4; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e/ou os
neuroprotetores Trolox® (1 mg/kg; Grupos 3 e 5; Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA) ou DMSO (1 ml/kg em solugdo 10% em salina; Grupos 4 e 6). Os volumes
injetados foram ajustados para 0,1 ml/10 g de peso corporal (CALINGASAN et al.,
1996; CORDOVA et al., 2012).

Os doze grupos foram submetidos a tratamentos com duracdo de 15 (seis
grupos de tratamento) ou 20 dias (seis grupos de tratamento) e, durante sua
execucgao, foram controlados diariamente o ganho de peso e o consumo de racao
(Figura 2).

A
Dia zero Dia 15 !
4 ¥ Analises |
4 Y ’ Ganho de peso
[ Tratamentos =Grupos 1a6 | Consumo de ragao
B Histopatologia
> Viabilidade celular
20DIAS Comportamento
Di P - Campo aberto
ia zero ia
- Rotarod
4 28
L . -

[ Tratamentos=Grupos 1a 6 l

Figura 2. Delineamento experimental do modelo in vivo de deficiéncia de tiamina com amprélio com
tempos de duragdo de 15 (A) ou 20 dias (B). Apos os diferentes tratamentos (grupos 1 a 6) durante
15 ou 20 dias, foram realizadas as avaliacdes histopatolégicas, de viabilidade celular e
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comportamentais. Os ganhos de peso corporal e consumos de racdo dos animais foram verificados
diariamente, ao longo dos periodos de tratamento.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS E ANALISE HISTOPATOLOGICA

Realizado os tratamentos, fragmentos de figado, rim, pulm&o e coracao e dos
encéfalos dos camundongos foram coletados para avaliacdo histopatoldgica. As
amostras foram obtidas durante exame pds-mortal dos animais e acondicionadas em
frascos contendo formol tamponado a 10%. Apds uma semana de fixacdo, as
amostras foram encaminhadas para processamento histoldgico. Os tecidos foram
desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados em xilol e embebidos em
parafina, seguindo-se microtomia (espessura de 5 um) e coloracdo por hematoxilina
e eosina (HE). A andlise histopatoldgica foi realizada através de microscépico Optico
trinocular Bioptika B20T, acoplado a uma camera digital ISH500 CMOS-5.0 colorida
(Tucsen Photonics, Fujian, China). As imagens foram projetadas em monitor e
capturadas pelo software I1SCapture® v.3.6.7. (Tucsen Photonics, Fujian, China) em
objetiva de 40x. As lesdes encontradas foram graduadas em padrdo de ausente (-)

a acentuada (+++++) (n =5).

4.4 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Foi utilizado o método colorimétrico de reducdo do TTC para o estudo da
viabilidade e morte celular. Este método tem por objetivo determinar uma possivel
interferéncia da DT na viabilidade focando a mitocéndria. O TTC (um sal de
tetraz6lio) é reduzido a um pigmento insolivel (formazan vermelho) por
desidrogenases mitocondriais e assim, a quantidade de pigmento formado é
diretamente proporcional a atividade metabdlica celular (SHELINE; WEI, 2006). As
fatias foram preparadas conforme descrito por Cordova et al. (2004). Brevemente, 0s
encéfalos dos camundongos tratados foram retirados a 4 °C e fatiados na espessura
de 500 pm, utilizando-se matriz de corte para encéfalos de camundongos.
Posteriormente, as fatias obtidas do encéfalo foram pré-incubadas em tampao
HEPES-salina (124 mM de NaCl, 4 mM de KCI, 1,2 mM de MgSOQOy,, 25 mM de
HEPES, 12 mM de glicose e 1 mM de CaCl,, pH 7.4) em temperatura ambiente por
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30 min e em seguida, incubadas no mesmo tampao por 30 min com TTC 1% a 37 °C
(GAO, 2008). Apés a incubacéo, o tampédo foi removido e as fatias lavadas com
solucéo salina (NaCl 0,9%) e em seguida fixadas em solucdo de paraformaldeido a
4%. As fatias foram escaneadas e a viabilidade celular foi determinada pela
mensuracao da densidade Optica (D.O) do cromdgeno produzido nas estruturas de
interesse — cortex cerebral, corpo estriado, tdlamo e hipocampo - através do
programa Image J (National Institute of Health, MD, EUA) (Figura 3). Os dados séo
expressos em porcentagens em relacdo ao controle (considerado 100%) e os

valores sdo expressos como média + E.P.M (n =5).

Figura 3. Avaliacdo da viabilidade celular em fatias encefélicas de camundongos deficientes em
tiamina com amprolio através do método colorimétrico de redugéo do TTC. As areas encefélicas de
interesse foram delimitadas e avaliadas pela D.O. do cromégeno vermelho produzido. Foram
analisados o corpo estriado (linha amarela), tdlamo (linha verde), hipocampo (linha azul) e cortex
cerebral (linha branca).

4.5 ANALISE COMPORTAMENTAL

Para os testes de comportamento os animais foram testados em campo
aberto e no rotarod, para avaliar os efeitos dos tratamentos de DT e/ou substancias
neuroprotetoras (Trolox® e DMSO) nos comportamentos motor e cognitivo dos
animais. O teste de rotarod em associacdo com o0 campo aberto representa a
principal abordagem na caracterizacdo fenotipica motora em modelos animais
(BROOKS; DUNNETT, 2009). O campo aberto foi desenvolvido para o estudo
comportamental de ratos e consiste em expor o animal a um novo ambiente,

observando parametros como o0s movimentos locomotores, que sao o0s
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deslocamentos entre um ponto a outro da arena, os movimentos de exploragéo (ou
nao locomotores) que sao aqueles que o animal pode realizar sem a necessidade de
deslocamento, como por exemplo atividade de levantamento e autolimpeza. Em
experimentos com roedores, estes comportamentos sdo essenciais para avaliar
efeitos psicoestimulantes, ansiedade e depressdo (PRUT; BELZUNG, 2003). Os
animais foram habituados a sala de ensaio durante 1 h antes de iniciar os testes,
gue foram realizados durante a fase clara do ciclo circadiano (10h00-17h00).

Os testes de campo aberto foram realizados em arena circular de 300 mm de
didametro, com base acrilica branca dividida em 12 quadrantes e parede cilindrica de
acrilico transparente (Bonther, SP, Brasil). Os testes tiveram duracdo de 10 min e
foram avaliados o0s seguintes parametros: distancia percorrida (numero de
guadrantes ultrapassados com 0s quatro membros), numero de bolos fecais, nimero
de levantamentos (rearing; levantamentos completos dos dois membros anteriores)
e numero de movimentos de limpeza (grooming) (AGUIAR et al., 2009; CORDOVA
et al., 2012). Os ensaios de campo aberto foram realizados em duas etapas. A
primeira etapa (dia zero) foi realizada no primeiro dia de tratamento dos animais e, a
segunda (dia 15 ou 20), realizada 24 horas ap6s o ultimo dia de tratamento. Os
resultados obtidos sdo expressos em porcentagem das afericdes dos dias 15 ou 20
em relacdo ao dia zero (100%) + E.P.M (n = 12).

O teste do rotarod, que teve por objetivo avaliar os efeitos dos tratamentos
sobre a coordenacdo motora dos animais, consistiu em duas etapas:
condicionamento (treino) e teste (JIANG et al.,, 2004; CORDOVA et al.,, 2012).
Primeiramente, os animais foram condicionados no cilindro estacionario durante 30
S, seguido por um periodo de 90 s no cilindro com rotacdo fixa em 5 RPM. Os
animais que falharam nesta primeira etapa, foram submetidos & no maximo duas
sessOes adicionais de condicionamento. A falha na terceira sessao foi critério de
exclusdo para as sessdes de teste. Trinta minutos ap6s a Ultima sessao de
condicionamento, os animais foram testados no rotarod e o tempo de laténcia para
queda foi gravado para determinar o grau de coordenacédo motora. O teste consistiu
de duas sessdes diarias do rotarod com duracdo maxima de 5 min, intervalos de 30
minutos entre as duas sessdes, iniciando a velocidade de 5 RPM e com aumento de

0,1 RPM/s. Os resultados obtidos sédo expressos em segundos + E.P.M (n = 4).

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

quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 GANHO DE PESO

Os animais que receberam a dieta deficiente em tiamina em associagdo com
a administracdo do antagonista amprdélio (grupo Amp), apresentaram significativa
reducdo no ganho de peso corporal comparados ao controle (Tabela 1), apés 15
dias de tratamento (p = 0,001). Ambas as substancias protetoras, Trolox® e DMSO,
nao impediram a reducdo do ganho peso nesses animais (Amp+Tr; p = 0,845;
Amp+Dmso, p = 0,184; comparados ao grupo Amp).

Nos animais tratados por 20 dias (Tabela 1), os animais do grupo Amp
também apresentaram significativa reducéo no ganho de peso corporal comparados
ao controle (p = 0,001). Do mesmo modo, o antioxidante Trolox® (Amp+Tr; p =
0,912, comparado ao grupo Amp) nao impediu a diminuicdo no ganho de peso. De
forma interessante, os animais do grupo Amp+Dmso apresentaram queda
acentuada do ganho de peso ao longo do tratamento (p = 0,00005, em relacédo ao
grupo Cont; p = 0,038, em relacdo ao grupo Amp). Porém, Trolox® e DMSO per se
nao influenciaram no ganho de peso tanto em 15 (Tr, p = 0,636; Dmso, p = 0,731,
comparados ao controle) quanto em 20 dias de tratamento (Tr, p = 0,746; Dmso, p =

0,512; comparados ao controle).

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

Tratamento de 15 dias Tratamento de 20 dias

Peso (g) Peso (g) Ganho de Peso (g) Peso (g) Ganho de
Dia zero Dia 15 peso (g) Dia zero Dia 20 peso ()

Cont 37,72+1,29 4229+150 458+0,55 3996+0,99 4517+130 5,21+0,49
Amp 39,25+0,80 39,83+0,78 0,58+0,65* 41,08+0,90 41,02+1,10 -0,06 +1,03*
Amp+Tr 40,66 +0,88 41,02+1,26 0,36+0,62* 39,49+141 3959+1,77 0,11+1,10*
Amp+Dmso 40,53+1,06 42,63+1,27 2,10+0,82* 39,51+1,88 36,25+1,91 -3,26+1,51*

Tr 38,39+1,27 4243+1,63 4,04+0,67 40,78+0,70 46,49+0,98 5,71+0,58

Dmso 41,83+1,09 46,80+1,18 4,97+0,64 39,14+155 4543+135 6,29+1,48

*p < 0,05 em relacéo ao controle.
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5.2 CONSUMO DE RACAO

Durante os periodos de tratamento, os animais deficientes (grupo Amp)
apresentaram reducdo no consumo de racdo em relacdo aos controles (Tabela 2),
tanto em 15 dias (p = 0,019), quanto em 20 dias (p = 0,004). O Trolox® (grupo Amp+
Tr) n&o interferiu na reducéo do consumo de ragédo nos animais tratados por 15 e 20
dias, em comparacdo do grupo Amp (15 dias, p = 0,770; 20 dias, p = 0,382). O
DMSO (Amp+Dmso) ndo impediu a queda do consumo de racdo nos animais
tratados por 20 dias (p = 0,525, comparado ao grupo Amp). Entretanto, no grupo
Amp+Dmso tratado por 15 dias houve uma inibicdo parcial da queda de consumo de
racao (p = 0,118, comparado ao grupo Cont; p = 0,359, comparado ao grupo Amp).

O Trolox® n&o interferiu no consumo de racdo dos animais, em ambos 0s
periodos de tratamento, comparados aos controles (15 dias, p = 0,901; 20 dias, p =
0,996). Da mesma forma, o DMSO (grupo Dmso) administrado por 20 dias, nao
alterou o consumo de racéo dos animais (p = 0,665, em relacdo ao controle). Porém,
em 15 dias de tratamento, o DMSO per se (grupo Dmso) aumentou a ingestao de

racao pelos animais (p = 0,035, comparado ao controle).

Tabela 2. Consumo de ragdo dos camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com amprolio.

Tratamento de 15 dias Tratamento de 20 dias

Consumo (g)Consumo (g)
Dia zero Dia 20

Consumo (g)Consumo (g)

Dia zero Dia 15 Variagao (9)

Variacao (g)

Cont 561+£032 452+025 -1,09+£0,39 519+£030 4,02+0,20 -1,17+0,28
Amp 552+0,37 2,78+022 -2,74+0,35* 577+£0,27 283+028 -295+041*
Amp+Tr 546+0,38 290+0,27 -256+0,38* 5,19+£0,30 2,74+0,27 -2,46+0,28*
Amp+Dmso 527+0,34 3,14+048 -2,13+0,32 513+£041 183+0,16 -3,30+0,29*

Tr 556+0,27 4,40x018 -1,16+040 569+042 452+0,09 -1,17+0,48

Dmso 485+0,27 5,11+0,17 0,26+041* 543+0,36 4,50+0,07 -0,93+0,29

*p < 0,05 em relagéo ao controle.

5.3 VIABILIDADE CELULAR

Foi avaliada a viabilidade celular no SNC dos camundongos expostos ao

modelo experimental de DT baseado em dieta com auséncia da vitamina associado
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a injecdes diarias de amprolio, antagonista de tiamina. O teste de viabilidade celular
baseia-se na mensuracdo de cromdgeno produzido por desidrogenases
mitocondriais, a partir da reducéo do TTC (SHELINE; WEI, 2006; GAO et al., 2008).
O resultado baseia-se na relacdo direta entre atividade mitocondrial (viabilidade da
célula) e a quantidade de pigmento gerado. Nesse sentido, ndo foram observadas
alteracées na viabilidade celular no SNC dos camundongos DT (grupo Amp)
tratados por 15 dias, em comparacao ao grupo controle, em nenhuma das estruturas
nervosas avaliadas: cortex cerebral (p = 0,128), hipocampo (p = 0,654), corpo
estriado (p = 0,413) e tdlamo (p = 0,744) (Figura 4A).

Nos animais do grupo Amp tratados por um periodo mais longo, de 20 dias
(Figura 4B), foi observada queda de viabilidade celular de 9,99% no coértex cerebral
(p = 0,00007, comparado ao controle). O Trolox® (grupo Amp+Tr) protegeu
parcialmente a queda da viabilidade celular do cortex cerebral, com diminuicdo de
viabilidade de 5,51% em relacdo ao controle (p = 0,007, em relacdo ao grupo Cont; p
= 0,021 em relagdo ao grupo Amp). Por outro lado, o DMSO (grupo Amp+Dmso)
bloqueou de modo significativo a queda da viabilidade celular nessa estrutura, em
relacdo ao grupo Amp (p = 0,001), com reducéo de viabilidade de 3,36% em relagcao
ao controle (p = 0,076). Além disso, nos animais tratados por 20 dias, também né&o
foram observadas alteracbes na viabilidade celular do hipocampo (p = 0,475), corpo
estriado (p = 0,934) e talamo (p = 0,411).
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Figura 4. Viabilidade celular no encéfalo de camundongos deficientes em tiamina com amproélio. Os
painéis mostram a viabilidade celular das diferentes regifes encefalicas de camundongos tratados
por 15 (A) ou 20 dias (B) com rac¢@o AIN-93M e salina (controle; NaCl 0,9%), racdo AIN-93DT e
amprolio (Amp), racao AIN-93DT e amprolio com Trolox® (Amp+Tr), racdo AIN-93DT e amprdlio com
DMSO (Amp+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox® (Tr) e racdo AIN-93M e DMSO (Dmso). As fatias
foram incubadas com TTC por 30 min, escaneadas e as densidades O6pticas (D.O.) das regides
encefalicas foram mensuradas por programa especifico. Resultados representam a média + E.P.M
das porcentagens das D.O. em relacdo ao controle (considerado 100%), derivados de 5 experimentos
independentes. Resultados analisados por ANOVA seguido do teste de Duncan. * p < 0,05
comparado ao controle; # p < 0,05 em relacdo ao grupo Amp.
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5.4 HISTOPATOLOGIA

Apesar da queda da viabilidade celular observada no coértex cerebral dos
camundongos expostos ao modelo de DT com amproélio (Figura 4), ndo foram
observadas alteracfes histoldgicas tanto em 15 (Figura 5), quanto em 20 dias de
tratamento (Figura 6), nas diferentes regides encefélicas dos camundongos.

Estriado Hipocampo Talamo

\
N

Cerebelo Cortex

Cont

Amp+Dmso

Tr

Dmso

Figura 5. Histopatologia do encéfalo de camundongos deficientes em tiamina com amprodlio tratados
por 15 dias. O painel mostra imagens representativas de seccdes histolégicas de cerebelo, cértex
cerebral parietal, estriado, hipocampo e tdlamo de camundongos tratados por 15 dias com racdo AIN-
93M e salina (controle; NaCl 0,9%), racao AIN-93DT e amprélio (Amp), racdo AIN-93DT e amprélio
com Trolox® (Amp+Tr), racdo AIN-93DT e amprélio com DMSO (Amp+Dmso), racdo AIN-93M e
Trolox® (Tr) ou ragé@o AIN-93M e DMSO (Dmso). HE, 40x.
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Figura 6. Histopatologia do encéfalo de camundongos deficientes em tiamina com amprélio tratados
por 20 dias. O painel mostra imagens representativas de seccdes histoldgicas de cerebelo, cortex
cerebral parietal, estriado, hipocampo e tdlamo de camundongos tratados por 20 dias com ragao AIN-
93M e salina (controle; NaCl 0,9%), racao AIN-93DT e amprdlio (Amp), racdo AIN-93DT e amprdlio
com Trolox® (Amp+Tr), racdo AIN-93DT e amprélio com DMSO (Amp+Dmso), racdo AIN-93M e
Trolox® (Tr) ou racé@o AIN-93M e DMSO (Dmso). HE, 40x.

A histopatologia os animais do grupo Amp desenvolveram esteatose hepatica
macrovacuolar, com distribuicdo multifocal centrolobular nos camundongos tratados
por 15 dias (Figura 7) e difusa quando tratados por 20 dias (Figura 8).
Diferentemente, os animais do grupo Amp+Tr apresentaram redugdo acentuada do
guadro, manifestando esteatose discreta em alguns hepatdcitos esparsos nos
animais tratados por 15 dias e esteatose microvacuolar difusa em 20 dias. Nos
camundongos do grupo Amp+Dmso foi observada uma diminuicdo consideravel da
esteatose tanto em 15 quanto em 20 dias. Entretanto, DMSO per se ocasionou
discreta esteatose nos animais, tanto em 15 quanto em 20 dias. Além disso, o

Trolox® (grupo Tr) também produziu esteatose, porém de forma microvacuolar difusa
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nos animais tratados por 20 dias, mas reduziu a lesdo quando comparado ao grupo
Amp (Tabela 3).

Coragao Figado Pulmao Rim

Amp+Dmso

Tr

Dmso

Figura 7. Histopatologia de érgdos de camundongos deficientes em tiamina com amprolio tratados
por 15 dias. O painel mostra imagens representativas de secgdes histolégicas do coracgéo, figado,
pulméo e rim de camundongos tratados por 15 dias com ragdo AIN-93M e salina (controle; NaCl
0,9%), ragcdo AIN-93DT e amprdlio (Amp), racdo AIN-93DT e amprélio com Trolox® (Amp+Tr), racéo
AIN-93DT e amprélio com DMSO (Amp+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox® (Tr) ou racdo AIN-93M e
DMSO (Dmso). HE, 40x.

Os animais dos grupos Amp e Amp+Tr 20 dias, desenvolveram moderada
proteintria (Figura 8), determinada pelo encontro de material proteindceo
eosinofilico nos lumens tubulares renais, sugerindo que um tratamento por um
periodo mais longo com amprolio poderia iniciar lesdo renal glomerular. Nos demais
orgaos (coragdo e pulméo) ndo foram observadas alteracdes em ambos os tempos

de tratamento (Tabela 3).
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Figura 8. Histopatologia de érgédos de camundongos deficientes em tiamina com amprolio tratados
por 20 dias. O painel mostra imagens representativas de secgdes histoldgicas do coragéo, figado,
pulmao e rim de camundongos tratados por 20 dias com ragdo AIN-93M e salina (controle; NaCl
0,9%), racdo AIN-93DT e amprélio (Amp), racdo AIN-93DT e amprélio com Trolox® (Amp+Tr), racdo
AIN-93DT e amprélio com DMSO (Amp+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox® (Tr) ou racdo AIN-93M e
DMSO (Dmso). HE, 40x.

Tabela 3. Quantificacdo do grau de lesdes histopatoldgicas, observadas no figado (esteatose), rim
(proteinaria), pulmdo, e coracdo dos camundongos no modelo de deficiéncia de tiamina com

amprdélio.
Tratamento de 15 dias Tratamento de 20 dias
Figado Rim Pulmao Coragao Figado Rim Pulmao Coracéao

Cont - - - - - - — -
Amp ettt - - - A - - -
Amp+Tr + - - - e+ H - -
Amp+Dmso + - - - + - — -
Tr - - - - -+ - - -
Dmso + - - — + - — -
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— = ausente;+ = leve; ++ = leve a moderada; +++ = moderada; ++++ = moderada a acentuada; +++++
= acentuada.

5.5 ANALISE COMPORTAMENTAL

Na avaliacdo de campo aberto, os camundongos DT (grupo Amp) tratados por
15 dias apresentaram uma reducédo de 36,94% na distancia percorrida quando
comparados aos controles (p = 0,009) e reducdo de 31,86% nas atividades de
levantamento (p = 0,016; Figura 9A). Porém, os animais DT que foram tratados com
Trolox® (grupo Ampr+Tr) apresentaram valores desses parametros préximos ao
controle, com diminuicao de 4,26% na distancia percorrida em relacdo ao controle (p
= 0,020 em relacdo ao grupo Amp) e aumento de 4,74% nos levantamentos em
relacéo ao controle (p = 0,006 em relacdo ao grupo Amp) (Figura 9A).

O DMSO (grupo Amp+Dmso) ndo apresentou efeito contra a reducdo das
atividades de levantamento em 15 dias (Figura 9A), com reducdo de 31,82% em
relacdo ao controle (p = 0,014). Além disso, o grupo Amp+Dmso apresentou
reversao parcial sobre a distancia percorrida (p = 0,082, comparado ao controle; p =
0,324, comparado ao grupo Amp).

Nos animais tratados por 20 dias, o grupo Amp apresentou reducdo de
48,98% na distancia percorrida (p = 0,00007) e 47,71% na atividade de
levantamento (p = 0,0001), em relacdo ao controle (Figura 9B). O Trolox® (grupo
Amp+Tr) ndo amenizou estes efeitos nos camundongos tratados por 20 dias, com
reducdo de 34,27% na distancia percorrida (p = 0,176, em relacdo ao grupo Amp) e
de 35,93% nas atividades de levantamento (p = 0,207 em relacdo ao grupo Amp),
comparados ao controle. Da mesma forma, o DMSO (grupo Amp+Dmso) né&o
amenizou a reducédo de distancia percorrida em 20 dias, com queda de 34,22% em
relacdo ao controle (p = 0,003). Porém, produziu protecao parcial nas atividades de
levantamento dos animais tratados por 20 dias (p = 0,049, em relacdo ao Cont; p =
0,038, em relagéo ao grupo Amp).

As atividades de limpeza e producédo de bolos fecais ndo foram alteradas

pelos tratamentos, tanto em 15 quanto em 20 dias (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos comportamentais em campo aberto nos camundongos no modelo de deficiéncia de
tiamina com amprélio tratados por 15 e 20 dias. Os animais foram testados no campo aberto para
avaliacdo de distancia percorrida, levantamentos, frequéncia de limpezas e eliminacdo de bolos
fecais. Os camundongos foram tratados por 15 (A) ou 20 dias (B) com racao AIN-93M e salina (Cont;
NaCl 0,9%), racdo AIN-93DT e amprdlio (Amp), racédo AIN-93DT e amprélio com Trolox® (Amp+Tr),
racdo AIN-93DT com DMSO (Amp+Dmso), racéo AIN-93M e Trolox® (Tr) ou racdo AIN-93M e DMSO
(Dmso). Resultados representam a média + E.P.M. das porcentagens das avaliacdes realizadas nos
dias 15 ou 20 em relacdo ao dia zero (100%), derivados de 12 experimentos independentes. Analise

por ANOVA seguida do teste Duncan. * p < 0,05 comparado ao controle, # p < 0,05 comparado ao
grupo Amp.
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No teste do rotarod, os animais tratados por 15 dias n&o apresentaram
alteracdes (Figura 10A). Por outro lado, o grupo Amp tratado por 20 dias demonstrou
reducdo no tempo de laténcia para queda, com média de 142,29 s + 4,80,
comparado ao controle, com média de 183,11 s + 7,24 (p = 0,006; Figura 10B). De
forma interessante, tanto o Trolox® (grupo Amp+Tr, 181,50 s + 11,69, p = 0,008
comparado ao grupo Amp) quanto o DMSO (grupo Amp+Dmso, 170,50 s + 10,81, p
= 0,035 comparado ao grupo Amp) reverteram os efeitos de diminuicdo de
coordenacao motora observados nos animais Amp (Figura 10B).

Adicionalmente, o antioxidante Trolox® e o anti-inflamatério DMSO n&o
influenciaram a coordenacdo motora durante os tratamentos de 15 ou 20 dias
(Figura 10).
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Figura 10. Teste do rotarod realizado nos camundongos tratados por 15 ou 20 dias no modelo de
deficiéncia de tiamina com amprélio. Os animais foram testados no cilindro com rotac&o inicial de 5
RPM, com aceleracdo de 0,1 RPM/s. Os camundongos foram tratados com racdo AIN-93M e salina
(Cont; NaCl 0,9%), racdo AIN-93DT e amprélio (Amp), racdo AIN-93DT e amproélio com Trolox®
(Amp+Tr), racdo AIN-93DT e amprdlio com DMSO (Amp+Dmso), racdo AIN-93M e Trolox® (Tr) ou
racéo AIN-93M e DMSO (Dmso). Painel (A) mostra o desempenho dos animais tratados por 15 dias e
(B) os animais tratados por 20 dias. Resultados representam a média + E.P.M. dos tempos (em
segundos) das avaliagBes realizadas 24 h apds os Ultimos dias de tratamento, derivados de 5
experimentos independentes. Analise por ANOVA seguida do teste Duncan. * p < 0,05 comparado ao
controle, # p < 0,05 comparado ao grupo Amp.
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6 DISCUSSAO

A DT leva a uma série de alteracbes em animais relacionadas com
complicacBes no desenvolvimento do sistema nervoso, no metabolismo energético,
na digestdao, na proliferagdo celular e na atividade do ciclo celular em muitos
processos no organismo (MANZETTI; ZHANG; VAN DER SPOEL, 2014). No
presente estudo, os camundongos deficientes em tiamina apresentaram queda
significativa no ganho de peso e no consumo de racdo. O antioxidante Trolox® e o
DMSO néo foram capazes de induzir o efeito de protecédo para reversao desses
quadros. Foi demonstrado que a restricdo dietética de tiamina reduz a ingestdo de
alimentos e o ganho de peso, efeitos revertidos em trés dias ap0s restauracdo da
tiamina na dieta (BA, 2012). Esses dados sugerem que a tiamina tem papel
fisiologico crucial na programacdo da homeostase de peso corporal, incremento e
ponto de ajuste em roedores (BA, 2012). De forma interessante, 0 DMSO per se
estimulou o0 aumento da ingestdo de racdo nos animais tratados por 15 dias, fato
nao observado em outro estudo realizado com a utilizacdo do DMSO em cées
sadios, onde os parametros de ingestdo de agua e racdo mantiveram-se sem
alteracdes (ORLATO, 2006).

Observamos uma melhora significativa nos testes comportamentais em
campo aberto nos animais do grupo Amp+Tr (15 dias). A ndo reversado da reducao
da distancia percorrida no grupo Amp+Tr tratado por 20 dias € sugestivo de
alteracdes bioquimicas mais severas em outras vias metabodlicas celulares, nas
quais o Trolox® ndo tem capacidade de exercer protecdo. FREEMAN et al. (1987)
relataram em um dos seus estudos, através do teste de campo aberto com
camundongos como modelo experimental de DT, uma diminuicdo do comportamento
exploratério dos animais deficientes, tanto no que diz respeito a distancia percorrida
quanto ao numero de levantamentos sobre as patas traseiras. Um fator interessante
observado foi a atuacdo do DMSO (grupo Amp+Dmso) nos animais tratados por 20
dias. Esse farmaco conferiu uma protecdo parcial em relagcdo as atividades de
levantamento, sugerindo uma provavel alteracdo subclinica funcional. A privacao
cronica de tiamina € acompanhada por diminuicdes seletivas e regionais nos niveis
de enzimas dependentes de tiamina no cérebro (BUTTERWORTH, 1986). As
alteracdes de aprendizado e memoria resultante da DT estdo relacionadas as lesdes

em estruturas diencefalicas e corticais, como o talamo e hipocampo. Ha relacao
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entre a severidade do déficit no aprendizado e memdéria espacial e o grau de lesédo
(LANGLAIS, et al., 1992; LANGLAIS; SAVAGE, 1995).

Em relac&o ao teste do rotarod, verificamos que o uso do antioxidante Trolox®
(grupo Amp+Tr) aumentou o tempo de laténcia para queda dos animais DT, para
tempos préximos aos animais controle. O baixo desempenho no rotarod, de animais
que sao expostos a DT pode ser explicado, pelo menos em parte, pela
vulnerabilidade seletiva a deficiéncia de tiamina, de algumas estruturas enceféalicas
(LAVOIE; BUTTERWORTH, 1995). Outra possivel hipétese para os déficits de
equilibrio e coordenacdo motora observados nos animais seria a perda de ou
reducdo na comunicacdo excitatoria do cerebelo com outras estruturas encefalicas
relacionadas com a motricidade, principalmente o estriado. Por causa da existéncia
de conexdes do cerebelo com esta estrutura, via nucleos talamicos (ICHNOHE;
SHOUMURA, 2000) é possivel que danos na estrutura cerebelar provoquem
interrupcdo da comunicacgao excitatéria glutamatérgica (UUSISAARI et al., 2007). Do
mesmo modo, o DMSO também melhorou o desempenho dos animais DT no
rotarod, o que possivelmente sugere que esse farmaco atue na transmissao
sinptica do glutamato, auxiliando na locomoc¢&do dos animais (TSVYETLYNSKA et
al., 2005). Alguns estudos apontam importantes alteracdes neuroquimicas em
animais DT, envolvendo prejuizos da sintese e/ou liberacdo de neurotransmissores
(VETRENO et al., 2012), principalmente nos sistemas glutamatérgicos (TODD;
BUTTERWORTH, 1999).

Verificamos que o efeito deletério da DT na viabilidade celular no encéfalo dos
camundongos, no nosso modelo, foi observado apenas no cortex cerebral, sem
envolvimento de outras regides. De maneira interessante, a auséncia de alteracéo
na viabilidade celular incluiu o talamo, uma vez que na DT as lesbes sao
primariamente encontradas nos nucleos talamicos, tanto roedores quanto em
humanos (VETRENO et al., 2012). Observamos que o antioxidante Trolox® atuou
parcialmente impedindo a queda da viabilidade celular, ao contrario do DMSO, que
apresentou uma melhor eficacia, agindo totalmente contra a queda da viabilidade
celular. Devido as suas propriedades de eliminacdo de radicais hidroxilicos e
capacidade de melhorar a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, o DMSO pode atuar
neutralizando os efeitos citotéxicos dos radicais livres formados apos isquemia
mitocondrial (SCHLAFER; KANE; KIRSCH, 1982), além de possuir propriedades
neuroprotetoras contra isquemia cerebral (MCGRAW, 1977; SHIMIZU; SIMON;
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GRAHAM, 1997). Adicionalmente, apesar da queda da viabilidade celular no cortex
cerebral (Figura 2B), ndo observamos alteracbes morfolégicas celulares ou
tissulares em nenhuma area do SNC dos camundongos, inclusive no cortex. Esses
dados sdo sugestivos de que as lesbes neurais desenvolvidas no nosso modelo
experimental de DT com amprdlio, nos tempos de tratamento utilizados, s&o
aparentemente brandas e exclusivamente funcionais, envolvendo aspectos
bioquimicos mitocondriais, ndo suficientes para induzir processos degenerativos ou
morte celular. Porém, é importante ressaltar que os estudos de DT em roedores
realizados até hoje, utilizam uma substancia diferente para inducédo de deficiéncia,
que é o modelo que combina a alimentacdo com racgdo livre de tiamina com a
administracdo (injecbes intraperitoneais) de piritiamina (um inibidor da tiamina
pirofosfocinase). A parte da avaliacdo da viabilidade celular induzida por dieta e
amprolio, investigamos a possivel participagdo do estresse oxidativo como
mecanismo das alteragbes por DT nos camundongos. De forma interessante, o
Trolox® reverteu a queda de desempenho psicomotor em campo aberto e no rotarod,
sugerindo que estes efeitos no modelo de DT com amprélio estdo associados ao
estresse oxidativo. Foi demonstrada evidéncia consideravel para o desenvolvimento
do estresse oxidativo na DT, incluindo a presenca de aumento da producdo de
EROs (HAZELL et al, 2013b). Aléem disso, esse aumento de EROs é efeito
classicamente relatado em estudos com a utilizagao de piritiamina (LANGLAIS et al.,
1997).

A DT reduz os niveis de tiamina pirofosfato (TPP), necessaria para utilizacao
de glicose no SNC (MANCINELLI, 2003). A tiamina é transportada para o cérebro e
fosforilada pela tiamina pirofosfocinase. A inibicAo desta enzima ocorre por
antagonistas como a piritiamina, resultando na diminuicdo da sintese de TPP
(DESJARDINS; BUTTERWORTH, 2005). Tratamento de animais experimentais com
piritiamina acarreta reducédo generalizada das concentracées de TPP ao longo do
encéfalo e uma perda seletiva precoce na atividade de a-cetoglutarato
desidrogenase em regides como o talamo, onde ha manifestacéo de perda seletiva
de células neuronais na DT (HEROUX; BUTTERWORTH, 1995). A diminuicdo da
atividade da a-cetoglutarato desidrogenase ap0s o tratamento com piritiamina esta
associada a diminuicdo da sintese de aminoacidos excitatérios e inibitérios

derivados de glicose, incluindo glutamato, aspartato e GABA, com aumento
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concomitante de lactato (BUTTERWORTH; HEROUX, 1989), consistente com
diminuicéo do fluxo de carbono através do ciclo do &cido tricarboxilico. Diminui¢des
na atividade da a-cetoglutarato desidrogenase levam a cessacdo da oxidacdo da
glicose mitocondrial e morte celular (GIBSON et al., 1984).

Paralelamente as alteracbes do SNC, avaliamos o0s aspectos
anatomopatoldgicos das visceras dos animais tratados. A esteatose encontrada
sugere que a DT induzida por amprélio no nosso modelo modifica 0 metabolismo
energeético do organismo, como sugerido por Ba (2012), sobrecarregando o figado
com &cidos graxos. Porém, os animais tratados com Trolox® demonstraram melhora
do quadro em 15 dias, sugerindo que também ha envolvimento de estresse oxidativo
na disfuncéo hepatica dos animais DT (BELO et al., 2012; CHEN; YEE; GIACOMINI,
2015; PORTARI et al.,, 2016). Ao avaliarmos os resultados utilizando DMSO,
constatamos que 0 mesmo possivelmente tenha atuado como antioxidante e anti-
inflamatorio, diminuindo consideravelmente a esteatose hepatica em ambos os
periodos de tratamentos. Estudos com a utilizacdo de metformina (medicamento
para tratar diabetes tipo 2) comprovam que a DT resulta em esteatose hepatica, pois
esse medicamento inibe competitivamente a absorcdo de tiamina (CHEN; YEE;
GIACOMINI, 2015). A leve esteatose observada no grupo Dmso pode ser resultado
da metabolizacdo parcial desse farmaco por enzimas microsomais hepaticas e,
embora uma quantidade significante de DMSO possa ser eliminada na bile, a maior
parte sofre circulacdo entero-hepatica (WONG; REINERTSON, 1984). Além disso,
0s animais dos grupos Amp e Amp+Tr tratados por 20 dias, desenvolveram
moderada proteindria, determinada pelo encontro de material proteinaceo
eosinofilico nos Ilumens tubulares renais, sugerindo que um tratamento mais
prolongado de DT com amproélio pode iniciar lesdo renal glomerular. De forma
interessante, estudos demonstram que a tiamina previne lesdo glomerular e
subsequente desenvolvimento de albumindria (KARACHALIAS et al., 2010;
RABBANI; THORNALLEY, 2011).

Os resultados obtidos no presente estudo com a utilizacdo do antagonista da
tiamina, amprolio, demonstraram alteracfes metabdlicas sistémicas que culminaram
com a reducdo do ganho de peso, consumo de ragéo, surgimento de esteatose e
proteindria. Em condi¢cdes normais, a tiamina mantém a atividade celular e o
metabolismo necessarios para funcdo dos orgaos, para regeneracao dos tecidos e
para atividade neuronal (BETTENDORFF, 1993). Adicionalmente, a DT induzida por
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amprolio nesse estudo, ocasionou alteracbes comportamentais significativas,
principalmente reducdo das atividades locomotora e exploratéria. A DT afeta
estruturas  encefélicas relacionadas a modulacdo e controle  motor
(BUTTERWORTH, 1982). A atuacdo do antioxidante Trolox® e do anti-inflamatério
DMSO foi significativa, e promoveu efeitos protetores melhorando de forma
consideravel as atividades comportamentais dos animais, reforcando assim, suas
acOes em disturbios que geram estresse oxidativo e processos inflamatérios.

Apesar do estabelecimento de modelos experimentais em laboratorio com
roedores, e da descricdo das disfuncdes neuroldgicas e danos cerebrais que
resultam da DT, os mecanismos precisos que conduzem as lesfes caracteristicas
desse distlrbio permanecem obscuros. Ao longo de muitos anos, tém sido propostos
varios processos que podem levar a morte celular neuronal focal nesta desordem
neurolégica. Mas, apesar dos esforcos concentrados para relacionar esses
processos a uma sequéncia clara de acontecimentos que culminam no
desenvolvimento da neuropatologia, poucos resultados foram obtidos e atualmente
muito pouco ainda se conhece sobre os mecanismos celulares envolvidos nos
processos neurodegenerativos da DT. Na encefalopatia de Wernicke, a disfuncéo
inicial para partes-chave do sistema limbico, que pode progredir rapidamente para
danos estruturais, resulta em complicacdes graves e muitas vezes fatais para as
pessoas afetadas por este distirbio (ABDOU; HAZELL, 2015). Embora as alteracfes
de fase aguda da DT sejam consideradas facilmente trataveis pela administracéo de
tiamina, e que a administracdo da vitamina permanece o remédio para muitos dos
problemas metabdlicos relacionados a DT, uma neuropatologia cronica e nao
responsiva a tratamento pode se desenvolver apés repetidos ataques de deficiéncia
(HARPER, 1983; ABDOU; HAZELL, 2015), sugerindo que uma intervencgao
apropriada durante estes episddios tem o potencial para atrasar ou prevenir o
desenvolvimento de grandes lesées no SNC. Essa interven¢do, no entanto, sé é
possivel e com probabilidade de sucesso, se a fisiopatologia subjacente a esta
condicéo for bem compreendida, algo que continua seriamente carente (HAZELL,
BUTTERWORTH, 2009).

Vale ressaltar ainda que ndo ha relatos até o presente momento, sobre
estudos de DT induzida por amprolio em roedores. Portanto, a partir dos dados
obtidos no presente trabalho é possivel desenvolver pesquisas futuras com o intuito

de elucidar melhor a acdo do amprélio, bem como desenvolver e/ou aprimorar
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protocolos de tratamentos in vivo mais adequados para o estudo dos mecanismos

neurodegenerativos e atenuacgao de sequelas neurologicas associados a DT.
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7 CONCLUSAO

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

DT induzida por amprolio em camundongos:

1. Ocasionou alteragdes metabolicas, verificadas através da diminuicdo do
ganho de peso e consumo de racdo tanto em 15 quanto em dias de
tratamento, nao revertidas pela acdo do Trolox® e DMSO;

2. Promoveu queda da viabilidade celular do cortex parietal observado pelo
método da reducgéio do TTC em 20 dias de tratamento, sendo que o Trolox®
e o DMSO atuaram de forma a proteger contra a queda da viabilidade
celular nessa regiao;

3. Promoveu reducdo da atividade exploratéria (distancia percorrida e
atividades de levantamento) dos animais em 15 dias, porém o antioxidante
Trolox® foi capaz reverter esse quadro;

4. Promoveu alteracBes hepéaticas como esteatose em ambos os periodos de
tratamento, atenuadas pela utilizacdo do Trolox® e DMSO;

5. Promoveu reducdo no tempo de laténcia para queda dos animais apdos 20
dias de tratamento, a qual foi revertida pelo tratamento com Trolox® e
DMSO;

6. Desenvolveu proteindria moderada nos animais tratados por 20 dias e o
uso do antioxidante Trolox® ndo reverteu esse quadro;

7. Ressalta-se que a utilizacdo do Trolox® per se, por um periodo prolongado
provocou esteatose hepatica nos animais;

8. O anti-inflamatério DMSO apresentou melhores resultados, comparado ao
Trolox®, na anélise histopatolégica das visceras em relacdo a diminuicdo
da esteatose hepética e da proteindria observadas em ambos os periodos

de tratamento.
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APENDICE A — PERSPECTIVAS FUTURAS

TRABALHOS EM ANDAMENTO PARA CONCLUSAO DOS ESTUDOS
PRELIMINARES DO PROJETO

A proposta fundamental deste projeto vislumbra a elucidagcdo dos
mecanismos moleculares dos processos neurodegenerativos associados a
deficiéncia de tiamina (DT). Neste aspecto, o foco principal é a investigacdo do
envolvimento de vias de sinalizacdo intracelular na patogénese dos distlrbios
causados pela DT, e sua correlacdo com o possivel desencadeamento de estresse
oxidativo e inflamacéao.

Os mecanismos celulares precisos associados a neurodegeneracdo causada
pela DT sdo desconhecidos até 0 momento. Particularmente, muito pouco se sabe
sobre a modulacéo de vias de sinalizagdo, provavelmente responsaveis em induzir
0s processos de morte celular. A grande maioria dos poucos estudos na area,
demonstra o envolvimento de algumas vias enzimaticas na DT em modelos in vitro,
com culturas de células.

Assim, objetivamos demonstrar a possivel modulacdo das vias das MAPKs
em modelos in vivo de DT. Porém, diversos percalcos ndo permitiram a realizacao
destes estudos a tempo para ser incluidos nesta dissertacdo. Contudo, estas
analises continuam em andamento em nosso Laboratorio, e devem fazer parte das
publicacdes, em um futuro préximo:

e Avaliacdo da modulacdo de ERK1/2 e de p38MAPX

em diferentes regifes do
sistema nervoso central dos camundongos expostos ao modelo de DT
induzida por amprolio;

e Avaliagdo da expressao de heme oxigenase-1 (HO-1, marcador de estresse

oxidativo) no modelo de DT com amprdlio;
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e Avaliacdo da possivel modulacdo das MAPKs (ERK1/2 e p38™"X) e da
expressdo de HO-1, via mecanismos de estresse oxidativo e/ou inflamacao,

através do uso de antioxidantes e anti-inflamatérios (Trolox® e DMSO).



