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RESUMO



Ha evidéncias que pacientes com insuficiéncia cardiaca sdo deficientes em muitos
micronutrientes, que representam importante papel na manutencdo da homeostase do célcio,
no controle do estresse oxidativo e do metabolismo energético-protéico. Estes pacientes
podem apresentar necessidades nutricionais que sdo diferentes daquelas de individuos com
estado fisioloégico normal. A taurina ¢ um destes nutrientes e corresponde a 50% do total de
aminoacidos livres do coracdo. Estudos in vivo mostraram que a deficiéncia de taurina esta
associada a cardiomiopatia, a degeneracdo da retina e ao retardo do crescimento. Foi realizado
estudo experimental para analisar a estrutura e a funcdo cardiaca de ratos Wistar com
deficiéncia de taurina induzida por B-alanina. Foram estudados 34 ratos machos, Wistar,
pesando 100g, casualizados em 2 grupos: grupo controle (C), grupo deficiente em taurina (T
(-)). Ogrupo T (-) recebeu 3% de beta-alanina na agua para provocar a deficiéncia de
taurina. Apos 1 més de tratamento os animais foram submetidos a avalia¢do ecocardiografica,
avaliacdo funcional pelo coracdo isolado, avaliacdo morfométrica, avaliacao histopatoldgica,
avaliagdo da atividade das metalloproteinasess e determinacdo da concentragdo de taurina no
plasma e no tecido cardiaco. A deficiéncia de taurina por tratamento com solucao de B-alanina
resultou em atrofia cardiaca verificada por afinamento da espessura da parede ventricular,
menor peso seco do ventriculo esquerdo e por menores valores de area seccional dos miocitos.
Outro achado em nosso estudo foi que o grupo deficiente em taurina apresentou remodelagao
excéntrica verificada por maior cavidade ventricular (diametro sistdlico do ventriculo
esquerdo), menor espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo e menor valor da
geometria ventricular (razdo entre as medidas da espessura da parede posterior e do didmetro
diastolico do ventriculo esquerdo). Em relacdo a fungdo diastolica, os dados sdo compativeis
com piora da didstole nos animais deficientes em taurina. O grupo deficiente em taurina
apresentou menor velocidade da onda A, maior razdo onda E e onda A, e tendéncia menor do

tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca. Em relacdo a fungao



sistolica, os dados ecocardiograficos, sdo compativeis com disfun¢do sistolica. Foi possivel
observar menor fragdo de ejecdo, porcentagem de encurtamento e débito cardiaco no grupo
deficiente em taurina. Além disso, no presente estudo ndo foi evidenciado aumento de fibrose
por meio do estudo por microscopia Optica € nem a maior ativagdo de metalloproteinasess.
Portanto, pode-se concluir que a deficiéncia de taurina promoveu alteragdes estruturais e

funcionais cardiacas com caracteristicas proprias.

Palavras-chave: ratos Wistar; deficiéncia; taurina; 3-alanina; remodelacao cardiaca.



ABSTRACT



Micronutrients deficiency is observed in heart failure patients. These micronutrients play
important role in maintaining calcium homeostasis, controlling oxidative stress and
protein/energy metabolism. Heart failure patients may present different nutritional
requirements than those individuals who are healthy. Taurine is one of these nutrients and
represents 50% of total free amino acids of the heart. Additionally, in vivo studies have related
taurine deficiency to poor growth, cardiomyopathy and retina degeneration.

One study was conducted to evaluate the structure and cardiac function of rats with or without
taurine deficiency. Thirty-four male Wistar rats (body weight = 100g) were weighed and
randomly assigned to 1 of 2 treatments (d 0): Control (C) or taurine-deficient (T (-)). Beta-
alanine in a concentration of 3% was added to water to induce taurine deficiency in T (-). On
d 30, rats were individually submitted to echocardiography, functional assessment of isolated
heart, morphometrical, histopathological and metalloproteinase activity evaluation. At the
same day individual blood and cardiac tissue samples were collected to determine taurine
concentration in plasma and heart. Rats treated T (-) presented cardiac atrophy verified by
lower ventricular wall thickness, lesser dry weight of left ventricle, lower myocytes sectional
area, eccentric cardiac remodeling verified by larger ventricular cavity (systolic diameter of
left ventricle), lower posterior wall thickness of left ventricle and lower ventricular geometry
(ratio between the measurements of posterior wall thickness and diastolic diameter of left
ventricle). In addition, diastolic function was affect in T (-) rats due to diastole impairment.
Rats treated T (-) showed lower velocity of A wave, higher ratio between E and A wave, and
tend to have lower isovolumetric relaxation time corrected by heart rate. Systolic dysfunction
was assessed by echocardiography results. Lower ejection fraction, fractional shortening and
cardiac output was also observed in T (-) rats. Moreover, in the present study were not

observed increased fibrosis by optical microscopy assessment and even greater activation of



metalloproteinases. These data imply that taurine deficiency appears to promote structural and
functional cardiac alterations with unique characteristics.

Key-words: Wistar rats, deficiency, taurine, 3-alanine, cardiac remodeling.
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1.NTRODUCAO

INSUFICIENCIA CARDIACA

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ a via final comum da maioria das doengas que
acometem o coragdo, sendo um dos mais importantes desafios clinicos atuais na area da
saude. Trata-se de problema epidémico em progressao " E uma sindrome clinica complexa
de carater sistémico, definida como disfungdo cardiaca que ocasiona inadequado suprimento
sanguineo para atender necessidades metabélicas do organismo em diferentes situagdes *. No
ano de 2007, as doengas cardiovasculares representaram a terceira causa de internagdes no
SUS, com 1.156.136 hospitalizagdes. A IC ¢ a causa mais frequente de internagdo por doenga
cardiovascular ®.

Em relagdo a fisiopatologia, aceita-se que o quadro de IC ocorra em diferentes
etapas. Inicialmente, ao reagir a determinada agressdo, ocorre o processo de remodelacdo
cardiaca, que se caracteriza por alteragdes genéticas, estruturais e bioquimicas. Essas
alteracdes irdo se manifestar clinicamente por altera¢cdes no tamanho, na massa, na geometria

16, 51,52 1 _: -
. Inicialmente, esse

e na funcdo do coracdo, em resposta a uma determinada injuria
processo pode ser adaptativo e posteriormente, resultara em disfungao ventricular progressiva
que acarretara prejuizos a capacidade funcional do coragao 82,

Ha evidéncias que pacientes com IC sdo deficientes em muitos micronutrientes,
que representam importante papel na manuten¢do da homeostase do calcio, no controle do

_— : ” i 69, 77
estresse oxidativo e do metabolismo energético-protéico ~ .

Estes pacientes podem
apresentar necessidades nutricionais que sao diferentes daquelas de individuos com estado

oy, . 1
fisiol6gico normal .
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A taurina ¢ um destes nutrientes e sua deficiéncia tem sido mostrada como uma
das causas de IC em cées e gatos ! Azuma et al. > mostraram que a administragdo de taurina
melhorou os sintomas e sinais da IC em humanos. Por isso, Allard, et al. ! ¢ Birdsall ’
sugerem que a reposicao desse nutriente deveria ser considerada como coadjuvante na terapia
da IC.

Em estudo “crossover” duplo-cego controlado /placebo mostrou que a taurina €
agente efetivo no tratamento da IC sem efeitos adversos. Neste estudo, pacientes com IC
receberam suplementagdo 6g de taurina ou placebo por dia durante quatro semanas. Onze de
14 dos pacientes, enquanto recebiam taurina, apresentaram melhora da dispnéia, da ausculta
pulmonar, dos sinais de descompensagdo do coracdo direito e das anormalidades observadas

no exame radioldgico de tdrax enquanto que no periodo do tratamento com placebo apenas

trés apresentaram melhora *.

CARACTERISTICAS GERAIS DA TAURINA
Taurina (2-acido aminoetanosulfénico) ¢ um aminoacido que possui
caracteristicas singulares, por possuir grupo amino no carbono e ndo no carbono o como

usual. E por esta razdo que este aminoacido nao ¢ incorporado na sintese protéica. Apresenta

o grupo sulfonico (SO3H) em substitui¢ao ao grupo carboxila (COOH) 30,57, 71

on

I I R
HO-S—-C—CH,
I

O H NH,

Figura 1 — Estrutura da taurina
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E aminoacido sulfurado condicionalmente essencial, pois suas concentragdes
plasmaticas diminuem em determinadas situacdes de estresse metabdlico como: sepse,
traumas e cirurgias 1565 Estudos in vivo mostraram, também, que a taurina ¢ essencial
durante o desenvolvimento de mamiferos, j4 que estes possuem capacidade limitada em
. ., 70, 71 , ~ . , .
sintetiza-la . Est4 presente em altas concentragdes no plasma e células de mamiferos e € o

., ) . , , 30
aminoacido livre mais abundante no musculo cardiaco .

FUNCOES

O papel fisiolodgico da taurina ndo ¢ totalmente conhecido, mas este aminodcido
esta envolvido em varios processos bioldgicos: formagao de sais biliares, osmorregulacdo,
inibi¢do do estresse oxidativo, acdo anti-inflamatdria, estabilizacdo de membrana, modulacio
dos niveis de calcio celular, imunomodulag@o, modulagdo atividade da insulina, agdo anti-

. . ~ . A ~ - oxn 7,10,70,78,79
hipertensiva, acdo anti-aterogénica, hepatoprotecio e neurotransmissao .

METABOLIZACAO E NECESSIDADES

O conteudo corporal de taurina ¢ derivado: (1) da dieta, (2) da sintese,
principalmente, no figado e (3) da reabsorgio renal ™.

As principais fontes alimentares de seres humanos sdo: leite materno, féormulas
lacteas infantis, produtos de origem animal (principalmente peixes e frutos do mar), ovos,
bebidas energéticas e algumas algas > 7.

No figado, a taurina pode ser sintetizada a partir da metionina (aminoacido
essencial) e da cisteina (aminoacido ndo essencial) e necessita da enzima piridoxal-5-fosfato
(forma ativa da vitamina B6) como coenzima das enzimas cistationina sintase, cistationase ¢

da dcido cisteinossulfinico descarboxilase (CSDA) 21.30.66 " desta forma a dieta deficiente em

. . . . , . 21. 30 . , .
vitamina Bg tem efeito negativo na sintese de taurina “ ™. A capacidade de sintese de taurina
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¢ diferente entre os O0rgdos, entre as espécies e entre as diferentes faixas etarias. Por exemplo,
o figado apresenta maior concentra¢do de todas as enzimas necessdrias para a biossintese de
taurina, enquanto o cérebro, apesar de conter atividade CSDA adequada, apresenta atividade
limitada da cistationase *°. O figado de humanos, macacos e gatos possuem atividade da
CSDA extremamente baixa enquanto figados de ratos e cdes possuem alta atividade, deste
modo com maior biossintese de taurina *°. Estudos realizados com animais jovens mostram
baixa capacidade de sintese de taurina quando comparados com animais adultos > ®°. Assim,
animais jovens sdo mais dependentes da taurina provinda da dieta que os animais velhos e

estes sio mais dependentes da oferta adequada de cisteina e metionina na dieta *°.

METIONINA |

HOMOCISTEINA

b
W
cIsTATIONINA | L~ CISTATIONINA
. . SINTASE
_
k4
csTEiNA | L—— cisTaTioNASE
ACIDO CISTEINA
SULFINICO
b
ACIDO
HIPOTAURINA = L CISTEINOSSULFINICO
-- g DESCARBOXILASE
L 4
TAURINA |

Figura 2 — Metabolismo da Taurina

A absorcdo € pequena pelos enterocitos, aproximadamente, 200mg/dia

. . . 44 ~ - . - .
provenientes de produtos animais ~. A absor¢do intestinal e reabsor¢do renal de taurina
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aumentam quando a dieta é pobre neste aminoacido, por outro lado, quando a ingestdo de
taurina é alta, a excrecio se torna aumentada **,

Existem dois mecanismos de transporte que controlam o movimento de taurina
através da bordadura em escova nas vilosidades do intestino delgado: o transportador TauT
(“taurine transport”) e o sistema PAT (“proton-coupled amino acid transporter”). Nos tltimos
anos, os estudos enfocaram o transportador TauT, que é caracterizado por possuir alta
afinidade e baixa capacidade de transportar taurina e B alanina. Este transportador é Na" e CI
dependente e ¢é eficiente na captura de taurina quando ha baixas concentragdes deste
amino4cido na luz intestinal 2. Esta situa¢do ocorre na dieta pobre em taurina e entre as
refei¢des 2. O TauT foi isolado em ratos ®, em camundongos ** ¢ em humanos * e tem sido
chamado tanto de transportador 8 aminoacidos como transportador taurina 2.

O sistema PATI, também, foi isolado em ratos >, em camundongos ’ ¢ em
humanos . Este transportador, ao contrario do TauT, possui baixa afinidade ¢ alta
capacidade de transportar taurina e B alanina. Sio H' e pH dependentes e apresentam
eficiéncia na captura de taurina quando ha altas concentra¢des de taurina na luz intestinal °.

Os produtos finais do catabolismo da taurina sdo o acido isetionico (acido 2-
hidroxietanesulfonico) e sulfato inorganico **. Em ratos e humanos a principal via de excregdo
¢ a urinaria e em humanos também ¢ excretado pela via biliar. Taurina € pouco absorvida pelo
tubulo renal proximal, consequentemente a urina contém concentragdes iguais ou maiores do
que a do plasma *°.

Estudos in vivo mostram que a deficiéncia de taurina estd associada a
cardiomiopatia, a degeneracdo da retina e ao retardo do crescimento, principalmente durante o
desenvolvimento .

A deficiéncia de taurina pode ser produzida das seguintes maneiras em animais de

experimentacao:
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1) por restricdo alimentar de taurina, como a usada em gatos, cdes e raposas 72
2) por competicao pelos transportadores com o uso de -alanina, como a usada em
modelos de ratos e camundongos *’, chamada de deplegio farmacolédgica **. Exemplos de uso

deste modelo: Parildar et al. *®

usaram ratos machos Wistar tratados com f-alanina (3%) na
agua por um mes, estes apresentaram diminui¢do de 20% dos niveis de taurina no coragdo e o
estudo de Dawson et al. '® em ratos Sprague-Dawley com o mesmo protocolo, foi observado
diminui¢ao de 30% da concentragdo de taurina;
3) por mutacdo génica (gene taut-/-) como no modelo de camundongo estudado
75.
por Warskulat et al. ”°;
4) por diminui¢do da sintese, como ocorre na infusdo de TNF-a em animais
experimentacdo. Nesta situacdo, acontece a reducao da transsulfuragdo da metionina e cisteina
T ~ : .27
com a diminuicdo das concentracdes de glutationa e taurina “'.
Com relagdo a toxicidade da taurina, ndo sdo observados sinais e sintomas

relacionados ao excesso de taurina. O seu uso por seres humanos chega a 6 g/dia sem sinais

11
adversos .

INDICADORES BIOLOGICOS

Estima-se que a quantidade de taurina nos tecidos depende da biossintese,
degradagdo, capacidade de transporte e captagio ».

A concentragdo intracelular de taurina é de 5-50mM, a concentragdo plasmatica
de 40-100uM e no miocardio ¢ de, aproximadamente, 30mM, sendo que concentracdo

plasmatica < 25uM ¢ indicativo de deplecio '**’.

TAURINA E CORACAO
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Taurina corresponde a 50% do total de amino4cidos livres do coragio **. A
captacdo de taurina pelo musculo cardiaco ocorre por via de transporte especifica para f3
aminoacidos e geralmente, o transporte ocorre contra gradiente de concentracdo que pode
estar tdo alto quanto 400:1 e a absor¢do parece saturar-se aproximadamente a 200uM 3

Os estudos mostram que um dos efeitos cardiacos da taurina € provavelmente
devido a sua capacidade de proteger o coracdo dos efeitos nocivos resultantes do excesso de
calcio, por exemplo induzir a morte celular °'. O transito de calcio (Ca™) intracelular é um
dos principais mecanismos reguladores do ciclo de contracdo e relaxamento cardiaco.
Enquanto a rapida elevagdo do Ca™" citosélico induz a contragdo, sua diminui¢io provoca o
relaxamento. Desta forma, a atividade de diferentes canais e bombas localizados no sarcolema
e no reticulo sarcoplasmatico regulam o trinsito de Ca’  intracelular, modulam a
contratilidade e o relaxamento do miocardio *°. A taurina pode direta ou indiretamente ajudar
a regular os niveis de fon Ca"" intracelular, modulando a acfio de canais de Ca"" dependente e

7, 62 .
77, mantendo desta forma, sua homeostase. Quando quantidades

regular os canais de Na"
adequadas de taurina estio presentes, os danos miocardicos causados pelo Ca™ reduzem
significativamente, talvez pela interacdo entre taurina e proteinas de membrana 3,

Ainda dentro das a¢des regulatérias de transporte de ions, a taurina possui papel
osmorregulador. No estresse osmotico, acontecem trocas de ions e taurina entre as células e o
meio extracelular com o intuito de manter o equilibrio osmotico. Em presenca de estresse
hiposmotico, a célula libera rapidamente taurina e eletrélitos, enquanto os mesmos solutos sao
acumulados no estresse hiperosmotico. Portanto, a restauragdo do equilibrio osmotico
depende tanto da taurina quanto dos ions e quanto mais taurina sair ou entrar na célula, menor

serd a requisicdo dos ions. O desequilibrio osmoético afeta o tamanho do citoplasma, assim a

. . ~ r 63
taurina previne alteragdes no tamanho das células ™.
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Outro potencial mecanismo das a¢des cardiovasculares da taurina refere-se ao fato
de que ela protege as membranas lipossomicas contra danos causados por radicais livres. O
estresse oxidativo ¢ um dos principais moduladores do processo de remodelacdo cardiaca.
Entre outros mecanismos fisiopatologicos, uma das principais conseqiiéncias do estresse
oxidativo ¢ a lipoperoxidacao. Logo, o estresse oxidativo pode ser indutor de danos celulares
que alteram variaveis funcionais e estruturais cardiacas, participando da fisiopatologia da
insuficiéncia cardiaca secundaria a varios estimulos *'. A acdo antioxidante da taurina seria
por meio da eliminagdo desses componentes e por reforcar tanto as membranas dos midcitos
como as terminagdes nervosas simpaticas do coragio 2.

A taurina, também, protege o coracdo pela sua acdo antiinflamatoria, este
aminodcido se liga ao acido hiplocloroso (HOCI), poderoso oxidante, para formar a taurina
cloramina (TauCl), composto mais estavel. Esta reacdo tem a capacidade de bloquear
citocinas pro-inflamatorias 10-78 " A taurolidina, composto derivado da taurina, possui a

capacidade de bloquear a producdo do fator de necrose tumoral o (TNFa), importante

o - . 78
citocina pro-inflamatoria, em 50-90% em humanos .

Em estudos com gatos e cdes, a deficiéncia de taurina foi relacionada com o
desenvolvimento de cardiomiopatia, que foi resolvida com a administracdo de taurina .53
Foi observado em ratos que a inducdo farmacologica da deplecdo de taurina levou a alteracdes
eletrocardiograficas *°, de contratilidade no musculo papilar *’ e desordens dos filamentos

contracteis e a perdas miofibrilares na ultraestrutura *°.

No modelo de camundongos
transgénicos a delecio do gene TauT por Ito et al. ** resultou na atrofia cardiaca, danos
mitocondriais e das miofibrilas e disfuncao cardiaca.

Portanto, a taurina parece desempenhar papel fundamental na manutencao da

estrutura e fungdo cardiaca. E conhecida a importancia da taurina no coragdo e nas alteracdes

morfologicas e funcionais, usando o modelo de deficiéncia de taurina por mutagdo génica. No
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entanto, sdo poucos os achados de morfologia e de fungdo cardiacas na deficiéncia de taurina

por inducdo farmacologica em ratos.



II. HIPOTESE
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2. HIPOTESE DO TRABALHO
Os dados expostos anteriormente permitem levantar a hipotese de que a
deficiéncia de taurina em ratos Wistar promove remodelacdo cardiaca com piora da funcao

cardiaca.



III. OBJETIVO
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3. OBJETIVO

Analisar a estrutura e a funcao cardiaca de ratos Wistar com deficiéncia de taurina

induzida por B-alanina.



IV. MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O projeto de pesquisa foi conduzido apods aprovagdo pela Comissdo de Etica
Experimental em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com média de 21 dias
de idade, previamente higidos, pesando aproximadamente 100g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” de Botucatu.

Os ratos foram distribuidos de modo aleatdrio em dois grupos: controle (C; n=17)
e deficiente em taurina (T (-); n=17). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
polipropileno forradas com maravalha de Pinus esterilizadas, em ambiente com temperatura
controlada de 25 + 1°C e submetidos a ciclos claro-escuro de 12 horas.

Os grupos receberam racdo comercial RC FOCUS 1765 CAMUNDONGOS PP
(Agroceres®) e agua ad libitum. No grupo T(-) foram diluidos 3% de B-alanina na agua. A
ingestao alimentar dos animais foi controlada diariamente. O consumo de 4gua ou solucdo foi
mensurado em dias alternados. Os animais foram pesados semanalmente, utilizando-se uma
balanca digital Mettler® modelo Spider 2. Apos 30 dias de tratamento os animais foram
estudados por meio de ecocardiografia, estudo funcional pelo coragdo isolado e coleta de

material biologico para realizagdo de exames laboratoriais e de microscopia Optica.
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Ratos Wistar
100g

C; (n=17)

Dieta Padrio + Agua

A 4

Ecocardiograma

A 4

1-Estudo funcional do coracio isolado
2-Teor de agua

3-Histologia do colageno

4-Area seccional do miécito
5-Dosagem de taurina no VE

6-Determinacao de metaloproteases

ESTUDO FUNCIONAL

ESTUDO “IN VIVO”

T (-); (n=17)
Dieta Padriao + Solugao
f3-alanina 3%

Ecocardiograma

1-Estudo funcional do coracao isolado
2-Teor de agua

3-Histologia do coldgeno

4-Area seccional do midcito
5-Dosagem de taurina no VE

6-Determinacao de metaloproteases

O estudo foi realizado por meio de Doppler-ecocardiografia transtoracica

convencional com equipamento Phillips (HDI 5000) dotado de transdutor eletronico setorial

multifrequéncia (7,5 a 12 MHz), seguindo-se a padronizagdo descrita na literatura
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Todos os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e
cloridrato de xilidino (1mg/kg) por via intramuscular, seguido de tricotomia da regido anterior
do torax. Apds estes procedimentos os animais foram posicionados em dectbito dorsal para a
realizacdo do ecocardiograma. Foram analisadas imagens monodimensionais obtidas com o
feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional, obtida com o transdutor na posi¢ao
para-esternal eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando
o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares. As
imagens da aorta o do atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢do para-esternal eixo
menor com o cursor do modo-M passando pelas valvulas da valva aortica. As medidas, em
milimetros, do diametro diastolico de ventriculo esquerdo (DDVE), didmetro sistolico de
ventriculo esquerdo (DSVE), espessura da parede posterior (EPP), diametro do atrio esquerdo
(AE) e diametro da aorta (AO) foram realizados, por meio do cursor do proprio equipamento,
durante o exame. Trés a cinco ciclos consecutivos foram utilizados para a realizacdo das
medidas, obtendo-se a média aritmética em seguida. As imagens dos registros das cdmaras
ventriculares, modo M, foram arquivadas para eventuais consultas posteriores.

Os fluxos diastolico transmitral e sistolico transvalvar adrtico foram obtidos com
o transdutor colocado nas posigdes apicais quatro € cinco camaras, respectivamente,
permitindo as medidas da onda E (E) (cm/s), onda A (A) (cm/s), velocidade méxima do fluxo
sanguineo na via de saida do ventriculo esquerdo (VAO) (cm/s). A frequéncia cardiaca (FC)
foi estimada pelo tempo entre dois batimentos consecutivos. O tempo entre, o final da ejecao
e o inicio do enchimento diastdlico ventricular, corresponde ao tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRI) (ms). Essa variavel foi normalizada pela frequéncia cardiaca, conforme
formula abaixo. As medidas referentes aos fluxos também forma realizadas diretamente no

monitor do ecocardidgrafo, obedecendo a mesma sistematica descrita acima.
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As outras varidveis derivadas de formulagdes, a partir das medidas realizadas
estdo descritas abaixo:
> EPP/DDVE
> AE/AO
> Onda E/A
>  MVE = {{[DDVE + (2 x EPP)]’ — (DDVE)’ } x 1,04} / 1000 (g) ,
sendo MVE a massa do ventriculo esquerdo.
>  FE = (DDVE’ — DSVE’) / DDVE’, sendo FE a fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo.
> %ENC = [(DDVE — DSVE) / DDVE] x 100 (%), sendo %E a
porcentagem de encurtamento do ventriculo esquerdo.
> TRIc = TRINRR (ms), sendo TRIc o tempo de relaxamento
isovolumétrico corrigido para FC e RR o tempo em milissegundos entre dois batimentos
consecutivos.
O estudo “in vivo” possibilitou avaliar a fungao sistolica e diastdlica do ventriculo
esquerdo, além de permitir acesso aos indicadores de remodelacdo cardiaca como massa

., . N R 60
miocardica e dimensdo das camaras = .

ESTUDO “IN VITRO”
Estudo da funcio ventricular em coracao isolado: preparacao de Langendorff
Apds o estudo ecocardiografico, 6 animais C e 6 animais T (-), que foram
submetidos ao ecocardiograma, receberam tiopental sodico (50 mg/kg, IP) e heparina (1000
Ul), por via intraperitoneal ¢ ventilados com pressao positiva ¢ oxigénio a 100%. A seguir

foi efetuada a esternotomia mediana, com ventilagdo assistida, e dissecada a aorta
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ascendente. A aorta foi cateterizada com canula de metal nimero 15 a e iniciada a perfusao
retrograda com solucdo de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢do em mmol/l: 115
NaCl, 5,4 KCl, 2,5 CaCl,, 1,2 MgPOg4, 1,15 NaH,PO4, 1,2 Na;SO4, 25 NaHCO; e 11
glicose. Antes de sua utilizacdo essa solucdo foi filtrada com filtro de acetato de celulose
com poro de 5 micrometros. A solucdo acima foi acrescida de insulina 10 UI/l e manitol, na
concentragdo de 8 mmol, para assegurar maior preservagio miocardica ®'.

Os coragdes foram removidos da caixa toracica e colocados em aparelho de
estudo de coracdo isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sachs Elektronik-Germany), com
pressdo de perfusdo constante de 75 mmHg. A solucdo nutriente foi continuamente
oxigenada com mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5% de CO,, a temperatura de 37 °C,
pH entre 7,3 ¢ 7,4. O atrio esquerdo foi aberto e o apice do ventriculo esquerdo puncionado
com agulha, para drenar a cavidade ventricular, evitando-se acimulo de liquido no seu
interior. Um baldo de latex, atado ao tubo de polietileno PE 90, foi colocado na cavidade
ventricular. A outra extremidade do tubo de polietileno foi conectada a uma torneira de 3
vias, sendo uma das vias acoplada a um transdutor de pressao (Stathan P23 XL) e a outra, a
uma seringa de 1 ml, que permite a variacdo do volume do baldo intracavitario. A
musculatura atrial direita, compreendendo o noédulo sinoatrial foi extirpada e um eletrodo de
marcapasso artificial colocado no miocardio do ventriculo direito para se manter,
artificialmente, a frequéncia cardiaca de 250 bpm.

Por meio da preparacdo descrita, foram obtidas curvas de Starling com infusado
de liquido no baldo, variando a pressao diastélica no ventriculo esquerdo de 0 a 25 mmHg,
através de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se a pressdo sistolica
correspondente a cada variagdo de volume. Foram registradas, também, a primeira derivada

positiva de pressdo (+dP/d¢) e a derivada negativa de pressdo (-dP/df). Esses indices sdo,
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respectivamente, utilizados como pardmetros de funcdo contratil e relaxamento do
ventriculo esquerdo. A complacéncia do ventriculo esquerdo foi calculada a partir da
variagdo no volume requerida para aumentar a pressdo diastolica de zero para a 25 mmHg
(Ays, mL) . A razdo VO/PC (mL/g) foi utilizada como parimetro de normalizagio do
tamanho da cdmara, onde VO ¢ volume para obtencdo de pressdo ventricular diastolica nula
e PC é peso corporal *°.

O estudo funcional consistiu dos seguintes passos:

> Determinacdo do volume para obtencdo de pressdo ventricular
diastdlica de nula (VO0);

> A partir do VO foram acrescidos, sucessivamente, 20 microlitros de
agua ao volume do baldo até obter-se pressdo diastolica de 25 mmHg. A cada acréscimo,
foram registradas as curvas de pressdo do VE e da primeira derivada temporal da pressdo,
utilizando-se um poligrafo da GOULD, modelo Windowgraf;

> A calibragdo dos tracados permitiu a afericdo das pressoes sistolicas e
diastolicas do ventriculo esquerdo correspondentes aos diferentes volumes.

> Terminado o experimento, o coracgao foi retirado do aparato de perfusao

e os ventriculos direito foram separados e pesados.

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Dos animais submetidos ao estudo do corag@o isolados foram coletados sangue,
antes da retirada do coragdo e figado. Apds o estudo, os coragdes foram dissecados,
separando-se o ventriculo esquerdo (VE) do ventriculo direito (VD) para armazenamento ¢
ndo foram utilizados para aferi¢do de peso dos tecidos ou teor de agua, ja que foram

perfundidos de forma artificial por solug¢ao nutritiva. Os 11 animais controle ¢ os 11 animais
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deficientes em taurina, ndo submetidos ao estudo do coragdo isolado, foram anestesiados por
administracdo de pentobarbital sodico (50mg/kg) intraperitoneal. Destes animais foram
coletados sangue, figado e coracao.

O sangue de todos os animais foi coletado em tubo heparinizado e que depois era
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos para obtencdo do plasma e que foi a seguir
congelado a -80°C. Os figados, VE, VD e atrio esquerdo, dos animais ndo submetidos ao
estudo do coragdo isolado, foram rapidamente lavados em soro fisiologico para retirada do
sangue. Estes tecidos foram divididos em fragmentos utilizados para peso tecidual, teor de
4gua, armazenamento em formol e congelamento a -80°C.

Foram realizadas as pesagens do VE, VD e atrios totais, apos a dissec¢do dos
coracdes dos animais ndo submetidos ao estudo do coracdo isolado. Em seguida o VE foi
seccionado a 4 mm da ponta, em um fragmento 3 mm de espessura, colocado em formol. A
base do VE e a ponta, seccionado em 2 fragmentos, foram congeladas a -800C, em 3 frascos
individuais. O VD foi seccionado em 2 fragmentos, um deles armazenado em formol e outro
utilizado para a medida de teor de dgua. Os atrios foram utilizados apenas para a medida de
teor de agua.

Os figados foram seccionados em 3 fragmentos: para medida do teor de agua (Ta),
armazenamento em formol e congelamento a -80°C. O teor de 4gua destes tecidos foi
calculado por meio de medida de peso do fragmento do tecido, apoés dissec¢do, chamado de
peso umido (Pu) e da medida de peso, do mesmo fragmento, apos 48 horas em estufa a 65°C,
chamado de peso seco (Ps).

Assim, Ta = [(Pu-Ps) /Pu] x 100. A equacdo fornece informagdes da existéncia de

edema tecidual.
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O formol utilizado para o armazenamento foi o tamponado (formol 10%, agua
deionizada, fosfato de s6dio monobasico ¢ fosfato de sddio dibasico). Os tecidos ficaram
nesta solug¢do por 24 horas e depois foram transferidos para alcool 70%. Em seguida foram
parafinizados em blocos, dos quais posteriormente foram realizadas as laminas para estudo

histopatologico.

ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Ap0s ser inserido no bloco de parafina, o corte histoloégico do VE foi seccionado
em cortes de 5 micrometros de espessura. Em seguida, foram corados em ldminas com
solugdo hematoxilina-cosina para aferi¢gdo area seccional transversa dos miocitos (ASM) e
com coloragdo especifica para colageno que € o picrosirius vermelho (Sirius red F3BA em
saturagdo aquosa de acido picrico). A area seccional dos midcitos foi determinada pela média
das medidas, das areas de aproximadamente 100 midcitos, por [amina. Os miocitos escolhidos
tinham nucleo central, em corte transversal, e foram medidos através do contorno gerado pelo
cursor na tela do computador . As medidas foram realizadas utilizando o microscéopio
LEICA DM LS (lente com aumento de 40 vezes), ligado a camera de video que enviou
imagem digital ao computador dotado de programa de analise de imagens Image Pro-plus
(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

A porcentagem de colageno intersticial foi determinada nas laminas coradas com
picrosirius vermelho, no mesmo microscopio, com lente de aumento 40 vezes e mesmo
software ja citado. Esta coloracdo permite a diferenciagdo de estruturas que contenham
colageno, coradas em vermelho e as que ndo apresentam colageno, coradas em amarelo. O

software utilizado realiza a marcacdo destas cores. Assim, pode-se estabelecer a porcentagem
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de coldgeno em relacdo a area total do campo. Depois foi realizada a média de todos os

campos > %,

DETERMINACAO DOS NiVEIS DE TAURINA NO MIOCARDIO: por HPLC (high-
performance liquid chromatography — cromatografia liquida de alta eficiencia)

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer a - 80°C. A amostra congelada foi homogeneizada em
aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax' ™ T25 Basic, Wilmington, USA) com tampio de lise
hipotonico (fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, sucrose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM
pH 8.0, PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e inibidor de fosfatase). O processo foi realizado trés
vezes durante 10 segundos a 4°C, com intervalos de 20 segundos. O produto da
homogeneizagao foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12000 rpm por
20 minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e armazenados em
freezer —80°C.

Foram colocados 20 pl de tecido homogeneizado em eppendorfs com 200 pl de
metanol, sendo agitados em vortex e centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tudo de eppendorf, evaporado o metanol em speed-
vac, por 25 minutos e, em seguida, foi adicionado 100 pl de fase A (fosfato de sodio 25 mM/I,
pH 6,6, 2% acetonitrila, 2% de metanol e 2% tetrahidrofurano).

Para a quantificagdo do aminodcido taurina, utilizou-se o HPLC. O cromatdgrafo
utilizado foi o da marca SHIMADZU Corporation, modelo LC-10AD, com unidade para
gradiente linear SCL10A VP, injetor automatico modelo SIL10A, constando de 2 bombas de
fluxo continuo, modelo LC-10A, um forno de aquecimento da coluna modelo CTO-10A ¢

detector de fluorescéncia modelo RF535, tudo comandado pelo software LC solution. Foi
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realizado o método de derivatizacdo pods-coluna (Coluna Phenomenex C18 150 X 4.6mm, 5
um tamanho da particula), sendo a temperatura da coluna 45°C. A detecgdo foi realizada em
fluorescéncia com excitacdo em 330 nm e emissdo em 450 nm. Na andlise cromatoégrafa o
reagente utilizado na derivatizacdo foi o ortophtaldialdeido (OPA).

Apods o processo de desproteinizagdo, j4 descrito anteriormente, iniciou-se a
analise das amostras colocando-se 20 pl deste material diluido em 16 pl de 4gua destilada em
tubos proprios. O injetor automatico adicionava a amostra 20 pl de uma solucao de carboxi-
metil-cisteina (CMCys), que funcionava como padrio interno ¢ 40 pl de solugdo OPA (5 mg
OPA + 125 pul de metanol + 1,20 ml de tampao borato de sodio 0,40 M/1, pH 9,50 + 10 pl de
mercaptoetanol + 10 pl de solugdo de Brij 35). O injetor automatico homogeneizava a
amostra por duas vezes. O padrao de aminoacidos, com o qual a amostra seria comparada, foi
preparado a partir de uma solucdo de aminoacidos contendo 2,5 umoles/ml (Pierce), diluido
em 4gua destilada e com concentragio de 375 pmol/30 ul. A esta solugdo foi acrescido 6 pul de
taurina, ja que este aminoacido ndo ¢ presente no padrdo de aminodcidos Pierce.

A separagdo dos aminoacidos requer 2 fases moveis. A fase movel utilizada era
composta por um gradiente binario com fase A (Fosfato de Sodio 25 mM/I, pH 6,60,
(Na;HPOy4), 2% de Acetonitrila(ACN), 2% de Metanol(MeOH) e 2% de
Tetrahidrofurano(THF)), e fase B (Metanol a 65%, com 5% da fase A).

O fluxo das fases foi de 1,70 ml por minuto. O procedimento analitico ocorreu na
temperatura ambiente até 26 minutos da corrida, quando o forno foi ligado a 45°C e desligado
aos 38 minutos da corrida. Inicialmente, apds a injecdo da amostra, do tempo 0,01 até¢ 30
minutos foi bombeada a fase méovel com as alteragdes de gradiente ocorrendo de forma linear
na seguinte propor¢ao: 81% da fase A e 19% da fase B até chegar a 100% da fase B. Este

gradiente permaneceu até os 38 minutos quando ocorreu diminui¢cdo da fase B para 19% em
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0,1 minutos. A corrida terminou aos 47 minutos. Este tempo foi suficiente para estabilizar

novamente a coluna possibilitando novas determinacgdes.

DETERMINACAO DAS METALOPROTEASES 2 E 9

A zimografia ¢ considerada método simples, sensivel, quantitativo e funcional de
se acessar a atividade proteolitica em tecidos e células. As metaloproteases sdo enzimas
proteoliticas sintetizadas em sua forma inativa chamada zimogeno, que em presenca de zinco
se tornam ativas. As metaloproteases 2 e 9 ativadas tém peso molecular de 62kDa e 82kDa
respectivamente. Estas enzimas sdo capazes de degradar gelatina, por isso sdo chamadas de
gelatinases. Os géis do sistema SDS-page contém gelatina e observa-se degradagdo destas
substancias nas bandas de peso molecular entre 60 ¢ 90 kDa, correspondentes a atividade
destas enzimas .

Os tecidos serdo congelados a - 80° C e serdo homogeneizados com tampio de
extragdo composto de Tris HCI 50mM pH 7,4, NaCl 0,2 M, Triton X-100 0,1%, CaCl,
10mM, na proporcao de 30mg de tecido/100uL de tampao de extragdo, por 3 vezes de 30
segundos. Esta mistura ficara em geladeira -4° C por 2 horas, para que haja extragdo protéica
adequada. Em seguida serd realizada a centrifugacdo a 4000RPM, 4° C por 20 minutos. O
sobrenadante resultante sera utilizado para a quantificagdo de proteina. Esta sera realizada
pelo método Bradford, permitindo que se obtenha a quantidade de proteinas em cada
microlitro. Em seguida, adiciona-se o tampao de aplicagdo da amostra composto por 5,55mL
de agua destilada, 1,25mL de Tris-HCI 0,5M pH 6,8, 0,3 mL de glicerol, 0,2 mL de azul
bromofenol 0,5%, de modo que cada amostra contenha a mesma quantidade de proteina por
microlitro. Assim, a mesma quantidade de proteina por amostra sera aplicada em cada sulco

dos géis de separagdo e stacking. O gel de separagdo ¢ composto por 8% de poliacrilamida e
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0,1% de gelatina e o stacking 4%, da mesma forma descrita no item acima. Os géis serdo
colocados na cuba 16X16 Biorad 18Di seguido do tampao de corrida composto por 30,3g Tris
base, 144g Glicina, 10g SDS para cada litro e com pH= 8.3. A corrida sera feita a 80V em
aproximadamente 2h, em condi¢des ndo redutora.

Ap6s a corrida, o gel sera lavado duas vezes de 15 minutos em Triton X-100 e em
seguida serdo realizadas 2 lavagens de cinco minutos cada em Tris-HCI 50mM ph 8,4 para
retirar o Triton. Os géis serdo colocados em recipiente com solug¢do de incubagdo com Tris-
HCI 50 mM pH 8,4 mais SmM de CaCl, e 1pL de ZnCl, e deverdo permanecer a 37°C, por
12horas. Os géis serdo corados com comassie Brilant Blue por 2 horas e descorados com 30%
metOH 10% acido em agua . Os géis serdo estudados apos serem fotografados em analisador
de imagem UVP, UV White Darkhon. A atividade colagenolitica ser4 analisada por meio da

razao da banda ativa pela banda inativa da metaloproteinase.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados com distribui¢do normal foram apresentados em média e desvio padrao
e comparados pelo teste t de Student. Os resultados com distribui¢do ndo normal foram
apresentados em mediana e quartil 1 — quartil 3 e comparados pelo teste Mann-Whittney. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.



V. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

ASPECTOS GERAIS DO MODELO DE DEFICIENCIA DE TAURINA

Na tabela 1 estdo apresentados os dados relativos ao peso, ingestdo de dgua ou
solugdo de [-alanina e a concentracdo de taurina no ventriculo esquerdo dos animais
estudados. Considerando o peso corporal inicial (C = 103,0 + 5,2 e T(-) = 106,5 £ 6,0g, p =
0,081) e o peso corporal final (C= 257 (254 — 277)g e T(-) = 262 (252 — 288)g, p = 0,558)
(figura 3), ndo foram observadas diferencas entre os grupos controle e deficiente em taurina.
A quantidade de agua ou solucdo de agua e B-alanina, em média, foram semelhantes (C= 38,9
+4,9mlL/dia e T(-) = 38,2 £ 5,5ml/dia, p = 0, 725). J& a concentragdo de taurina no ventriculo
esquerdo foi menor no grupo deficiente em taurina (C = 1,8 + 0,8pmol/mg de tecido e T(-) =

0,4 £0,1 pmol/mg de tecido, p = 0,007) (figura 4), quando comparado ao grupo controle.

AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Os dados relativos as analises ecocardiograficas estdo apresentados nas tabelas 2 e

Considerando os dados morfoldgicos, o grupo T(-) apresentou menores valores da
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (C = 1,37 + 0,11lmm e T(-) = 1,24 +
0,16mm, p = 0,013) (figura 5) e da relagdo EPP/DDVE (C =0,20 £ 0,02 ¢ T(-) = 0,17 £ 0,02,
p = 0,016) (figura 6) em comparacdo ao grupo C. Nas andlises das outras varidveis
morfoldgicas , ndo foram encontradas diferencas entre os grupos (Tabela 2).

Na avaliacdo dos dados funcionais, apresentados na tabela 3, o grupo T(-)

apresentou maior valor do didmetro sistolico do ventriculo esquerdo (C = 2,91 £ 0,57mm ¢
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T(-) = 3,42 + 0,53mm, p = 0,011) (figura 7) e do didmetro sistolico do ventriculo esquerdo,
corrigido pelo peso corpéreo (C = 12,1 (9,62 — 13,00) mm/kg e T(-) = 12,3 (11,10 -14,20)
mm/kg, p = 0,046) (figura 8); menor frequéncia cardiaca (C = 340,2 + 30,1bpm e T(-) = 304,2
+ 25,9bpm, p < 0,001) (figura 9), débito cardiaco (C = 73,48 £ 9,07mL/min e T(-) = 64,72 +
7,81mL/min, p = 0,005) (figura 10), porcentagem de encurtamento (C = 58,012 = 6,98 e T(-)
=51,70 £ 4,82, p = 0,004) (figura 11), fracdo de ejecdo (C=0,92 £ 0,03 e T(-) =0,88 + 0,03,
p =0,004) (figura 12) e onda A (C = 64,0 (52,1 —75,15)cm/s e T(-) = 52,0 (45,8 — 56,0)cm/s,
p = 0,008) (figura 13), quando comparado ao grupo controle. Na razdo E/A, o grupo
deficiente em taurina (C = 1,31 £ 0,22 e T(-) = 1,62 + 0,26, p = 0,001) (figura 14), obteve
maior valor que o grupo controle. Nas analises das outras varidveis, ndo foram encontradas

diferencas entre os grupos.

AVALIACAO FUNCIONAL IN VITRO —- CORACAO ISOLADO

Na tabela 4 estdo apresentados os dados referentes a avaliagdo funcional in vitro
do ventriculo esquerdo (coragdo isolado). Indicadores da fun¢do sistolica, representados pela
pressdo sistdlica correspondente a pressdo diastolica nula, pela pressdo sistolica
correspondente a pressdo diastolica 25mmHg e a derivada positiva maxima; e indicadores da
fungdo diastolica, como derivada negativa maxima e complacéncia foram semelhantes entre
os grupos. O tamanho da cémara, representada pelo volume para obtengdo de pressdo
ventricular diastolica nula (V0) e pela razaoVO/PC, também foram semelhantes entre os

grupos.
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AVALIACAO MORFOMETRICA

Os dados morfométricos obtidos por pesagem dos tecidos se encontram na tabela
5. Os pesos dos atrios, ventriculo esquerdo, ventriculo direito e figado foram semelhantes
entre os grupos. O mesmo fendmeno foi encontrado quando os pesos dos tecidos foram
corrigidos pelo peso corporal. O teor de agua do ventriculo esquerdo foi maior no grupo
deficiente em taurina (C = 72,4 + 0,08% ¢ T(-) = 80,2 £ 0,06%, p = 0,027) (figura 15) em
comparagdo aos animais controle, indicando edema tecidual, enquanto que o peso seco do
ventriculo esquerdo foi menor (C = 0,53 + 0,16 mg/kg e T(-) = 0,38 + 0,15 mg/kg, p = 0,051)

(figura 16). A analise do teor de 4gua nos outros tecidos foi semelhante entre os grupos.

AVALIACAO POR MICROSCOPIA OPTICA E AVALIACAO DAS
METALOPROTEASES 2 E 9

A tabela 6 representa as variaveis area seccional dos midcitos, porcentagem de
colageno e metaloproteases 2 € 9. O grupo deficiente em taurina apresentou area seccional dos
midcitos (C =238,3 + 24,2 um? e T(-) = 196,3 £ 29,7 um?, p = 0,013) (figura 17) menor que o
grupo controle, ja a porcentagem de colageno (C = 1,37 + 0,8% e T(-) =1,34 £ 1,3% ,p =
0,955) e as metaloproteases 2 (C = 0,507 = 0,1 e T(-) = 0,514 = 0,1, p = 0,870) e
metaloproteases 9 (C = 0,645 = 0,7 ¢ T(-) = 0,604 + 0,4, p = 0,898) foram semelhante entre

0S grupos.
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Tabela 1. Aspectos gerais do modelo de deficiéncia de taurina

Grupo C Grupo T(-) p
n=17 n=17
PI (g) 103,0£5,2 106,5 + 6,0 0,081
A (ml/dia) 38,9+4,9 38,2+5,5 0,725
PF (g) 257 (254,0 — 277,0) 262 (252,0 —288,0) 0,558
Taurina (umol/mg de tecido) 1,8 £0,8 0,4+0,1%* 0,007

Grupo C: animais controle; Grupo T(-): animais deficientes em taurina; PI: peso no inicio do
experimento; A: média de ingestdo de agua ou solugdo de agua e B-alanina; PF: peso final;
Taurina: concentragdo de taurina por mg de ventriculo esquerdo. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrao ou mediana (quartil 1 - quartil 3). *p < 0,05.
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Tabela 2. Estudo morfologico in vivo por meio de ecocardiografia

Grupo C Grupo T(-) p
n=17 n=17
DDVE(mm) 6,76 (6,69 —7,34) 6,90 (6,76 — 7,36) 0,654
DDVE/PC(mm/kg) 26,4 +2,45 26,4 +2,17 0,962
EPP (mm) 1,37+0,11 1,24 £ 0,16* 0,013
EPP/DDVE 0,20 £ 0,02 0,17 £0,02%* 0,016
AE (mm) 4,0+0,61 3,83 +0,39 0,356
AO (mm) 3,16 £ 0,30 3,13+0,18 0,755
AE/AO 1,26 £ 0,17 1,22+ 0,15 0,489
AE/PC (mm/kg) 15,2 +2,38 14,4 + 231 0,298
MVE (g) 0,34 (0,33 - 0,43) 0,36 (0,33 -0,43) 0,654
IMVE (g/kg) 1,94 £ 0,49 1,87 £0,32 0,708

Grupo C: animais controle; Grupo T(-): animais deficientes em taurina; DDVE: didmetro
diastolico do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal do animal; EPP: espessura da parede
posterior do ventriculo esquerdo; AE: diametro do atrio esquerdo; AO: diametro da aorta;
IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo. Os dados sdo expressos em média + desvio
padrdo ou mediana (quartil 1 - quartil3). *p <0,05.
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Tabela 3. Estudo funcional in vivo por meio de ecocardiografia

Grupo C Grupo T(-) p
n=17 n=17
DSVE (mm) 2,91 +0,57 3,42 +£0,53* 0,011
DSVE/PC (mm/kg) 12,1 (9,62 - 13,00) 12,3 (11,10 -14,20)* 0,046
FC (bpm) 340,15 + 30,13 304,22 £25,91* <0,001
DC (mL/min) 73,48 £ 9,07 64,72 £ 7,81* 0,005
% ENC 58,012 + 6,98 51,70 = 4,82* 0,004
FE 0,92 £0,03 0,88 £ 0,03* 0,004
VAo (cm/s) 108,29 + 13,23 106,13 + 13,06 0,635
Onda E (cm/s) 84,70 +£ 12,73 83,62+ 9,34 0,781
Onda A (cm/s) 64,0 (52,07 - 75,15) 52,0 (45,75 — 56,00)* 0,008
E/A 1,31 +0,22 1,62 + 0,26* 0,001
TRIV (ms) 16,50 (15,0 — 19,00) 17,0 (15,5 — 18,25) 0,876
TRIVe (ms) 42,5+88 38,0+5,5 0,084

Grupo C: animais controle; Grupo T(-): animais deficientes em taurina; DSVE: didmetro sistolico
do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal do animal; FC: frequéncia cardiaca; DC: débito
cardiaco; %ENC: porcentagem de encurtamento; FE: fracdo de ejecdo; VAo: velocidade do
sangue na aorta; E/A: relagdo entre as ondas E e A; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico;
TRIVc: tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela FC. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil 3). *p < 0,05.
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Tabela 4. Estudo funcional in vitro por meio de coragdo isolado

Grupo C Grupo T(-) p
n==6 n==6
PS 25 (mmHg) 165,2 £ 19,8 144,4 + 24,8 0,141
PSy (mmHg) 137,3+20,4 123,3 +20,1 0,260
+dP/dt max (mmHg/s) 4375 + 981 3833+ 714 0,300
-dP/dt max (mmHg/s) 2469 + 330 2125 £262 0,074
VO (uL) 83,3+17,5 84,2+ 19,6 0,940
VO/PC (uL /g) 0,326 = 0,08 0,322 + 0,09 0,931
A5 (nL) 69,5 £ 16,1 71,8 +23,7 0,846
Comp (nL/mmHg) 2,8+0,6 29+1,9 0,846

Grupo C: animais controle; Grupo T(-): animais deficientes em taurina; PS,s: pressdo sistolica
correspondente a pressdo diastolica 25mmHg; PSy: pressdo sistolica correspondente a pressao
diastolica 0 mmHg; +dp/dt max: derivada positiva maxima da pressdo; -dp/dt max: derivada
negativa maxima da pressdo; VO: volume em que pressdo diastdlica ¢ nula; PC: peso corporal;
Ajs: volume requerido para aumentar a pressdo diastdlica de zero para 25mmHg; Comp:
complacéncia. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil
3).p<0,05.
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Tabela 5. Estudo morfométrico por meio de pesagem de tecidos

n Grupo C n Grupo T(-) p
PA (mg) 10 0,015 (0,01 - 0,02) 8 0,014 (0,01 —0,02) 0,100
PA/PC (mg/g) 10 0,05 (0,03 —0,06) 8 0,05 (0,04 —0,05) 0,824
PVE (g) 10 0,52+0,11 11 0,52 +0,09 0,955
PVE/PC (mg/g) 10 1,74 £ 0,69 11 1,87 £ 0,32 0,589
PSVE (g) 9 0,14 + 0,04 11 0,10 +£ 0,04 0,072
PSVE/PC (mg/g) 9 0,53 +£0,16 11 0,38 £0,15*% 0,051
PVD (g) 9 0,15+ 0,04 9 0,17 £0,03 0,286
PVD/P (mg/g) 9 0,57 + 0,05 9 0,66 + 0,03 0,208
Ta A (%) 10 82,6 (79,1 — 88,9) 7 88,9 (81,1 —93,7) 0,353
Ta VD (%) 10 74,4 (72,1 — 80,6) 9 75,8 (74,5 — 80,8) 0,270
Ta VE (%) 11 72,4+ 0,08 11 80,2 + 0,06* 0,027
Ta F (%) 17 70,1 £ 0,02 17 69,4 + 0,01 0,313

Grupo C: animais controle; Grupo T(-): animais deficientes em taurina; PA: peso dos atrios; PC: peso
corporal do animal; PVE: peso do ventriculo esquerdo; PSVE: peso seco do ventriculo esquerdo; PVD:
peso do ventriculo direito; Ta A: teor de agua nos atrios; Ta VD: teor de agua no ventriculo direito; Ta
VE: teor de agua no ventriculo esquerdo; Ta F: teor de 4gua no figado. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil 3). *p <0,05.
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Tabela 6. Estudo histopatoldgico por microscopia Optica : area seccional dos midcitos
e porcentagem de colageno

Grupo C Grupo T(-) p
n="7 n="7
ASM (um?) 238,3+£24,2 196,3 +£29,7* 0,013
C (%) 1,37+0,8 1,34+1,3 0,955
MMP2 A/l 0,51 +0,1 0,51+0,1 0,870
MMP2 A1+A2/1 2,5+0,4 2,7+0,4 0,495
MMP9 A/l 0,65+ 0,7 0,60 + 0,4 0,898

Grupo C: animais controle; Grupo T(-): animais deficientes em taurina; ASM: area seccional
dos midcitos; C: porcentagem de colageno; MPP2 A/I: razdo entre a banda ativa e inativa da
metaloprotease 2; MPP2 Al + A2/I: razdo entre a banda ativa 1 mais ativa 2 e inativa da
metaloprotease 2; MPP9 A/I: razdo entre a banda ativa e inativa da metaloprotease 9. Os
dados sdo expressos em média = desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil 3). p <0,05.
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Figura 5. Grafico de barra com representa¢do de média e desvio
padrio da concentragdo da espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo dos animais controle e deficientes em
taurina obtida por ecocardiografia
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Figura 8. Grafico de cinco pontos de Tukey com
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Figura 9. Grafico de barra com representagdo de média e desvio
padrdo da concentracdo da medida da frequéncia cardiaca dos
animais controle ¢ deficientes em taurina obtida por
ecocardiografia
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Figura 10. Grafico de barra com representa¢do de média e desvio
padrio da concentragdo do débito cardiaco dos animais controle e
deficientes em taurina obtida por ecocardiografia
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Figura 11. Grafico de barra com representacdo de média e
desvio padrio da concentragdo da funcdo sistolica do
ventriculo esquerdo por meio da porcentagem de encurtamento
do ventriculo esquerdo dos animais controle ¢ deficientes em
taurina realizada por ecocardiografia
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Figura 12. Grafico de barra com representagdo de média e
desvio padrio da concentragdo da fracdo de eje¢do do
ventriculo esquerdo dos animais controle e deficientes em
taurina realizada por ecocardiografia
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Figura 13. Grafico de cinco pontos de Tukey com
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deficientes em taurina realizada por ecocardiografia
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Figura 14. Grafico de barra com representagdo de meédia e
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Figura 15. Grafico de barra com representacdo de média e
desvio padrao do teor de agua no ventriculo esquerdo dos
animais controle ¢ deficientes em taurina
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da deficiéncia de
taurina no coragao.

O modelo utilizado para obter deficiéncia de taurina em ratos, tratamento com
solugdo de B-alanina 3%, fez com que ocorresse diminuicdo de 77% da concentracdo de
taurina no ventriculo esquerdo. Esta diminuicdo da concentracdo de taurina ¢ superior ao

1. ® ¢ por Dawson Jr et al. '® reducio de 20% e 50%

encontrada por Parildar et a
respectivamente. Esta diferenca pode ser explicada pela idade dos animais nos protocolos
experimentais. O trabalho de Parildar et al. ** utilizaram ratos com 22 meses e Dawson Jr et
al. '® utilizaram ratos que pesavam 180 a 200 g. Os animais estudados por Dawson Jr et al. '®
eram 2 a 3 semanas mais velhos do que os do presente estudo. Schuller-Lewis & Park , em
artigo de revisdo, descrevem que animais jovens mostram menor capacidade de sintese de
taurina quando comparados aos animais mais velhos. Assim, as diferencas observadas entre
os estudos podem ser devido as idades dos ratos.

A deficiéncia de taurina por tratamento com solu¢do de B-alanina resultou em
atrofia cardiaca verificada por afinamento da espessura da parede ventricular, menor peso
seco do ventriculo esquerdo e por menores valores de area seccional dos midcitos. Outro
achado em nosso estudo foi que o grupo deficiente em taurina apresentou remodelacdo
excéntrica. Esta alteragcdo foi observada porque os animais deficientes em taurina

apresentaram maiores cavidades ventriculares (DSVE), menores EPP do VE e com menores

valores da geometria ventricular (EPP/DDVE). Em relagdo a fungfo diastolica, os dados sdo
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compativeis com piora da didstole nos animais deficientes em taurina. O grupo deficiente em
taurina apresentou menor velocidade da onda A, maior razdo E/A, e tendéncia menor do
TRIV corrigido pela frequéncia cardiaca. Em relagdo a funcdo sistolica, os dados
ecocardiograficos sdo compativeis com disfuncdo sistolica. Foi possivel observar menor
fragdo de ejecdo, porcentagem de encurtamento e débito cardiaco no grupo deficiente em
taurina. Além disso, no presente estudo ndo foi evidenciado aumento de fibrose por meio do
estudo por microscopia Optica e nem maior ativagdo de metaloproteases.

Os achados do presente estudo sio semelhante aos encontrados por Ito et al. *> em
camundongos transgénicos com deplecdo do gene TauT. Por exemplo, os camundongos
apresentaram: atrofia cardiaca, menores areas de midcitos, auséncia de fibrose, remodelacdo
excéntrica e disfuncao sistdlica.

As possiveis situagdes que podem explicar a remodelacdo cardiaca encontrada em

~ © o~ . © o~ o8] L. 25 ~
nosso estudo sdo: restrigdo alimentar, desnutricdo energética-protéica “°, alteracdo no

12,76 80, 82

metabolismo protéico *' alteragdes hemodindmicas e processo inflamatorio

A restricdo alimentar e desnutricdo energética-protéica (DEP) induzem a
alteracdes no coragdo como atrofia e disfungdo cardiaca A restricdo alimentar de 50% da
dieta de ratos jovens Wistar-Kyoto por 90 dias resultou em menor peso corporal, menor peso
do VE, maior concentragdo de colageno, sem alterar desempenho cardiaco ¥ J4 a desnutrigdo
energética-protéica de ratos recém desmamados promoveu a atrofia com dilatacdo de
cavidade (remodelagdo excéntrica) e disfungdo diastélica ». Estes animais eram caquéticos
com diminui¢do de peso corporal e do peso cardiaco de modo proporcional. Além disso, a
area seccional dos midcitos foi menor e a concentragdo de colageno foi maior no grupo DEP

25 - . . . - L,y , 43
. Outros achados comuns na DEP sdo bradicardia, hipotensdo ¢ menor débito cardiaco ™.

Assim, os nossos dados sdo parecidos com os encontrados na DEP. A diferenga ¢ que nossos
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animais ndo sofreram restricdo alimentar, ndo apresentaram diferengas no peso corporal e na
concentragdo colageno.

Outro mecanismo que poderia explicar os achados do nosso estudo seria o da
diminui¢do da sintese e/ou do aumento do catabolismo protéico. A sintese protéica ¢
dependente dos aminoacidos limitantes e em situagdes que ocorre deficiéncia desses
aminoacidos, seja pela dieta ou por utilizacdo excessiva (estresse catabolico), a sintese de
proteinas sera prejudicada *'. Exemplos desta situagdo podem ocorrer com a deficiéncia de
aminoacidos sulfurados como a metionina e a cisteina. No entanto, com a taurina, outro
aminoacido sulfurado, isto ndo ocorre. A taurina ndo ¢ incorporada a nenhuma proteina e ¢
produto final da via metabélica da metionina *'.

Outra fungdo da taurina poderia ser a de agir como regulador (sinalizador) de vias
metabolicas intracelulares envolvidas na sintese protéica. Exemplo deste mecanismo seria a
dos inibidores de enzima conversora da renina angiotensina (IECA). Esta medicagdo atua no
processo da sintese ¢ do catabolismo protéico, promovendo a diminui¢ao da massa do
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ventriculo esquerdo Entretanto, diferentemente dos outros aminodcidos sulfurados a

taurina nao participa das vias de sinalizacao e controle do “turnover” protéico o

Assim, 0s mecanismos que levaram a atrofia cardiaca e disfungao ventricular nos
animais deficientes em taurina ndo s3o os mesmos envolvidos na restricdo alimentar,
desnutrigao energética-protéica e ou alteracdo no metabolismo protéico.

Alteragdes no mecanismo hemodindmico de “carga” do miocardio podem resultar
em remodelacdo estrutural. Em situagdes em que o coragdo ¢ submetido a sobrecarga de
pressdo ocorre hipertrofia concéntrica, enquanto a sobrecarga de volume ocorre hipertrofia

excéntrica '*. Nesta altima situagdo pode ser encontrada dilatagao de cavidade, alteracdo de

. . ~ . 4 12 L4
geometria e disfungdo ventricular ¢ aumento da massa cardiaca °. Ao contrario, a atrofia
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ocorre em situagdes em que haja reducio da pos-carga '>. Coragdes de ratos transplantados,
sem “carga” hemodinamica, apresentaram reducdo de 41% do volume e 26% da area
seccional dos miocitos. No entanto, apesar da atrofia do miocardio, a fungdo contratil desses
animais estava preservada '°. Também é conhecida a regressio da massa do ventriculo
esquerdo quando a pressio arterial é reduzida . Entretanto, no presente estudo ndo foram
realizadas medidas de pressdo arterial e foram observadas piora da funcdo sistolica e
diastolica. Em estudos em que animais foram submetidos ao mesmo modelo de deficiéncia de
taurina ndo foram observados diferengas na pressdo arterial quando comparados com animais
ndo deficientes ** °*. Assim, é pouco provavel que as alteragdes encontradas no presente
estudo se devam a reducgdo na pressdo arterial.

E por ultimo poderiamos sugerir o processo inflamatoério como causador da
disfungdio cardiaca observada em nosso estudo. E interessante lembrar que dentre fungdes
biologicas da taurina estdo incluidas as agdes antioxidantes e anti-inflamatdorias. Compostos
derivados da taurina como a taurina-cloramina (TauCl) e a taurolidina possuem capacidade
de bloquear a producao de citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
) e interleucina 1 (IL-1) ’®. A taurolidina bloqueia em 50 a 90% a produgdo de TNF-o em
células mononucleares de sangue humano ® Em camundongos, a quantidade de (TNF-a)
sintetizado por macrofagos foi reduzida de forma dose dependente por TauCl *°. Estudos
experimentais tém mostrado que citocinas inflamatdrias como TNF-qa, interleucina-1b, entre
outras, podem contribuir para o desenvolvimento e progressdo da faléncia do coragdo por
promover hipertrofia cardiaca, ativando metaloproteinases da matriz celular, provocando

80, 82 -~
. Ao contrario desses estudos, em nosso trabalho

disfung¢do contratil e induzindo apoptose
observamos atrofia cardiaca com diminuicdo da area dos miocitos, auséncia de fibrose e

metaloproteases equivalentes.
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De acordo com o exposto acima, os achados estruturais ¢ funcionais cardiacos em
animais deficientes em taurina, por tratamento com [-alanina apresentam caracteristicas
proprias.

Além disso, observamos aumento do teor de agua no ventriculo esquerdo nos
ratos com deficiéncia de taurina. Este acimulo de agua no ventriculo esquerdo (80,2 + 0,06%)
¢ fendmeno indicativo de edema tecidual. J& no figado, no ventriculo direito e nos atrios nao
foi observado o acimulo de agua. Assim, o edema ocorrido neste estudo, pode ser classificado
como edema localizado. O edema miocardico pode ser agudo ou cronico 2. O edema agudo
esta associado com alteracdes da complacéncia e disfungdo ventricular e o edema cronico esta
associado com alteragdes de complacéncia, disfungdo ventricular e com maior fibrose tecidual
2. No estudo de Desai et al. 0 edema agudo foi caracterizado por periodo de um més de
tratamento, enquanto o edema cronico por periodo maior de dois meses 2B importante
ressaltar que o desempenho ventricular diminui quando a quantidade de agua ultrapassa 76 a
79 % do peso do miocardio >°. Assim, parte da disfungdo diastdlica e sistolica poderia ser
devido ao edema. Além disso, o tempo de tratamento com B-alanina de 1 més e a auséncia de
fibrose sdo indicativos de situag@o aguda.

A taurina ¢ importante soluto organico das células. Mudangas no contetdo
intracelular de taurina podem causar estresse celular, resultando em mudangas no tamanho e
na forma *. Tto et al. ** observaram a diminui¢do do volume do midcito em camundongos
transgénicos (TauTKO) e explicaram que as estas alteracdes seriam por osmorregulacdo. As
alteragcdes por osmorregulacdo sdo geralmente transitorias, mas que no modelo TauTKO a

diminui¢do ocorreu de modo persistente. Esta alteracdo também foi observada por Schaffer et

4 S, . . - . .
al. ® em modelo de cultura de midcitos incubados com solugdo de B-alanina. Assim, a
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diminuicdo da area dos midcitos e o aparecimento de edema devem ser relacionados as
alteracdes da osmorregulacio.

Outra explicacdo para maior teor de dgua encontrado no VE em nosso estudo seria a
de que a deficiéncia de taurina poderia ter prejudicado mecanismos antioxidantes e anti-
inflamatorios. Assim, o coragdo poderia ser mais susceptivel ao estresse oxidativo ** ou a
acio de citocinas inflamatorias " sobre permeabilidade capilar levando a presenca de edema.
O estresse oxidativo é um dos principais moduladores do processo de remodelagdo cardiaca *"
. Entre outros mecanismos fisiopatoldgicos, uma das principais consequéncias do estresse
oxidativo ¢ a lipoperoxidagio *'. No estudo de Parildar et al. *, animais deficientes em
taurina, tratados com B-alanina, apresentaram aumento nos niveis de marcadores de estresse
oxidativo no coragdo como malondealdeido ¢ dienos conjugados. Logo, o estresse oxidativo
pode ser indutor de danos celulares que alteram variaveis funcionais e estruturais cardiacas,
participando da fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca ! No entanto, espécies reativas de
oxigénio induzem hipertrofia de midcitos e fibrose com maior atividade das metaloproteases
3 diferente do observado em nosso estudo.

Como exposto acima, os nossos achados mostraram que a deficiéncia de taurina
provoca alteragdes estruturais e disfungdao cardiaca. Estes dados sdao semelhantes aos
encontrados na literatura, entretanto os mecanismos sdo desconhecidos, mas devem ser
proprios da deficiéncia. O encontro do edema localizado no ventriculo esquerdo ¢ o achado

original do presente trabalho e se deve provavelmente as alteragdes osmorregulagao.
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7. CONCLUSAO

Portanto, pode-se concluir que a deficiéncia de taurina promoveu alteracdes
estruturais e funcionais cardiacas com caracteristicas proprias e edema localizado no

ventriculo esquerdo, provavelmente por alteracdo da osmorregulacao.
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