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Fagamos da interrupcdo um caminfio novo...
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Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...
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Resumo



O habito de fumar figura entre os principais fatores de risco associados as doencgas
cardiovasculares. Recentemente, estudos mostram que a exposicdo a fumaca do cigarro
resulta em alteracdes morfologicas e funcionais cardiacas, sugerindo que o fumo pode
modular o processo de remodelacdo ventricular. Em contrapartida, evidéncias clinicas e
experimentais indicam que a taurina parece desempenhar papel critico no desenvolvimento,
prevencdo e atenuacdo da remodelacdo cardiaca. Objetivo: avaliar os efeitos da taurina em
variaveis morfoldgicas, funcionais e bioquimicas cardiacas induzidas pela exposicao a fumaca
do cigarro. Métodos: ratos Wistar foram distribuidos em dois grupos: grupo Fumo (F, n=9),
composto por animais apenas expostos a fumaca do cigarro e grupo Taurina (T, n=9),
composto por animais expostos a fumaca do cigarro e suplementados com taurina. Apds dois
meses de tratamento os animais foram submetidos ao estudo funcional, morfométrico e
bioquimico. Para andlise estatistica foi utilizado o teste t de Student e Mann-Whitney. O nivel
de significancia foi de 5%. Resultados: a pressdo sistdlica caudal foi menor no grupo T
quando comparado com o grupo F (F = 155 £ 9 mmHg; T = 133 + 16 mmHg; p=0,041). A
parede posterior do ventriculo esquerdo foi maior no grupo T quando comparado com o grupo
F (F = 1,30 (1,20-1,42) mm; T = 1,50 (1,40-1,50) mm; p=0,029). Na avaliacdo dos dados
funcionais o grupo T apresentou menor onda E (F =79,3 + 7,72 cm/s; T = 66,1 + 11,8 cm/s;
p=0,013), menor onda A (F = 71,2 + 14,5cm/s; T = 49,7 £ 12,3 cm/s; p=0,004) e maior
relacdo E/A (F=1,13 £0,13; T = 1,37 + 0,26; p=0,028). A freqiiéncia cardiaca foi menor no
grupo T (F =341 + 37 bpm; T = 285 + 49 bpm; p=0,015), enquanto o tempo de relaxamento
isovolumétrico (F = 22,6 + 1,43 ms; T = 33,2 + 4,28 ms; p<0,001) e tempo de relaxamento
isovolumétrico corrigido pela freqiiéncia cardiaca (F = 53,9 +4,33; T = 72,5 + 12,0; p<0,001)

foram maiores no grupo T em comparacdo ao grupo F. A atividade da enzima do metabolismo



energético cardiaco, lactato desidrogenase (LDH), foi maior no grupo T (F = 204 + 14
nmol/mg proteina; T = 232 + 12 nmol/mg proteina; p<0,001). Na avalia¢dao das proteinas do
transito de célcio houve menor quantidade de PLB (fosfolambam) (F = 1,00 £ 0,13; T = 0,82
+ 0,06; p=0,026) e de fosforilagdo da fosfolambam (PPLB Ser16) (F=1,00 £0,14; T = 0,63 +
0,10; p=0,003) no grupo T, assim como houve despropor¢do na relacio PPLB Ser16/PLB
total entre os dois grupos (F = 1,01 £ 0,17; T = 0,77 £ 0,11; p=0,050). Conclusao: a
suplementagdo de taurina em ratos expostos a fumaca do cigarro ndo alterou a morfologia
cardiaca, mas resultou em deterioracdo da funcdo diastélica ventricular. Esse fendmeno
poderia ser explicado por alteragcdo do metabolismo energético cardiaco, com diminui¢ao da
producdo de energia e de alteracdes nas proteinas reguladoras do transito de cdlcio, mais

precisamente por reducdo da fosforilacdo da fosfolambam.

Palavras-chave: exposicdo a fumaca do cigarro, remodelacdo cardiaca, taurina



Abstract



The habit of smoking is a relevant risk factor to cardiovascular diseases. Recently,
clinical and experimental evidences indicated that the exposure to tobacco smoke results in
both morphological and functional cardiac alterations, suggesting that smoking can modulate
the process of ventricular remodeling. On the other hand, evidences suggest that taurine can
attenuates cardiac remodeling in different models of cardiac injury. Objective: to analyze the
effects of taurine in morphologic, functional, and biochemical variables induced by exposure
to tobacco smoke. Wistar rats were allocated in two groups: 1) group exposed to tobacco
smoke (F, n=9); 2) group exposed to tobacco smoke and treated with taurine (T, n=9). After
two months the animals were submitted to the functional, morphometric, and biochemical
studies. The statistical analysis used Student and Mann-Whitney tests. The significance level
was 5%. Results: the caudal systolic pressure was smaller in the T group (F = 155 + 9 mmHg;
T =133 £ 16 mmHg; p=0,041). The left ventricular posterior wall was higher in T group (F =
1,30 (1,20-1,42) mm; T = 1,50 (1,40-1,50) mm; p=0,029). The T group presented lower E (F
=793 +7,72 cm/s; T = 66,1 + 11,8 cm/s; p=0,013) and A (F =71,2 + 14,5cm/s; T = 49,7 +
12,3 cm/s; p=0,004) waves but higher E/A ratio (F=1,13 £ 0,13; T = 1,37 £ 0,26; p=0,028),
isovolumetric relaxation time (F = 22,6 = 1,43 ms; T = 33,2 £ 4,28 ms; p<0,001), and
isovolumetric relaxation time normalised for heart rate (F = 53,9 + 4,33; T = 72,5 + 12,0;
p<0,001). The heart rate was lower in the T group (F = 341 + 37 beats/min; T = 285 + 49
beats/min; p=0,015). The enzymatic activity of the lactate dehydrogenase was higher in T
group T (F = 204 £ 14 nmol/mg protein; T = 232 + 12 nmol/mg protein; p<0,001).
Considering the calcium homeostasis proteins, the T group presented lower levels of
fosfolambam (F = 1,00 + 0,13; T = 0,82 + 0,06; p=0,026), phosphorylated fosfolambam

(PPLB Serl6) (F = 1,00 = 0,14; T = 0,63 £+ 0,10; p=0,003), and phosphorylated



fosfolambam/fosfolambam ratio (F = 1,01 + 0,17; T = 0,77 £ 0,11; p=0,050). Conclusion: in
exposed to tobacco smoke rats, the taurine supplementation did not change cardiac
morphology, but resulted in impaired diastolic function. This phenomenon can be explained
by decreased energy production and calcium transport abnormalities, characterized by

decreased fosfolambam phosphorylation.

Key words: exposure to tobacco smoke, cardiac remodeling, taurine
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Introducdo

A nicotiana tabacum ¢ originaria da América do Sul e por varios séculos foi cultivada
pela populacdo nativa que fumava as folhas durante vérios rituais. O extrato das folhas da
planta era utilizado para matar parasitas dentro e fora do corpo, como inseticida. O cultivo, o
ato de mascar e de fumar tabaco eram costumes indigenas antigos em todo o subcontinente
americano e australiano, identificados quando os exploradores europeus visitaram pela
primeira vez estes lugares. Com isso, o ato de fumar se espalhou por toda a Europa durante o
século X VI e daf expandiu-se rapidamente para todo o mundo "

Os termos tabacum e tabaco vém do nome de um tipo de junco vazado que era usado
pelos nativos americanos para inalar o fumo. Nicotiana vem do nome de médico francés, Jean
Nicot, que introduziu a planta com sucesso na Franga. Nicot estudou em detalhes os efeitos da
nicotina e a recomendava como substincia que “curava-tudo” ",

A producdo de cigarros comegou no fim do século XIX, mas eles tornaram-se
populares no inicio do século XX. Atualmente, os cigarros sao os responsaveis por mais de
90% do consumo do tabaco e seu uso tem atingido cifras altissimas .

O tabagismo € considerado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a principal
causa de morte evitdvel em todo o mundo. A OMS estima que um ter¢o da populagdo mundial
adulta, isto €, 1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas sejam fumantes. Pesquisas comprovam que
aproximadamente 47% de toda a populacdo masculina e 12% da populacdo feminina no
mundo fumam. O total de mortes devido ao uso do tabaco atingiu 5,4 milhdes de 6bitos por
ano. Caso as atuais tendéncias de expansdo do seu consumo sejam mantidas, esses numeros
aumentardo para 8 milhdes por volta do ano 2030. De acordo com dados anteriores, no Brasil
um terco da populagdo adulta era fumante, sendo aproximadamente 11 milhdes de mulheres e
16 milhdes de homens. O maior nimero de fumantes estava concentrado na faixa etdria dos
20 aos 49 anos e as estimativas mostravam que o tabagismo era responsavel por 200 mil

@

mortes por ano Porém, os resultados dos inquéritos mais recentes mostram um
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Introducdo

significativo declinio na prevaléncia de tabagismo na populacdo brasileira. As ultimas
estatisticas mostram que 17,5% da populagdo de 15 anos ou mais de idade sdao usudrios de
produtos derivados de tabaco (fumado ou nao), o que corresponde a 25 milhdes de pessoas,
sendo 14,8 milhdes homens (21,6%) e 9,8 milhdes mulheres (13,1%). Ao analisar ex-
fumantes didrios de derivados do tabaco, observa-se que correspondem a 14,1% da populacio
de 15 anos ou mais de idade. Dentre os homens, 17,2% deixaram o habito didrio e dentre as
mulheres, 11,2%. Sob a 6tica do abandono do hébito de fumar, trés enfoques sdo
apresentados: a tentativa de parar de fumar, o planejamento ou inteng¢do de parar de fumar e a
recomendaco profissional de satde para a cessagdo .

O uso do fumo figura entre os principais fatores de risco associados as doengas
cardiovasculares. As doengas cardiovasculares relacionadas com o tabagismo matam mais de
600.000 pessoas por ano nos paises desenvolvidos. Estudos mostram que fumar acelera os
batimentos cardiacos, eleva a pressao sanguinea e aumenta o risco de hipertensdo e obstrucao
das artérias, vindo, com o tempo, a causar insufici€éncia coronariana e acidentes vasculares
encefélicos .

A fumacga do cigarro contém mais de quatro mil substancias quimicas. A maioria dos
estudos pré-clinicos mostra que a nicotina é o principal agente responsdvel pelo
desenvolvimento da dependéncia ao tabaco ® A fumaca é composta de duas fases: a
particulada (condensada) e a fase gasosa . Entre os componentes da fase gasosa que
produzem efeitos indesejdveis estdo o mondxido de carbono, didéxido de carbono, 6xidos de
nitrogénio, amoOnia, nitrosaminas volateis, cianeto de hidrogénio, compostos volateis contendo
enxofre, hidrocarbonetos volateis, dlcoois, aldeidos e cetonas. A fase particulada contém a
nicotina, dgua e alcatrdo ©®

Das substancias presentes na fumaga do cigarro, pelo menos quatro foram

identificadas e relacionadas como causadoras de danos cardiovasculares: o mondxido de

18
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78 " Dentre estes, a nicotina € o

carbono, a nicotina, o benzopireno e os radicais livres
monoxido de carbono sdo aceitos como os mais envolvidos na génese das doengas
coronarianas ¢ de suas manifestacdes. Estudos comprovaram que o risco relativo de
desenvolver infarto do miocérdio estd relacionado ao nimero de cigarros fumados e varia de
2,1 a 4,0 (média 2,8), ndao sendo reduzido pelo uso de cigarros pobres em nicotina &9

A nicotina é conhecida por seus efeitos sobre a funcao cardiovascular via estimulac¢ao
simpatica neural. Efeitos simpaticomiméticos sdo mediados por varios mecanismos, podendo
ocorrer pela ativacdo de quimiorreceptores periféricos e efeitos diretos no tronco cerebral,
resultando em aumento da freqiiéncia cardiaca e contragdo miocdrdica, da vasoconstricao
corondria e da pressdo arterial e também causa secre¢ao de adrenalina e noradrenalina pela
medula adrenal . A libera¢do do horménio antidiurético pela hipéfise posterior contribui
para os efeitos cardiovasculares, causando diminuicdo do fluxo urindrio e aumento da
concentracdo plasmatica de dcidos graxos livres ‘.

Recentemente, diversos estudos t€ém mostrado que a exposi¢do a fumaga do cigarro
resulta em alteracOes morfolégicas cardiacas, como crescimento e dilatacio da cavidade
ventricular esquerda e hipertrofia do ventriculo esquerdo e direito. Acompanhando essas
alteracoes, o tabagismo resulta em queda de parametros de funcao sistélica e diastélica, tanto
in vivo, como in vitro. Sendo assim, evidéncias sugerem que a exposi¢cdo ao fumo pode
modular o processo de remodelagdo ventricular (L12,13,14.15)

O termo remodelacdo, remodelamento ou remodelagem pode ser definido como
variagOes genéticas, moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar
clinicamente por alteracdes no tamanho, massa, geometria e fun¢do do coracdo, em resposta a
determinada agressao (1617 Essas alteracdes decorrem de determinados estimulos, como:

fatores mecanicos (sobrecarga hemodinamica, pressérica ou volumétrica), bioquimicos

(angiotensina II, endotelina 1, catecolaminas, fator de necrose tumoral, interleucinas 1 e 6,
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fator de crescimento transformador 1, fator de crescimento simile-insulina 1, 6xido nitrico,
calcio, estresse oxidativo) e genéticos (cardiomiopatia hipertréfica e dilatada), que podem
tanto desencadear como regular a remodelacdo cardiaca 7'*1%,

A principio, a remodelacdo ventricular tem como objetivo manter a func¢io cardiaca
estivel em situacdes de agressdo. Cronicamente, entretanto, com a continuidade e/ou
progressdo do processo ocorre disfuncdo ventricular progressiva e morte *°.

Diversos mecanismos fisiopatoldgicos estdo envolvidos na progressao da disfuncio
ventricular em conseqiiéncia da remodelacdo. Dentre eles t€ém-se a hipertrofia celular,
alteracdes da geometria ventricular, modificagdes nas proteinas contrateis (cadeias pesadas da
miosina), morte celular, fibrose, alteracio das metaloproteases, participacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, alteracdes da via beta-adrenérgica e transporte de calcio,
anormalidades das proteinas de membrana, da matriz e do citoesqueleto, déficit energético e
aumento do estresse oxidativo V.

Uma das caracteristicas mais marcantes da remodelacdo é que esse processo resulta,
freqiientemente, em queda progressiva da funcdo ventricular. Logo, indimeras estratégias
precisam ser utilizadas para atenuacdo do processo de remodelacdo e, assim, alterar a
mortalidade conseqiiente as doengas cardiovasculares. Para tanto, sabe-se que a manutencao
da funcdo cardiaca apropriada depende de adequado e continuo fluxo de nutrientes. Destes
fatores nutricionais, fazem parte a tiamina, riboflavina, piridoxina, L-carnitina, coenzima
Q10, creatina e taurina “**¥. Dentre esses merece destaque a taurina, devido ao seu amplo
papel de protecdo cardiovascular.

Taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) é um aminodcido livre, abundante no meio
intracelular, principalmente no musculo esquelético, no musculo cardiaco e cérebro, e que ndo
¢ utilizado na sintese de proteinas @425 £ o aminodcido livre mais abundante no misculo

cardiaco, com participacao aproximada de 50% @),
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A taurina é aminodcido condicionalmente essencial em humanos, pois seus niveis
plasmaéticos diminuem em determinadas situagdes de estresse metabdlico como sepse, traumas
e cirurgias *”. Além disso, os recém-nascidos ndo sdo capazes de manter niveis normais de
taurina plasmatica e urindria ®%.

Em relacdo as acodes gerais, a taurina € responsavel por desenvolver inimeras fungdes
metabdlicas como: conjugagao de dcidos biliares, desintoxicacdo, estabilizacao de membrana,
osmorregulacdo, modulagdo dos niveis de cdlcio celular e neuromodulagdo do sistema
nervoso central. Clinicamente, a taurina pode ser utilizada no tratamento de
hipercolesterolemia, epilepsia e outras desordens como degeneracdo macular, Alzheimer,
desordens hepéticas, fibrose cistica, depressao, infertilidade masculina e alcoolismo (24.26)

Em relacdo aos potenciais efeitos da taurina sobre o coragdo, existem quatro
mecanismos propostos para explicar os efeitos benéficos da taurina no processo de
remodelacdo cardiaca: papel semelhante aos diuréticos, aumentando a excre¢do de agua e
s6dio; modulador de diversos fons relevantes para o funcionamento normal da célula cardiaca;
acdo antioxidante, protegendo as membranas lipossoOmicas contra danos causados por radicais
livres; antagonismo das acdes da angiotensina 11 @D,

Diversos estudos experimentais t€ém sugerido que a reducdo dos niveis de taurina
resulta em importantes agdes cardiovasculares, assim como sua suplementacdo diminui os
efeitos deletérios em diferentes situacdes de agressdo, como na isquemia cardiaca, sobrecarga
de célcio e regurgitacdo adrtica @8,

Em seres humanos, semelhante ao que ocorre em animais, também existem evidéncias
de que situacdes de deficiéncia de taurina se acompanham por efeitos deletérios na morfologia
e na fun¢do cardiaca. Do mesmo modo, sua suplementacdo parece atenuar possiveis danos

. 27
cardiovasculares *7.
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Portanto, a taurina parece desempenhar papel critico no desenvolvimento, prevengao e
atenuagdo da remodelacdo cardiaca em diferentes modelos de agressdo. No entanto, os efeitos

da taurina nas alteragdes morfoldgicas e funcionais cardiacas induzidas pela exposi¢do a

fumaga do cigarro nao sao conhecidas.
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Hipotese

A suplementac¢do de taurina atenua a remodelagdo cardiaca induzida pela exposi¢ao a

fumaga do cigarro.
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Objetivo

Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da taurina em varidveis morfoldgicas, funcionais e bioquimicas

cardiacas induzidas pela exposi¢do a fumaca do cigarro, em ratos.

Objetivos Especificos
Avaliar os efeitos da taurina em coragdes de ratos expostos a fumaca do cigarro por
meio de:
- Avalia¢do morfoldgica e funcional in vivo;
- Estudo morfométrico;
- Avaliagdo da distribui¢do das isoformas das cadeias pesadas da miosina;
- Avaliacdo da producao de citocinas pré-inflamatorias;
- Avaliagdo da atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco;

- Quantificag@o das proteinas do transito de célcio.
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Material e Métodos

Protocolo Experimental

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo n°
641/2007), estando em conformidade com os Principios Eticos na Experimentacio Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA).

Para este estudo foram utilizados 18 ratos da raca Wistar, machos, provenientes do
Biotério do Laboratério Experimental da Clinica Médica do Campus de Botucatu. Ao
atingirem o peso de 200g a 250g, os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos:
Grupo Fumo (F), composto por 9 animais apenas expostos a fumaca do cigarro; Grupo
Taurina (T), composto por 9 animais expostos a fumaca do cigarro e suplementados com
taurina.

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno, forradas com
maravalha esterilizada de Pinus, com tampa de arame cromado, e em ambiente com
temperatura (22 - 26°C) e luminosidade (ciclo claro e escuro — 12hs) controladas.

Os animais foram observados por dois meses.

Avaliacao do peso corporal e da ingestao alimentar

O peso corporal de todos os animais foi aferido semanalmente em balanca analitica de
precisdo. Foi realizado, diariamente, controle do consumo de ragdo, a fim de que todos os
animais consumissem semelhante quantidade de dieta, impedindo variacdo significativa no
peso corporal dos animais. A racdo ofertada era da marca Purina®, dieta labina padrdo do

Laboratério Experimental da Clinica Médica.
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Avaliacao do consumo de agua e taurina

O controle de dgua consumida foi realizado trés vezes por semana, sendo sempre
ofertada a mesma quantidade para todos os animais. Os ratos do grupo Fumo receberam dgua
potavel, enquanto o grupo Taurina recebeu dgua suplementada com o aminoécido taurina,

(29,30,31)

dissolvida a 3%, definido em estudos prévios . A taurina utilizada foi a da marca

Sigma®.

Exposicao ao fumo

O método utilizado para expor os animais a fumaca do cigarro foi o descrito por

1. G 1G9

Simani et a , adaptado por Wang et a e padronizado em nosso laboratério por Paiva
et al. Y. Os 18 ratos, em caixas individuais, foram colocados na camara transparente, com
um volume de aproximadamente 95x80x65cm, conectada ao aparato de fumar. Puffs de
fumaca foram tirados dos cigarros por vacuo e depois jogados na camara por periodo de 30
minutos. Apds esse periodo a fumacga era exaurida e o procedimento repetido. Durante a
primeira semana, a fumacga foi liberada a uma taxa de 5 cigarros/30 min, com intervalos de
descanso de 10 minutos, duas vezes por dia no periodo da tarde. A partir da segunda semana o
nimero de cigarros foi aumentado para taxa de 10 cigarros/30min, com intervalos de
descanso de 10 minutos, duas vezes no periodo da manha e duas no periodo da tarde, até o
final do estudo. Assim, apds o periodo de adaptacdo, os animais foram expostos a fumaca de

40 cigarros/dia. O cigarro utilizado era de marca comercial com a seguinte composicao:

1,1mg de nicotina, 14mg de alcatrdao e 15mg de mondxido de carbono.

Pressao Arterial Caudal
Apo6s 50 dias de exposicao a fumacga do cigarro, 4 animais do grupo Fumo e 6 animais

do grupo Taurina foram selecionados aleatoriamente para aferi¢do da pressao arterial caudal.
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Para a medida da pressdo arterial utilizou-se o sistema CODA 2, Multi-Channel,
Computerized, Non Invasive Blood Pressure System for Mice and Rats (Software version:
1.4.0.2/Firmware version: 170). Os animais foram aquecidos e por meio de sensores
posicionados na regido proximal da cauda, foi possivel obter o fluxo sanguineo arterial. Este
aparelho fornece automaticamente valores de pressdo arterial sistdlica, pressdo arterial

diastdlica e a pressao arterial média.

Avaliacao Morfoldgica e Funcional pelo Ecocardiograma

Ap6s dois meses de tratamento, todos os animais foram pesados e anestesiados com
cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilazina (Img/kg) por via intramuscular. A
seguir, foi realizada tricotomia da regido anterior do térax. Apds estes procedimentos, 0s
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo, em aparato de madeira proprio para
realizag¢do do ecocardiograma.

O ecocardiograma foi realizado com equipamento Philips (modelo HDI 5000),
equipado com transdutor eletronico de 12 MHz. A avaliagdo dos fluxos foi realizada com o
mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. A partir do corte paraesternal em eixo menor foi
possivel a obtencdo da imagem monodimensional transversa do ventriculo esquerdo (VE),
utilizando a imagem bidimensional como guia para posicionamento do feixe ultrasonico logo
abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares. As imagens da aorta e do atrio
esquerdo também foram obtidas na posi¢do para-esternal eixo menor com o cursor do modo-
M posicionado ao nivel da valva aértica. O registro da imagem monodimensional, ajustada
para a velocidade de 100 mm/s, foi realizado por meio da impressora modelo UP-890MD da
Sony Co e as medidas das estruturas cardiacas foram medidas de acordo com as
recomendacdes da American Society of Echocardiography ©% As estruturas cardiacas foram

medidas em trés a cinco ciclos cardiacos consecutivos. O didmetro diastélico do ventriculo
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esquerdo (DDVE) e a espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVE) foram
medidos no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O didmetro sistélico
do ventriculo esquerdo (DSVE) foi medido no momento de maxima excursdo sistolica da
parede posterior da cavidade. A fungdo sistélica do ventriculo esquerdo foi avaliada
calculando-se a porcentagem de encurtamento sistélico (DDVE-DSVE/DDVE) x 100 e a
fracdo de ejecio (DDVE’-DSVE’’/DDVE?). O fluxo diastélico transmitral foi obtido com o
transdutor na posi¢ao apical quatro camaras. Os picos de velocidade nas fases de enchimento
ventricular rapido (onda E) e durante a contracdo atrial (onda A) foram medidos diretamente
no monitor do ecocardiégrafo, em cinco ciclos cardiacos consecutivos. O volume sistélico
(VS), o débito cardiaco (DC) e indice cardiaco (IC) foram calculados segundo a férmula: VS
= VTI x © (VSVE/2)*; DC = VS x EC e IC = DC/peso corporal, onde VTI = integral tempo
velocidade, VSVE = diametro da via de saida do ventriculo esquerdo e FC = freqiiéncia
cardiaca ®®. A VSVE foi medida imediatamente abaixo das cispides da valva adrtica na
posicdo paraesternal, eixo maior. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) medido
corresponde ao tempo entre o fechamento da valvula adrtica e a abertura da mitral.
Posteriormente o TRIV foi ajustado pela freqiiéncia cardiaca por meio da férmula: TRIVc =
TRIV/RAIZ(RR/1000), sendo RR = (60000/FC).

As seguintes varidveis ecocardiogréaficas foram estudadas:

VSVE: diametro da via de saida do ventriculo esquerdo;

AE: diametro do 4trio esquerdo;

AE/PC: relagdo entre o didmetro do atrio esquerdo e o peso corporal;

Ao: diametro da aorta;

DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo;

DDVE/PC: relagdo entre didmetro diastélico do ventriculo esquerdo e o peso corporal;

YV V VYV V¥V V¥V V VYV

PPVE: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo;
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PPVE/DDVE: relacdo entre espessura de parede posterior do ventriculo esquerdo e o
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo;

DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo;

DSVE/PC: relagdo entre didmetro sistélico do ventriculo esquerdo e o peso corporal;
Onda E: velocidade da onda E do fluxo transmitral;

Onda A: velocidade da onda A do fluxo transmitral;

E/A: relagdo entre a onda E e a onda A;

FC: freqiiéncia cardiaca;

VAo: velocidade maxima na aorta;

VTI: integral tempo velocidade;

TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico;

TRIVc: tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela freqiiéncia cardiaca;
FE: fracdo de ejecao;

% de Encurt.: porcentagem de encurtamento;

DC: débito cardiaco;

IC: indice cardiaco;

VS: volume sistélico

Estudo Morfométrico

ApOs a realizagdo do ecocardiograma, os animais foram submetidos a eutandsia com

dose excessiva de pentobarbital sédico. Em seguida, foi coletado sangue e retirados coracdo,
pulmdo e figado. Amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm, e a

4°C para extracdo do soro e, em seguida, congelado a -80°C.

Apo6s a dissecacdo dos coragdes, os ventriculos esquerdos (VE) de todos os animais

foram rapidamente lavados em soro fisiol6gico para a remog¢ao do sangue. Em seguida, os VE
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foram seccionados transversalmente a 4 mm do dpice para a base, pelo fato desta regido
refletir a média da 4rea dos resultados de cortes de todo ventriculo ©”. Um fragmento de 3
mm de espessura foi colocado em solu¢do de formol tamponado a 10% por 24 h,
posteriormente foram lavados em dgua corrente por mais 24 h e em seguida colocados em
alcool 70%. Em seguida, foram fixados com parafina, em blocos, dos quais foram feitas as
laminas para a andlise histologica, com cortes de 5 micrometros de espessura. O restante dos
VE foi seccionado em cinco fragmentos: um fragmento para anélise do teor de 4gua tecidual e
os outros quatro fragmentos foram congelados a -80°C, para posterior andlise da distribuicao
das cadeias pesadas da miosina, avaliacdo da producdo de citocinas, das enzimas do
metabolismo energético cardiaco e quantificagdo das proteinas do transito de célcio.

O VE, ventriculo direito (VD), atrio esquerdo (AE), pulmao e figado foram dissecados
e pesados em balanga analitica de precisdo (modelo BG200-Gehaka).

Os pesos umidos do VE, VD, AE, pulmao e figado foram aferidos e posteriormente
colocados em estufa a 80°C por 48hs. Depois deste periodo de permanéncia na estufa, os
fragmentos ja desidratados foram novamente pesados, obtendo-se assim o peso seco. A
relac@o entre peso seco e Umido foi utilizada para caracterizar a porcentagem de dgua nesses
tecidos. O teor de dgua foi calculado com a seguinte féormula:

Percentual de dgua = Peso timido — Peso seco x 100

Peso umido
O peso umido do ventriculo esquerdo e do ventriculo direito, normalizado para peso
corporeo final do rato, foi utilizado como indice de hipertrofia ventricular.
O teor de dgua do figado e pulmao foi quantificado como indicativo da ocorréncia de
congestao.
Ap6s ser inserido no bloco de parafina, o corte histoldégico do VE foi seccionado em

cortes de 4 micrometros e corados em lamina com solucdo Hematoxilina - Eosina (HE) para
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afericio da 4rea seccional transversa dos midcitos (ASM), empregando-se microscépio
LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado
de programa de andlise de imagens Image Pro-plus 3.0 (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Foram mensuradas 50 a 70 células por ventriculo analisado pela objetiva
40X. Os midcitos selecionados estavam seccionados transversalmente, apresentavam forma
redonda, nucleo visivel no centro da célula e tipicamente localizados na camada sub-
endocdrdica da parede muscular do ventriculo esquerdo. Este cuidado visou uniformizar ao
maximo o conjunto de midcitos dos diferentes grupos. As dreas seccionais médias obtidas
para cada grupo foram utilizadas como indicador do tamanho celular.

Laminas com cortes histoldgicos coronais de 6 micromeros e corados pela técnica de
Picro Sirius Red (sirius red F3BA em solu¢do aquosa &cido picrico), especificos para
visualizagdo de coldgeno, foram feitas para avaliacdo do intersticio do miocdrdio do
ventriculo esquerdo. Foram visualizados aproximadamente 30 a 40 campos por ventriculo

utilizando objetiva de 40X (3839

Eletroforese para cadeia pesada da miosina

O estudo das isoformas a e B da miosina de cadeia pesada foi realizado por meio da
eletroforese de proteina em SDS-page “o),

Na fase de extracdo da proteina, adicionou-se 1,5 ml de tampao de extragdo (50 mM
de tampao fosfato de potdssio pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5 mM de DTT; 1 mM de EDTA
pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF 10 mM; inibidor de protease 1:100) a 60mg de tecido cardiaco
proveniente do septo interventricular. O material foi homogeneizado durante 10 segundos por
2 vezes. O material extraido foi centrifugado por 20 minutos a 4°C com 12000 rpm, e o

sobrenadante coletado “". A quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo método

de Bradford e a concentracdo final ajustada para 1 mg/ml.
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A eletroforese foi realizada em SDS-page, com gel de separacao a 8%. Apds a
polimerizacdo do gel, foi aplicado azul de bromofenol nos pocos, seguido por 8 pg da
amostra. Foi entdo adicionado o tampao de corrida (“lower buffer” = 50 mM Tris, 384 mM
glicina, 0,2% de SDS e 4 litros de H,Od; “upper buffer” = “lower buffer” + 10 mM de 2
mercaptanol) “%.

A temperatura foi mantida ao redor de 20°C durante a corrida, que ocorreu em 36
horas a 70 V e com amperagem inicial de 4 mA “?. Apés a corrida, o gel foi deixado em
solucdo fixadora por 10 minutos (metanol 50%, acido acético glacial 7%) e, em seguida,
corado com solucdo de Comassie Blue R-250 (metanol 40%, acido acético glacial 5%,
Comassie Blue 0,1%), durante 30 minutos.

Posteriormente, o gel foi descorado sucessivamente em solucdo com metanol 40% e
acido acético 7%. Apds a descoloracdo, foi realizada a captura da imagem do gel e a

determinacao da porcentagem de MHC a e 3, em unidade de imagem denominada pixel.

Avaliacao da producio de citocinas

Amostras de tecido cardiaco na quantidade de 60 mg foram homogeneizados e
solubilizados em 50 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,4; 0,3 M de sacarose; 0,5 mM
DTT; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,3 mM PMSF; 10 mM NaF, e 1:100 inibidor de protease. Niveis
de citocinas em homogeneizado cardiaco foram avaliados por ELISA de acordo com as
instrucdes do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA). A sensibilidade do

ELISA para o IFN-y e TNF-o foram 19 e 31pg/ml, respectivamente.

Espectrofotometria para dosagens das enzimas do metabolismo energético cardiaco
O metabolismo energético cardiaco foi determinado através da atividade da enzima -

hidroxiacil coenzima A desidrogenase (B-OH, E.C. 1.1.1.35) que participa do metabolismo
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dos 4cidos graxos, lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27) que participa do metabolismo
da glicose e a citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7) que participa na entrada da acetil coenzima A
no ciclo do citrato. Para essas andlises, 200 mg de ventriculos esquerdos foram
homogeneizados sob gelo em 5 ml de solugdo de tampao fosfato (0,1M, pH=7,4), contendo 1
mM de etileno diamino acido tetra-acético (EDTA) (“42:43.44)

A atividade da B-OH foi determinada no coragdo em meio contendo acetilcoenzima A
0,05 mM e dinucleotideo adenina nicotinamida, na forma reduzida (NADH) 0,1 mM. A
atividade da LDH foi determinada pela oxidacdo do NADH a 340nm, tendo o piruvato como
substrato. A atividade da CS foi determinada em meio contendo acetilcoenzima A 0,1 mM e
oxaloacetato 0,5 mM. Nesse estudo também foi determinada a concentracdo de proteinas
totais. As andlises foram feitas por meio de espectrofotdmetro e o padrdo utilizado foi solugao

de albumina sérica bovina “?.

Western Blot para quantificacio das proteinas do transito de calcio
Extracao das proteinas

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 tampao de lise
hipotdnico (fosfato de potdssio 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
homogeneizacdo 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. A concentragdo de proteina foi analisada pelo método de Bradford “5),

utilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrao.
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Western Blot

A expressdo das proteinas relacionadas com o transito de cédlcio miocardico, ATPase
de cdlcio do reticulo sarcoplasmatico (Serca-2a), Fosfolambam (PLB) e Fosfolambam
fosforilada (PPLB Ser16) foi analisada por Western Blot “®. As amostras das proteinas foram
diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCL 240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e separadas por eletroforese utilizando
sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris-HCL 240mM pH 6.8,
poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de resolucao (Tris-HCL 240mM pH 8,8, poliacrilamida
30%, APS e Temed), na concentracio de 6 a 15%, dependente do peso molecular da proteina
analisada. No primeiro po¢o do gel foi aplicado um padriao de peso molecular, Kaleidoscope
Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para identificacio do tamanho das
bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA), aproximadamente 3 horas, com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e
SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampao de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). As membranas foram
lavadas duas vezes com tampao TBS (Tris-HCl 20mM pH 7,6 e NaCl 137mM). Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante
incubacdo com solucao a 0,5% de leite em p6 desnatado, dissolvido em tampao TBS-T pH 7,4
(Tris-HCI 20mM, NaCl 137mM e detergente Tween 20 0,1%) por 120 minutos a temperatura
ambiente sob constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucao
basal (Tris 1M pH2,8, NaCl 5M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primério diluido na
solucdo bloqueadora, sob agitacao constante por 12 horas. Apds a incubacdo com o anticorpo

primdrio, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o anticorpo
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secunddrio em solu¢do bloqueadora por 2 horas sob agitacdo constante. Para remover o
excesso de anticorpo secunddrio, a membrana foi lavada trés vezes em solucao basal. Por fim,
a imuno-detec¢ao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com
as instrucdes do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-
USA). As membranas de nitrocelulose foram expostas a filmes radiograficos X-Omat AR

(Eastman Kodak Co., USA), nos tempos padronizados para cada proteina estudada.

Anticorpos para proteinas reguladoras do transito de calcio

o Serca?2 ATPase, mouse IgGl (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentragdo recomendada pelo fabricante, 1: 2500.

o Phospholamban, mouse 1gG2a (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentracdo recomendada pelo fabricante, 2 pug/ml.

o Phophoslamban phospho-Serl6, rabbit 1gG (Badrilla, Leeds-UK). Concentragdao

recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Anticorpo de normalizacao

e f-actin, Rabbit IgG (Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA).
Concentragdo recomendada pelo fabricante, 1:1000. A corrida eletroforética do
anticorpo de normalizagdo (B-actina) foi realizada no mesmo gel de corrida da

proteina Serca-2a e fosfolambam.
Os anticorpos secunddrios, conjugados a peroxidase (IgG anti-mouse, anti-rabbit ou
anti-coelho, ECL, Amersham Biosciences, NJ-USA), anti os anticorpos primdrios, foram
utilizados na titulagdo de 1:10000. Os anticorpos primérios e secunddrios foram testados

em diferentes titulagdes, assim como a solucdo bloqueadora e demais etapas
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metodoldgicas. As andlises quantitativas dos blots foram realizadas pelo programa Scion
Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre, disponivel no

endereco http://www.scioncorp.com/.

Anadlise Estatistica

Para as varidveis com distribui¢do normal, os valores obtidos foram apresentados em
média + desvio padrdo e as comparacdes entre os grupos foram feitas pelo teste t de Student.
Para as varidveis com distribui¢do ndo-normal, os resultados obtidos foram apresentados em
mediana e intervalo interquartil e as comparacdes entre os grupos foram feitas pelo teste de
Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os resultados foram analisados pelo pacote estatistico SigmaStat for Windows v 2.03

da SPSS (SigmaStat 3.5) e os graficos foram elaborados a partir do programa SigmaPlot 9.0.
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Os animais nao apresentaram diferenca significante entre os dois grupos em relagao ao
peso corporal final (F =301 (293-303)g; T = 303 (296-308)g; p=0,352) e no consumo de dgua
(F=45,57 £8,10 ml; T = 50,46 + 6,02 ml; p=0,165). Os dados estdo apresentados na tabela 1.

Nao houve diferenca nos valores de pressao diastdlica caudal (F =96 + 15 mmHg; T =
92 + 15 mmHg; p=0,661) e de pressao arterial caudal média entre os grupos (F = 116 + 12
mmHg; T = 106 = 15 mmHg; p=0,306). Porém, a pressao sistélica caudal foi menor no grupo
Taurina quando comparado como grupo Fumo (F = 155 £ 9 mmHg; T = 133 £ 16 mmHg;

p=0,041). Os dados estao apresentados na tabela 2.

Estudo ecocardiografico

Os dados relativos as anélises ecocardiograficas estdo apresentados nas tabelas 3 e 4.

Em relagdo as varidveis morfoldgicas (tabela 3), a parede posterior do ventriculo
esquerdo (PPVE) foi maior no grupo Taurina quando comparado com o grupo Fumo (F =
1,30 (1,20-1,42) mm; T = 1,50 (1,40-1,50) mm; p=0,029). Na andlise das outras varidveis ndo
foram encontradas diferencas entre os grupos.

Na avaliacdo dos dados funcionais (tabela 4), ndo foram encontradas diferencas entre
os dois grupos em relacdo as varidveis indicativas da funcao sistlica. Quanto as varidveis da
funcdo diastdlica, o grupo Taurina apresentou menor onda E (F = 79,3 £ 7,72 cm/s; T = 66,1
+ 11,8 cm/s; p=0,013), menor onda A (F=71,2 + 14,5cm/s; T =49,7 £ 12,3 cm/s; p=0,004) e
maior relacdo E/A (F = 1,13 + 0,13; T = 1,37 + 0,26; p=0,028), quando comparado com o
grupo Fumo. A FC foi menor no grupo Taurina (F = 341 + 37 bpm; T = 285 + 49 bpm;
p=0,015), enquanto o TRIV (F=22,6 £ 1,43 ms; T = 33,2 £ 4,28 ms; p<0,001) e TRIVc (F =
53,9 £4,33; T =725 £ 12,0; p<0,001) foram maiores no grupo Taurina em comparagdo ao
grupo Fumo. Na andlise das outras varidveis, ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos.
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Estudo morfométrico

Os dados relativos ao estudo morfométrico estdo apresentados na tabela 5. Nao houve
diferenca entre os dois grupos quanto ao peso do ventriculo esquerdo e ventriculo direito,
mesmo quando ajustados pelo peso corporal dos animais. O teor de dgua do atrio esquerdo, do
ventriculo esquerdo, do ventriculo direito, do pulmao e figado também foram semelhantes

entre os dois grupos.

Distribuiciao das cadeias pesadas da miosina

Nao houve diferenca na porcentagem da isoforma B da cadeia pesada da miosina entre
os dois grupos (F = 55,3 + 9,53%; T = 61,6 £ 7,39%; p=0,276), assim como ndo foi
encontrada diferenca na relagao B/o (F = 1,32 £ 0,50; T = 1,70 + 0,63; p=0,326), como

apresentados na tabela 6.

Avaliacao da producio de citocinas pré-inflamatérias
Nao foram encontradas diferencas entre os dois grupos em relacdo a concentracdo
cardiaca de TNF-a (F = 162 (80-246) pg/mg; T = 174 (138-183) pg/mg; p=1,00) e IFN-y (F =

146 (84-197) pg/mg; T = 159 (137-160) pg/mg; p=1,00), como apresentados na tabela 7.

Atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco

Quanto a atividade das enzimas do metabolismo energético, nao houve diferenca entre
os grupos em relacdo a quantidade de proteina tecidual, atividade das enzimas citrato sintase
(CS) e beta hidroxi acil coenzima A desidrogenase (B-OH). No entanto, a atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH) foi maior no grupo Taurina, quando comparado com o grupo
Fumo (F = 204 + 14 nmol/mg proteina; T = 232 + 12 nmol/mg proteina; p<0,001). Os dados

estdo apresentados na tabela 8.
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Proteinas do transito de calcio

Na avaliacdo das proteinas do transito de célcio (tabela 9), ndo houve diferenca entre
os dois grupos quanto A quantificacio da Serca-2a (enzima dependente Ca’*-ATPase). No
entanto, houve menor quantidade de PLB (fosfolambam) (F = 1,00 + 0,13; T = 0,82 + 0,06;
p=0,026) e de fosforilagdo da fosfolambam (PPLB Ser16) (F = 1,00 + 0,14; T = 0,63 + 0,10;
p=0,003) no grupo Taurina quando comparado com o grupo Fumo, assim como houve
despropor¢ao na relacio PPLB Ser16/PLB total entre os dois grupos (F = 1,01 £ 0,17; T =

0,77 £ 0,11; p=0,050).
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Tabela 1 - Peso corporal e consumo de dgua

Grupo F Grupo T
p
(n=9) (n=9)
PC (gramas) 301 (293-303) 303 (296-308) 0,352
Consumo édgua (ml) 45,57 £ 8,10 50,46 + 6,02 0,165

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumacga do
cigarro e suplementados com taurina; PC: peso corpdreo. Os dados sdo expressos em média +
desvio padrao (para distribuicdo normal) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicao
nao normal).

Tabela 2 - Pressdo arterial caudal

Grupo F Grupo T
P
(n=4) (n=6)
PA sistélica (mmHg) 115+9 133+ 16 0,041
PA diastélica (mmHg) 96 + 15 92 £15 0,661
PA média (mmHg) 116 £ 12 106 + 15 0,306

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumacga do
cigarro e suplementados com taurina; PA sistélica: pressdo arterial caudal durante a sistole;
PA diastdlica: pressao arterial caudal durante a didstole; PA média: pressao arterial caudal
média. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao (para distribui¢do normal).

44



Resultados

Tabela 3 - Dados morfolégicos obtidos por ecocardiograma

Grupo F Grupo T
p
(n=9) (n=9)
VSVE (mm) 2,3+£0,20 2,3+0,10 0,885
AE (mm) 3,88 +£0,39 3,89 £0,24 0,943
AE/PC (mm/kg) 132+1,12 12,9 £ 0,84 0,570
Ao (mm) 3,56 £0,30 3,49 £0,27 0,628
Ao/PC (mm/kg) 12,1 £ 0,67 11,6 £1,28 0,347
DDVE (mm) 6,62 + 0,48 6,53 +0,74 0,767
DDVE/PC (mm/kg) 22,5+1,23 21,7271 0,429
PPVE (mm) 1,30 (1,20-1,42) 1,50 (1,40-1,50) 0,029
PPVE/DDVE 0,20 + 0,03 0,23 + 0,03 0,074
DSVE (mm) 2,98 £0,42 2,90 £0,58 0,748
DSVE/PC (mm/kg) 9,81 £1,00 9,90 £2,11 0,915

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumacga do
cigarro e suplementados com taurina; VSVE: via de saida do ventriculo esquerdo; AE:
diametro do datrio esquerdo; PC: peso corpéreo; Ao: didmetro da aorta; DDVE: diametro
diastélico do ventriculo esquerdo; PPVE: espessura da parede posterior do ventriculo
esquerdo; DSVE: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo. Os dados s@o expressos em
média + desvio padrdo (para distribui¢do normal) ou mediana com percentil 25 e 75 (para
distribuicao nao normal).
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Tabela 4 - Dados funcionais obtidos por ecocardiograma

Grupo F Grupo T
|y
(n=9) (n=9)
Onda E (cm/s) 79,3 +7,72 66,1 +11,8 0,013
Onda A (cm/s) 71,2+ 14,5 49,7+ 12,3 0,004
E/A 1,13+0,13 1,37 £ 0,26 0,028
FC (bpm) 341 + 37 285 +49 0,015
Vao (cm/s) 76,0 +£9,16 76,5 + 13,5 0,920
VTI (cm) 4,39 + 0,63 4,69 + 1,00 0,459
TRIV (ms) 22,6 £1,43 33,2 +4,28 <0,001
TRIVc 53,9 +£4,33 72,5+12,0 <0,001
FE 0,91 + 0,02 0,90 + 0,03 0,405
9% ENC 56,3 +4,00 54,6 +5,21 0,443
DC (I/min) 0,25 +0,05 0,22 +0,05 0,228
IC (I/min/kg) 0,84 £0,17 0,72 £ 0,17 0,144
VS (/ml) 0,73 £0,14 0,76 £0,14 0,612

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumaca do
cigarro e suplementados com taurina; E/A: relac@o entre as ondas E e A avaliadas pelo fluxo
transmitral; FC: freqliéncia cardiaca; Vao: velocidade do sangue na aorta; VTI: integral

tempo-velocidade; TRIV:

tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVc:

tempo de

relaxamento isovolumétrico corrigido pela freqii€éncia cardiaca; FE: fracdo de ejecao; % ENC:
porcentagem de encurtamento; DC: débito cardiaco; IC: indice cardiaco; VS: volume

sistdlico. Os dados sdao expressos em média + desvio padrao (para distribui¢cdo normal).
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Tabela 5 - Dados morfométricos

Grupo F Grupo T
P
(n=9) (n=9)
VE (g) 0,59 + 0,02 0,61 +0,04 0,178
VD (g) 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,837
VE/PC (g/kg) 2,02 +0,11 2,04 +0,14 0,787
VD/PC (g/kg) 0,59 + 0,08 0,58 + 0,06 0,843
Teor dgua AE (%) 0,80 + 0,04 0,74 + 0,09 0,087
Teor dgua VE (%) 0,76 (0,71-0,79) 0,68 (0,39-0,75) 0,268
Teor dgua VD (%) 0,76 (0,75-0,76) 0,76 (0,75-0,76) 0,480
Teor dgua pulmao (%) 0,79 + 0,05 0,78 + 0,02 0,639
Teor 4dgua figado (%) 0,68 + 0,01 0,67 +0,02 0,245
ASM (um?) 239+ 154 232+19,5 0,424
IC (%) 1,50 + 0,66 1,88 +0,86 0,302

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumacga do
cigarro e suplementados com taurina; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; PC:
peso corpéreo; AE: atrio esquerdo; ASM: drea seccional do midcito; IC: indice de coldgeno.
Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo (para distribui¢cdo normal) ou mediana com
percentil 25 e 75 (para distribui¢do ndo normal).
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Tabela 6 - Distribui¢do das isoformas das cadeias pesadas da miosina

Grupo F Grupo T
p
(n=5) (n=5)
Isoforma B (%) 55,3 +9,53 61,6 +7,39 0,276
B/a 1,32 £ 0,50 1,70 +£ 0,63 0,326

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumaca do
cigarro e suplementados com taurina; Isoforma B: porcentagem da isoforma [ da cadeia
pesada da miosina; B/a: relacdo entre a isoforma 3 e a isoforma a. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo (para distribui¢do normal).

Tabela 7 - Avaliacdo da producio de citocinas pré-inflamatdrias

Grupo F Grupo T
|y
(n=5) (n=5)
TNF-a (pg/mg) 162 (80-246) 174 (138-183) 1,00
IFN-y (pg/mg) 146 (84-197) 159 (137-160) 1,00

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumaca do
cigarro e suplementados com taurina; TNF-o: fator de necrose tumoral-alfa; IFN-y:
interferon-gama. Os dados s@o expressos em mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicao
nao normal).
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Tabela 8 - Avaliacdo da atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco

Grupo F Grupo T
|y
(n=9) (n=9)
CS (nmol/mg proteina) 157 £ 16 147 +£22 0,291
B-OH (nmol/mg proteina) 169 £ 42 153 £49 0,482
LDH (nmol/mg proteina) 204 £ 14 232+ 12 <0,001

Grupo F: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo T: animais expostos a fumacga do
cigarro e suplementados com taurina; CS: citrato sintase; B-OH: beta hidroxi acil coenzima A
desidrogenase; LDH: lactato desidrogenase. Os dados sdo expressos em média + desvio

padrdo (para distribui¢cdo normal).

Tabela 9 - Quantificacdo das proteinas do transito de calcio

Grupo F Grupo T
p
(n=5) (n=5)
Serca-2a 1,00 +£0,13 1,02 +0,21 0,822
PLB 1,00 £0,13 0,82 + 0,06 0,026
PPLB Serl16 1,00 £ 0,14 0,63 £0,10 0,003
PPLB Ser16/PLB 1,01 £0,17 0,77 £ 0,11 0,050

Os dados sdo apresentados em unidades arbitrarias. Grupo F: animais expostos a fumacga do
cigarro; Grupo T: animais expostos a fumaca do cigarro e suplementados com taurina; Serca-
2a: enzima dependente Ca2+—ATPase; PLB: fosfolambam; PPLB Ser 16: fosfolambam
fosforilada. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao (para distribuicdo normal).
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Figura 1 - Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo, dos grupos fumo e taurina
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Figura 2 - Onda E do fluxo transmitral dos grupos fumo e taurina
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Figura 3 - Onda A do fluxo transmitral dos grupos fumo e taurina
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Figura 4 - Relacao onda E/onda A do fluxo transmitral nos grupos fumo e taurina
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Figura 5 - Freqiiéncia cardiaca nos grupos fumo e taurina
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Figura 6 - Tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo nos grupos fumo e

taurina
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Figura 7 - Tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo ajustado pela

freqiiéncia cardiaca dos grupos fumo e taurina
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Figura 8 - Atividade da enzima do metabolismo energético cardiaco, lactato desidrogenase

(LDH), dos grupos fumo e taurina
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Figura 10 - Quantificacdo da proteina do transito de célcio, fosfolambam fosforilada (PPLB

Ser 16), dos grupos fumo e taurina

59



Resultados

PPLB Ser 16/PLB

1.4 -

1.2 1

1.0

0.8 ~

0.6

0.4 ~

0.2 ~
p=0,050

0.0

Fumo Taurina

Figura 11 - Relaciao fosforilacido da fosfolambam (PPLB Ser 16) / quantidade de

fosfolambam total (PLB) nos grupos fumo e taurina

60



Discussao



Discussdo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da taurina no processo de
remodelacdo cardiaca em ratos expostos a fumaca do cigarro. Nossos dados indicam que a
administra¢do de taurina resultou em piora da fun¢do diastélica. Desse modo, contrariamente
a nossa hipétese, podemos concluir que a taurina ndo atenua o dano cardiaco induzido pela
exposi¢ao a fumaca do cigarro.

Recentemente, diversos estudos tém evidenciado que a exposi¢ao cronica a fumaca do
cigarro resulta em alteragdes cardiacas, caracterizadas por hipertrofia celular, aumento da
cavidade do ventriculo esquerdo, acompanhados por diminui¢do dos indices de funcdo
sistélica e diastdlica. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda estao sendo
esclarecidos.

Ao reagir a determinada agressdo, o coracdo sofre altera¢cdes no tamanho, geometria,
forma, composicdo e fungdo, o que caracteriza o processo de remodelacdo cardiaca. Fator
marcante da remodelacdo € que esse processo resulta, invariavelmente, em queda progressiva
da fun¢do ventricular. Inicialmente, em consequéncia do crescimento celular, a remodelacao
pode contribuir para manter ou restaurar a funcido cardiaca. Cronicamente, entretanto,
ocorrem alteracdes bioquimicas, genéticas e estruturais que vao resultar em disfuncdo
ventricular progressiva @0

Entre os diversos fatores que, potencialmente, podem desempenhar papel
fisiopatoldgico na progressdo da disfungdo ventricular no coragdo remodelado destacam-se
(21):

- Transito de cdlcio: o transito de cdlcio pelo reticulo sarcoplasmdtico é um processo ativo,
complexo, que envolve a participacdo de varios componentes. Por exemplo, sistemas de
membrana e intracelulares de cdlcio (canais tipo-L, rianodina, calsequestrina) regulam a
quantidade de cdlcio ofertado as proteinas contrteis durante o processo de contracdo. Da

mesma forma, a ativagdo da calmodulina quinase e a fosforilacdo da fosfolambam estimulam
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enzimas, entre elas a SR-Ca""-ATPase ou SERCA-2, responsdveis pela maior captacio de
calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, promovendo melhora do relaxamento. O fosfolambam,
quando desfosforilado, inibe a atividade da SERCA-2 diminuindo sua afinidade pelo célcio.
Mediante a estimulacdo das vias adrenérgicas, a proteina quinase-A (PKA) fosforila o
fosfolambam, no residuo da serina 16, e a calmodulina quinase no residuo da treonina 17.
Quando fosforilado, o fosfolambam deixa de inibir a SERCA-2. Em situa¢des de remodelacao
e disfuncdo ventricular, existem evidéncias de diversas alteracdes no transito de célcio, como
modificagcdes dos canais-L, receptores de rianodina, diminui¢ao da atividade da calsequestrina
e calmodulina quinase, reducdo na fosforilacio da fosfolambam e redugdo na atividade da
SERCA-2 “7.

- Alteragoes das proteinas contrdteis: o processo de remodelacdo ventricular caracteriza-se
por alteracdes na miosina, a principal proteina contritil composta de um par de cadeias
pesadas (o e B) e dois pares de cadeia leve. Dependendo da composi¢ao das cadeias, podemos
identificar trés isoenzimas (V1, V2, V3) no miocidrdio de diferentes espécies. Essas
isoenzimas possuem os mesmos pares de cadeias leves, variando apenas em relacdo a
composicdo das cadeias pesadas (oo nas V1, oy nas V2 e B nas V3). A capacidade ATPasica
da miosina depende de sitios ativos localizados nas cadeias pesadas, e a fracao o possui maior
capacidade ATP4sica. Portanto, a composi¢do das isoenzimas determina a capacidade
contrétil do midcito. Durante a remodelacdo, além de haver predominio da forma fetal das
cadeias leves da miosina, usualmente ocorre aumento da isoforma V3, acompanhado de
diminui¢do da isoforma V1 “® Em concordancia com esse conceito, estudo prévio de nosso
laboratério mostrou que animais expostos a fumaga do cigarro apresentaram maior
porcentagem da isoforma 3 quando comparados com animais expostos a fumaca do cigarro e

tratados com lisinopril, acompanhados por maior grau de remodelagdo e disfun¢do cardiaca

(49)
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- Fibrose: os midcitos representam apenas 30% do numero total de células miocardicas.
Circundando e interligando todas essas estruturas hd uma complexa e organizada rede de
coldgeno. As fibras de coldgeno encontradas no intersticio sao predominantemente dos tipos I
e I (95% do colageno total). As principais funcdes dessa rede s@o: regular a apoptose, resistir
a deformacdes patoldgicas, manter o alinhamento das estruturas e regular a distensibilidade
cardiaca e a transmissdo de forca, durante o encurtamento da fibra cardiaca. O tecido
coldgeno, portanto, ¢ um importante modulador tanto da fun¢ao cardiaca diastélica quanto da
funcao sistdlica. Ja estd bem documentado que ha acimulo de coldgeno (fibrose) em diversas
situacdes patoldgicas, como no infarto agudo do miocéardio. Nessas condi¢des, a fibrose estd
associada 2 deterioracdo da fungdo ventricular .

- Alteracoes das metaloproteases: usualmente, as fibras coldgenas sdo firmemente
justapostas, com fortes ligacdes quimicas e resistentes a degradacio causada pela maioria das
proteases. Algumas enzimas, entretanto, tém atividade colagenolitica, entre as quais se
destacam as metaloproteases. Essas enzimas encontram-se em formas inativas (proenzima
latente), podendo ser ativadas por uma série de estimulos: mecanicos, isquémicos,
angiotensina II, endotelina 1, catecolaminas, fator de necrose tumoral, interleucina 1, entre
outros. A quebra da rede de coldgeno interfibrilar pode ter inimeras conseqiiéncias, tanto na
arquitetura quanto na funcdo ventricular @D por exemplo, em ratos com infarto agudo do
miocardio, o aumento da atividade das metaloproteases foi acompanhado de dilatacdo
ventricular progressiva ©'*?. No entanto, aspecto a ser considerado refere-se ao fato de que as
metaloproteases parecem nao participar das alteragdes cardiacas induzidas pelo tabagismo “3),
- Déficit energético: outro fator potencialmente responsédvel pela alteracdo da funcdo cardiaca
no coragdo remodelado € o déficit energético. Em condi¢des normais, os dcidos graxos livres

(AGL) sdo o principal substrato energético do coracdo, com participacdo variando de 60% a

90%. Por meio de processo de B-oxidagcdo, metabdlitos dos AGL participam da producdo de
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ATP nos transportadores de elétrons na mitocondria. Apés a producdo, a energia produzida é
estocada e transportada na forma de fosfocreatina. Ja foram identificadas diversas altera¢des
no metabolismo energético na remodelagdo, que se manifestam com diminui¢ao da producao
de energia: diminuicdo na utilizagdo dos AGL e aumento da utilizacdo de glicose como
substrato energético, diminuicdo da B-oxidacdo e alteragdes funcionais mitocondriais. Essas
alteracdes estdo associadas a diminuicdo dos niveis de fosfocreatina que, como dito
anteriormente, representa a forma na qual o ATP é estocado ®**>. Como conseqiiéncia, todas
as proteinas miocardicas com capacidade ATPdsica, como as da cadeia pesada da miosina e as
responsaveis pela captagdo de célcio pelo reticulo sarcoplasmético, podem apresentar déficits
em suas funcdes, com deterioracdo tanto da fungo cardiaca sistélica quanto diastélica .

- Citocinas inflamatorias: em diversos modelos de agressdo cardiaca, a producao de citocinas
inflamatérias pode modular o processo de remodelacdo. Nesse sentido, niveis aumentados de
IFN-vy e, principalmente de TNF-o, estao associados com disfunc¢do ventricular esquerda, caquexia
cardiaca, ativacdo de programas genéticos fetais, hipertrofia, apoptose e fibrose 67,

- Hipertrofia e alteracdes geométricas: um dos principais mecanismos pelos quais o midcito

se adapta a um determinado estimulo é o processo de hipertrofia. Usualmente, o padrao

(€N

existente nas fases avancadas de disfungao ventricular € do tipo excéntrico. Atualmente,

(€N

aceito que mudancas geométricas poderiam mudar as condi¢des de carga a que o coracdo

. = ~  (58,59)
submetido e comprometer a func¢ao global do coracdo .

Pelo exposto, existem diferentes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na
deterioracdo da fun¢do cardiaca secundéria a diferentes agressoes. Um aspecto importante é
que a exposicdo a fumaca do cigarro pode levar a ativacdo de alguns desses fatores
fisiopatoldgicos envolvidos no processo de remodelacao ventricular.

O tabagismo constitui grande risco para a saude, pois pode induzir alteracdes

vasculares e cardiacas. Classicamente, as consequéncias vasculares do tabagismo sdo as mais
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valorizadas. Assim, se aceita que o habito de fumar seja importante fator de risco para
doencas aterosclerdticas, tais como o acidente vascular encefdlico e a doenga vascular
periférica “”. No entanto, embora os efeitos vasculares da exposicdo a fumaca do cigarro
estarem bem esclarecidos, os efeitos do tabagismo no coragao ainda estdo sendo explorados.

Diversos estudos experimentais mostraram que a exposicao ao fumo levou a alteracao
de varidveis morfoldgicas e funcionais cardiacas, representadas por aumento do dtrio
esquerdo e da cavidade ventricular, hipertrofia miocardica, bem como redu¢do nos indices de
ejecdo do ventriculo esquerdo, como porcentagem de encurtamento, fragdo de variacdo da
drea e fracdo de ejecdo V.

Os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no processo de remodelacdo induzido
pelo tabagismo nao estdo completamente esclarecidos. No entanto, potenciais moduladores
dessas alteracdoes vém sendo estudados nos ultimos anos e incluem ativacdo neuro-humoral,
estresse oxidativo e ativacdo de quinases ativadas por mitégenos (MAPK) ©V.

Em relacdo as alteracdes hemodindmicas induzidas pela exposicdo a fumaca do
cigarro, verificou-se que o tabagismo estd associado com elevacdo da pressdo arterial,
acompanhado por ativac@o de fatores neuro-humorais, como endotelina-1 e vasopressina 2
Adicionalmente, trabalho anterior de nosso laboratdrio identificou que o tabagismo resulta em
hipertrofia cardiaca de padrio excéntrico, sugestivo de sobrecarga volumétrica no modelo do
rato “”. Finalmente, o uso de propranolol e lisinopril atenuou a remodelacdo induzida pelo
fumo, sugerindo que os sistemas simpdtico e renina-angiotensina participam das alteracdes
cardiacas induzidas pela exposi¢do a fumaca do cigarro (1549

Outro fator fisiopatoldgico envolvido nas alteragdes induzidas pelo fumo € o estresse
oxidativo. Ja estd bem estabelecido que o estresse oxidativo desempenha importante papel no

processo de remodelacdo cardiaca apds diferentes tipos de agressdo. O estresse oxidativo

resulta em alteragdes na matriz extracelular, nas proteinas contriteis, causa hipertrofia do
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midcito, e pode levar a morte do midcito por necrose ou apoptose. Para avaliar o papel do
estresse oxidativo na remodelacdo cardiaca induzida pelo cigarro, foi realizado estudo com
ratos fumantes que foram suplementados com betacaroteno, um potente antioxidante. Os
animais expostos a fumaca do cigarro apresentaram alteracdes ultraestruturais avaliados por
microscopia eletronica, tais como desorganizagao ou auséncia de miofilamentos, invaginagdes
da membrana plasmatica, dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico, além de mitocOndrias
polimérficas e dilatadas, associadas a diminuicdo de suas cristas. Tais alteracdes foram
atenuadas pela suplementacdo de betacaroteno “. Assim, os dados sugerem a participacio do
estresse oxidativo no processo de remodelacao induzida pelo tabagismo.

Recentemente, Gu e colaboradores mostraram que a remodelac@o ventricular induzida
pela exposicdo ao fumo esteve associada 2 ativacio de ERK1/2, quinase p38 e JNK V.
Portanto, esses dados sugerem a participacdo das MAPK nas alteracdes cardiacas induzidas
pelo tabagismo.

O conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos no processo de
remodelagcdo € prioritdrio, pois o bloqueio dos moduladores propicia a possibilidade de
prevencdo ou atenuacdo das consequéncias morfolégicas e funcionais cardiacas. Assim,
inimeras estratégias vém sendo estudadas para prevenir ou atenuar o processo de
remodelagdo ventricular secundaria a diferentes modelos de agressdo. Dentre essas
estratégias, destaca-se a taurina.

A taurina € o aminoécido livre mais abundante no musculo cardiaco. Possui grupo
amino no carbono beta () e apresenta o grupo sulfénico (SO3H) em substituicdo ao grupo
carboxila (COOH) ©®+%. Considerando seu metabolismo, a taurina ndo é um aminoécido
essencial para os humanos, pois € sintetizada a partir da metionina e cisteina. O figado e o
cérebro s@o os principais locais de sua sintese, destacando-se o figado como maior 6rgao

produtor e liberador de taurina no sangue, de onde € captada por outros tecidos @
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A principal via de biossintese da taurina inclui a oxidag¢do de cisteina para acido
cisteina sulfinico, com subseqiiente descarboxilacdo para hipotaurina e que, por fim, é
oxidada a taurina. Cistationina sintase, cistationase e acido cisteinosulfinico descarboxilase
(CSAD) sao as trés principais enzimas envolvidas nesse metabolismo, e cada uma requer a
vitamina B6 como cofator. Sendo assim, a deficiéncia de vitamina B6 devido a sua baixa
ingestdo, assim como a presen¢a de drogas antagonistas ou qualquer alteracdo em seu
metabolismo, levam a reducdo da sintese endégena de taurina. Além disso, a atividade da
enzima CSAD também ¢ influenciada por outros fatores como sexo e idade “?.

Existem dois mecanismos de transporte que controlam o movimento da taurina através
da membrana do intestino delgado: o transportador TauT e o sistema PAT1. O transportador
TauT é Na" e ClI” dependente e € eficiente na captura de taurina em condi¢des de baixas
concentracdes desse aminodcido na luz intestinal. Esta situacdo ocorre em dietas pobres em
taurina e, também, no periodo entre refei¢des. J4 o transportador PAT1, é H' e pH dependente
e apresenta eficiéncia na captura da taurina em presenca de sua alta concentracao intestinal.
Em casos de baixa disponibilidade desse aminoécido, seu pool serd controlado através de

~ 22,66
reabsorcdo renal ¢ 66),

O transporte de taurina para todos os tecidos € modulado pela ativacdo de duas
enzimas sensiveis ao célcio: proteina kinase C (a qual inibe o transporte) e calmodulina (a
qual estimula o transporte) @2 Sabe-se que o pH 6timo para a absor¢do da taurina € de 7,8 e
temperatura é de 37°C. O acimulo de taurina ocorre contra gradiente de concentragcdo sédio e
cloro-dependente. Por outro lado, a presenca de [-aminoacidos, como a [-alanina pode
competir com a taurina pelo seu receptor, resultando em deficiéncia de taurina ©”.

Considerando a excrecao de taurina, esta acontece através da urina e bile, sendo que o

total didrio excretado varia de individuo para individuo, e em uma mesma pessoa podem
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ocorrer variacdes didrias. Além disso, é também influenciada por fatores genéticos, idade,
sexo, dieta habitual, fun¢ao renal e condi¢des clinicas 26),

Boas fontes alimentares de taurina englobam o leite materno e produtos de origem

animal, principalmente peixes, frutos do mar e, em menor quantidade, ovos, carne branca e
.. L ~ ~  (68,69)
vermelha. Os niveis de taurina ndo sofrem altera¢des durante a coc¢ao .

Diversos estudos experimentais t€ém sugerido que a redug¢do dos niveis de taurina
resulta em importantes acdes cardiovasculares. Assim, no modelo com gatos, a manipulacdo
dietética resultou em diminui¢do dos niveis de taurina em 13 vezes. Como resultado, os

. . - L. . . - (70) N
animais desenvolveram alteragdes caracteristicas de cardiomiopatia *"~. O mesmo fendmeno
foi observado em cdes ". No modelo do rato, a inducio farmacolégica da deplecdo de
taurina levou a alteragdes eletrocardiograficas, de contratilidade no miusculo papilar e

. ‘e P (72,73,74)
desordens dos filamentos contricteis e a perdas miofibrilares na ultraestrutura .

Outra linha de evidéncia sugestiva da relevancia da taurina é que sua suplementagao
diminuiu os efeitos deletérios em diferentes situagdes de agressdo. Assim, na isquemia
cardiaca ou sobrecarga de cdlcio em ratos, a administracdo de taurina atenuou as alteracdes
causadas pelos dois modelos de injdria cardiaca ‘ ® Em modelos experimentais de ratos com
regurgitacdo adrtica, em que a taurina foi suplementada oralmente, notou-se significante
reducdo do comprometimento miocérdico, além de aumento da sobrevivéncia nos animais

7 Em outro estudo, ratos albinos foram divididos em dois grupos, sendo um

tratados
recebendo 100mg/kg de taurina e outro com placebo ap6és procedimento cirirgico produzindo
regurgitacdo aodrtica. Os resultados mostraram que aqueles animais com placebo apresentaram
52% de mortalidade, contra 11% daqueles tratados com taurina 7% Observou-se também em

dois estudos nos quais ratos foram tratados com 20mM de taurina que esse aminodcido

. ~ ) : . 77,7 .
preveniu algumas das acdes maléficas causadas pela angiotensina II '8 Finalmente, o
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indice de mortalidade de ratos com insuficiéncia cardiaca foi significantemente reduzido
naqueles que mantiveram uma dieta contendo 100mg/kg de taurina 7.

Em seres humanos, semelhante ao que ocorre em animais, também existem evidéncias
de que a taurina possa ser importante modulador da fun¢do e morfologia cardiaca. Em estudo
realizado durante cirurgia com pacientes que apresentavam insuficiéncia cardiaca foi
realizada uma bidpsia que evidenciou significante reducdo de nutrientes, inclusive taurina,
confirmando sua deficiéncia em cardiomiopatias . Foi observado, em portadores de quadro
clinico de insuficiéncia cardiaca, que os pacientes que mantinham dose oral didria de 4g de
taurina melhoraram significativamente os sintomas de congestdo, em relacdo aos pacientes
com ingesta mais baixa ®”. Outro estudo mostrou que a ingestdo oral, em dose de 1g trés
vezes ao dia, foi bem tolerado e melhorou tanto o estado hemodindmico como a capacidade
funcional do coracio ®. Em estudo realizado por Eby e Halcomb, foram avaliados trés
pacientes em diferentes faixas etdrias, que sofriam de freqiientes contracdes prematuras atriais
e ventriculares. Esses pacientes receberam diferentes doses de taurina e L-arginina. Os
resultados obtidos mostram que o paciente que recebeu 20g de taurina por dia apresentou
reducdo das contragdes prematuras em 50%. O paciente em uso continuo de 10g de taurina
por dia apresentou remissdo completa da ocorréncia dessas contracdes. Ja o individuo que
ingeriu 4g de taurina, trés vezes ao dia, apresentou reducdo de seu quadro de arritmia cardiaca
em 95% a 100% .

Portanto, as evidéncias acumuladas até o momento permitem a suposi¢do de que a
taurina possa ser benéfica em diferentes situacdes de agressdo cardiaca. Existem quatro
mecanismos propostos para explicar os efeitos benéficos da taurina no processo de
remodelagdo cardiaca e na insuficiéncia cardiaca 7.

Em primeiro lugar, é aceito que a taurina possa desempenhar papel semelhante aos

diuréticos, por promover a excrecao de sédio e dgua. Esse efeito natriurético € atribuido a sua
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atividade de osmorregulacdo renal, além de modulagao da secrecao do fator natriurético atrial
e regulacdo da liberacdo de vasopressina. Esses efeitos foram sugeridos pelo fato de que a
excrecdo de taurina resulta em uma menor reabsorcdo de Na* e CI” pelo epitélio renal ¢”.

Em segundo lugar, a taurina é importante modulador de diversos ions relevantes para o
funcionamento normal da célula cardiaca, principalmente o sédio e o célcio. A insuficiéncia
cardiaca leva a aumento do célcio intracelular e mitocondrial, resultando em queda da
producdo de energia miocardica e aumento do estresse oxidativo. Por outro lado, a taurina é
um aminodcido que exerce papel tanto na regula¢iao do cdlcio intracelular quanto na atuagao
como antioxidante, modulando os efeitos dos radicais livres produzidos na mitocondria. Por
meio da interagdo com os canais de cdlcio e das trocas iOnicas no reticulo sarcoplasmatico e
sarcolema, a taurina exerce a¢do para aumentar ou diminuir os niveis de cdlcio, mantendo,
assim, sua homeostase. Do mesmo modo, a taurina modula os niveis de calcio e s6dio através
da bomba trocadora de sédio-célcio localizada no sarcolema e da bomba trocadora taurina-
sédio. Além disso, sabe-se que a taurina controla arritmias cardiacas através da regulacao dos
niveis de potassio, cdlcio e sddio no sangue e tecidos, e por regular a atividade dos nervos do
sistema simpdtico e a liberacao de epinefrina @n,

O terceiro potencial mecanismo das acdes cardiovasculares da taurina refere-se ao fato
de que ela protege as membranas lipossdmicas contra danos causados por radicais livres. O
estresse oxidativo é um dos principais moduladores do processo de remodelacdo cardiaca.
Entre outros mecanismos fisiopatolégicos, uma das principais conseqiiéncias do estresse
oxidativo € a lipoperoxidacdo. Logo, o estresse oxidativo pode ser um indutor de danos
celulares que alteram varidveis funcionais e estruturais cardiacas, participando da
fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca secunddria a varios estimulos. A a¢do antioxidante da

taurina seria por meio da eliminacdo desses componentes e por reforcar tanto as membranas

L, . . . L. o 27
dos midcitos como as terminacdes nervosas simpdticas do coragdo “”. Como exemplo, de
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acordo com Eby e Halcomb, o avancar da idade poderia levar a reducdo ou interrupcdo da
sintese hepdtica de taurina. Esse fato resultaria em estresse oxidativo, comprometendo a
producio de energia cardiaca, digestiva e cerebral, ocasionando morte prematura .

Finalmente, a taurina parece ser um antagonista da angiotensina II. Aceita-se,
atualmente, que a angiotensina II pode afetar a fun¢ao cardiaca por regular a pressao arterial e
o tonus vascular aumentando a retencdo de sédio e dgua, estimulando a biossintese protéica
pelos midcitos, promovendo remodelacdo ventricular e fibrose cardiaca. Devido as agdes da
taurina estarem relacionadas a melhora da funcao cardiaca, como reduzindo o sédio e fluidos,
melhorando a contratilidade cardiaca e antagonizando as agdes da angiotensina II, esse
aminoécido acaba por exercer o mesmo papel que os inibidores de ECA (enzima conversora
de angiotensina). Como a angiotensina Il pode levar ao desenvolvimento de hipertrofia do
cardiomidcito através da estimulacdo do DNA e da sintese de proteinas, a taurina acaba sendo
benéfica por exercer um papel contrério a esses efeitos .

Outro fator importante que implica na hipertrofia dos midcitos através da angiotensina
II refere-se a alteragdo da homeostase do célcio. A angiotensina II é responsdvel por elevar o
influxo de célcio nos cardiomidcitos através da ativacdo do canal de célcio tipo-L. Contudo,
apesar do influxo de célcio ser estimulado pela angiotensina II, o seu efluxo via bomba
Na*/Ca** é ainda maior, causando uma perda de célcio da célula. Sabe-se entdo que a taurina
atua como um antagonista, pois interfere na habilidade da angiotensina II em estimular os
canais de célcio tipo-L. Sendo assim, esse aminodcido exerce um efeito positivo inotrépico
em coracdes hemodinamicamente instdveis por promover melhora da funcdo contrétil. Além
disso, a taurina possivelmente influencia as ac¢Oes tréficas da angiotensina II por modular a
fosforilagdo de proteinas, o volume celular e o status dos receptores celulares sensiveis ao

) ) 81
estiramento, localizados na membrana celular @D,

72



Discussdo

Considerando que: 1) trabalhos anteriores sugerem que o tabagismo pode induzir
sobrecarga de volume, estresse oxidativo e ativacao do sistema renina-angiotensina; 2) os
mecanismos propostos para a prote¢do cardiovascular da taurina englobam a atividade de
osmorregulacdo, a modulagdao de ions como o sédio e o cdlcio, a atividade antioxidante e
antagonizacdo das agdes da angiotensina II; 3) a taurina parece ser benéfica em outros
modelos de agressdo cardiaca; testamos a hipétese de que a suplementacdo com taurina
poderia ser benéfica no modelo de agressdo cardiaca induzida pela exposi¢ao a fumaca do
cigarro.

Em nosso trabalho, os estudos ecocardiograficos e morfométricos foram realizados
com o intuito de avaliar se houve melhora dos parametros morfolégicos cardiacos nos animais
expostos a fumaca do cigarro e suplementados com taurina, quando comparados aos animais
apenas expostos ao fumo. Dentre as varidveis ecocardiograficas morfoldgicas, as quais foram
representadas pelo didmetro do étrio esquerdo e da aorta, diametro sistélico e diastélico do
ventriculo esquerdo e espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo, apenas esta
ultima varidvel apresentou diferenca estatistica entre os dois grupos. Quanto ao estudo
morfométrico, nenhuma varidvel (peso do ventriculo esquerdo e direito, teor de dgua, drea
seccional do midcito e indice de coldgeno) foi estatisticamente significante quando
comparamos os dois grupos. Portanto, contrariamente a nossa hipdtese, a taurina nao
influenciou as alteracdes morfoldgicas induzidas pelo tabagismo.

Com o objetivo de analisar os efeitos da taurina na fun¢do cardiaca, varidveis
funcionais também foram exploradas em nosso trabalho.

Em relacdo a andlise da funcdo sistdlica, as varidveis avaliadas pelo ecocardiograma
englobaram: porcentagem de encurtamento, fracdo de ejecdo, indice cardiaco, débito cardiaco,
volume sistdlico, velocidade mdxima na aorta e integral tempo velocidade. Aspecto relevante

a ser considerado € que estudos prévios mostraram, de forma consistente, que o tabagismo
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compromete a fungdo sistélica. No entanto, diferentemente do esperado, a taurina nao
interferiu com as varidveis da fungdo sistdlica.

Em relacdo a andlise da fun¢do diastdlica, as varidveis utilizadas foram a velocidade
da onda E e da onda A, relacio E/A, tempo de relaxamento isovolumétrico e tempo de
relaxamento isovolumétrico normalizado pela frequéncia cardiaca. Todas essas varidveis
apresentaram diferenga significante quando os dois grupos foram comparados. O grupo
taurina apresentou diminuicdo da velocidade da onda E e da onda A. Em contrapartida, a
taurina resultou em aumento da relacdo E/A, tempo de relaxamento isovolumétrico e tempo
de relaxamento normalizado pela frequéncia cardiaca. Assim, os dados sdo compativeis com
piora da didstole induzida pela taurina.

Devemos considerar, no entanto, que a frequéncia cardiaca foi diferente entre os
grupos, sendo que a quantidade de batimentos cardiacos por minuto no grupo taurina foi
menor do que no grupo controle. E importante lembrar que a frequéncia cardfaca pode
interferir nas varidveis de funcdo diastélica. Contudo, quando normalizamos o indice
diastdlico pela freqii€éncia cardiaca, como o tempo de relaxamento isovolumétrico, os grupos
mantiveram significancia estatistica entre eles. Portanto, nossos resultados evidenciaram que a
taurina levou a piora da funcao diastélica em animais expostos a fumaca do cigarro.

Nosso trabalho também avaliou alguns dos principais mecanismos fisiopatolégicos
envolvidos na remodelacdo cardiaca.

Como colocado anteriormente, alteragdes tanto na distribuicdo das isoformas das
cadeias pesadas da miosina como na produgdo de citocinas pré-inflamatérias podem modular
a remodelacdo cardiaca. Em nosso trabalho, a taurina nio interferiu com essas varidveis.
Importante ressaltar, no entanto, que a auséncia de alteragdes dessas varidveis estd em
concordancia com a auséncia de alteracdes na morfologia e na funcdo sistdlica em

consequéncia da suplementacao de taurina.
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Em relacdo a avaliacdo da atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco,
a suplementacdo com taurina resultou em maior atividade da lactato desidrogenase quando
comparado com o grupo somente exposto ao fumo. Devemos considerar que o aumento da
glicélise anaerdbica € uma caracteristica patoldgica do coracdo frente a diversas agressdes.
Assim, esse resultado poderia ter duas implica¢des. Em primeiro lugar, poderiamos inferir que
o coracdo de animais fumantes e suplementados com taurina tem redug¢do na produgdo de
energia, pois a diminui¢do na utiliza¢do dos 4cidos graxos livres e o aumento na utilizacdo de
glicose como substrato energético se acompanha por déficit energético. Adicionalmente, esse
achado poderia contribuir para a piora da fungdo diastdlica, ja que a retirada de célcio das
proteinas contrateis € processo extremamente dependente de energia.

Outra varidvel analisada em nosso estudo foram proteinas relacionadas com o transito
de cdlcio. Como citado anteriormente, em situagdes de agressdo existem diversas alteracdes
nas proteinas do transito de calcio. Estas alteracdes foram evidentes em nosso trabalho, pois
os animais expostos a fumacga do cigarro e suplementados com taurina apresentaram menor
quantidade de fosfolambam e menor fosforilacdo da fosfolambam, assim como desproporc¢ao
da relacdo fosforilagdo da fosfolambam e quantidade de fosfolambam total, quando
comparados aos animais fumantes. Assim, a redu¢do da fosforilagdo da fosfolambam pode ter
influenciado negativamente a atividade da SERCA-2, prejudicando a captagdo de célcio pelo
reticulo sarcoplasmadtico e, consequentemente, promovendo piora do relaxamento.

Outro aspecto a ser considerado em nosso trabalho € a auséncia de grupos controle.
Em primeiro lugar, trabalho anterior de nosso laboratério mostrou que a taurina ndo tem
qualquer efeito em varidveis morfoldgicas e funcionais cardiacas em ratos normais, avaliadas
por ecocardiograma. Adicionalmente, os efeitos da exposi¢io a fumaga do cigarro em

varidveis morfologicas e funcionais cardiacas sdo consistentes e estdo bem documentados.
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Assim, frente aos nossos resultados, acreditamos que a adicdo de grupo controle e controle
suplementado com taurina ndo acrescentaria informacdes relevantes ao nosso estudo.

Pelo exposto, podemos concluir que a disfung¢do diastélica presente nos animais
expostos ao fumo e suplementados com taurina pode ser resultado de alteracdo do
metabolismo energético cardiaco, com diminuicdo da producdo de energia e de alteragdes nas
proteinas reguladoras do transito de célcio, mais precisamente por reducao da fosforilacao da

fosfolambam.
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Em conclusdo, nosso trabalho evidenciou que a suplementacdo de taurina em ratos
expostos a fumaca do cigarro ndo alterou a morfologia cardiaca, mas resultou em deterioracao
da funcao diastdlica ventricular. Assim, nossos achados sugerem que a taurina nao resulta em

beneficios em relagdo ao processo de remodelacao cardiaca induzida pela exposicdo a fumaca

do cigarro em ratos.
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