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RESUMO

A prética de exercicios fisicos aumenta a producéo de espécies reativas de oxigénio
e consequentemente de danos oxidativos. Estudos demonstram que a
suplementacdo com antioxidante € importante no combate ao dano oxidativo
produzido em diversas ocasifes, principalmente aqueles induzido pelo exercicio
fisico agudo. Entre esses antioxidantes podemos destacar a taurina, um aminoacido
produzido a partir da metionina e abundante no organismo humano. Porém, ndo se
sabe ainda os efeitos da suplementacéo de taurina ap6s prética de exercicio fisico
agudo. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da suplementacao de
taurina sobre os parametros de dano oxidativo induzidos pelo exercicio fisico agudo
na aorta de ratos. Foram utilizados 80 ratos Wistar machos, com dois meses de
idade, pesando entre 250-300 g, divididos aleatoriamente em quatro grupos, com
espaco amostral de 20: controle (cont), controle ndo exercitado suplementado com
taurina (cont + tau), grupo exercicio agudo (exercicio), grupo exercicio agudo
suplementado com taurina (exer + tau). Os animais foram submetidos a nata¢éo por
um periodo de trés horas de duracdo e sem sobrecarga atrelada ao corpo. A taurina
foi administrada por gavagem oral, na dosagem de 300 mg/Kg de peso corporal de
rato, diariamente, por cinco dias anterior ao protocolo de exercicio agudo.
Imediatamente, ap6s o protocolo de exercicio, os ratos foram mortos e as aortas
removidas cirurgicamente. Como marcador de dano oxidativo foram avaliados
atividade de &anion superoxido, nitrito e nitrato, espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico e carbonilacdo de proteina. Foi avaliado também a atividade das
enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx). A diferenca entre os grupos foi avaliada por ANOVA e os
resultados expressos como médias + EPM. As diferencas entre os grupos menores
que 0,05 foram consideradas significativas. Os resultados demonstram que o
protocolo de exercicio aumentou o nivel de superdxido e do dano oxidativo na aorta
de ratos, porém, o grupo que foi suplementado com taurina teve uma reducéo nos
niveis de superoxido. Foi observado também que o grupo suplementado com taurina
teve um aumento na expressao de enzimas antioxidantes. A atividade da catalase
nao demonstrou ser diferente entre os grupos. Nesse estudo, a suplementagcdo com
taurina levou a uma diminuicdo no dano oxidativo e um aumento na expressao das
enzimas antioxidantes. Esses resultados analisados em conjunto comprovam 0s
efeitos da taurina como antioxidante. O presente estudo demonstra os efeitos
antioxidantes da suplementacédo de taurina, porém sua suplementacdo em pacientes
com problemas cardiovasculares praticantes de atividades fisicas merecem maiores
investigacoes.

Palavras-chave: Taurina. Exercicio fisico agudo. Estresse Oxidativo. Antioxidantes.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) lideram os indices de morbidade e
mortalidade no mundo, aparecendo em primeiro lugar entre as causas de morte no
Brasil, representando quase um terco dos 0bitos totais e 65% do total de mortes na
faixa etaria de 30 a 69 anos de idade, atingindo a populacdo adulta em plena fase
produtiva. No Sistema Unico de Salde (SUS), essas doencas foram responsaveis,
em 2002, por mais de 1,2 milhBes de internacdes, representaram 10,3% do total de
internacdes e 17% dos gastos financeiros com saude. A regido Sul, e o estado do
Rio Grande do Sul, em particular, registram as maiores propor¢cdes, sendo
responsaveis por 40% das mortes em mulheres. O fumo, a obesidade, o diabetes
mellitus, a hipertensdo, os niveis elevados de colesterol, a historia familiar de
doenca arterial coronariana e a falta de exercicios aumentam o risco de desenvolver
a doenca (GOTTLIEB et al, 2010; PINHO et al, 2010).

Sabe-se atualmente que o aumento do estresse oxidativo pode contribuir
para a patogénese das doencas cardiovasculares. Estudos clinicos e experimentais
tém sugerido que essas doencas estdo associadas com o aumento da formacéo de
radicais livres e com a reducao das defesas antioxidantes (LORGERIL et al., 2001).

O estresse oxidativo esta relacionado a situacdes onde 0s mecanismos
celulares pro-oxidantes (producdo de espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio) superam os mecanismos de defesas incluindo os sistemas
enzimaticos e outros antioxidantes, ocasionando elevada producdo de espécies

reativas (VALKO et al., 2007).



Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que, mesmo
quando presente em baixas concentracdes, quando comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo
de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

Diversos estudos tém demonstrado um aumento na producao de radicais
livres apds a pratica de exercicios fisicos e na tentativa de reduzir os efeitos
deletérios provocados pelas espécies reativas de oxigénio, alguns autores tém
sugerido a suplementacdo com antioxidantes (SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2008;
SAHECK et al., 2003); dentre eles, a taurina (um amino&cido produzido a partir da
metionina) vem demonstrando possuir efeito antioxidante protetor contra as ERO
(LOURENCO; CAMILO, 2002; BIRDSALL, 1998; DAWSON, et al., 2002).

A taurina é um aminoacido enxofrado que ndo se incorpora a uma
proteina e, portanto, tem um papel antioxidante muito importante pelo fato de ser um
carregador de enxofre. Ela € o aminoacido livre mais abundante nos tecidos, como
0s musculos e o sistema nervoso central. Sua acdo ndo esta totalmente esclarecida,
mas entre suas funcdes podemos destacar a sua fungcdo antioxidante, a
estabilizacdo de membranas e a modulacdo do fluxo de calcio (PASCOAL et al,
2008). Neste sentido, no presente estudo objetivamos verificar se a suplementacao
de taurina é capaz de reverter o0 estresse oxidativo em aorta de ratos, induzida pelo

exercicio fisico agudo.
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2.0BJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos da suplementacédo de taurina sobre os parametros de

dano oxidativo induzidos pelo exercicio fisico agudo em aorta de ratos.

2.2 Objetivo Especifico

a) Avaliar a producédo de anion superoxido apoés pratica de exercicio fisico agudo
na aorta de ratos;

b) Avaliar o dano oxidativo induzido pelo exercicio fisico agudo na aorta de
ratos;

c) Avaliar a atividade e a expressao das enzimas antioxidantes endégenas SOD,
CAT e GPX induzido pelo exercicio fisico agudo na aorta de ratos;

d) Avaliar os efeitos antioxidante da taurina, sobre os parédmetros de estresse

oxidativo, induzidos pelo exercicio fisico na aorta de ratos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Disturbios Relacionados as Doencas Cardiovasculares e Estresse

Oxidativo

Nas ultimas décadas, o papel dos Radicais Livres (RL) ou Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) em processos fisiopatoldgicos relacionados a fatores de
risco cardiometabdlicos tém sido intensamente investigados. Um ndamero consistente
de evidéncias sugere a associacdo do estresse oxidativo e condicdes clinicas como
as doencas cardiovasculares, diabetes mellitus (DM), neoplasias, doencas
respiratérias e disturbios neurologicos (GOTTLIEB et al, 2010).

A hipétese mais aceita atualmente, postula que essas doencas estejam
agrupadas em duas categorias distintas. A primeira categoria estaria associada ao
estresse oxidativo mitocondrial, onde se encontram a DM e as neoplasias, que
apresentam comumente mudancas pré-oxidativas no estado redox sistémico. E a
segunda categoria estaria associada com condi¢c6es inflamatérias relacionadas ao
metabolismo oxidativo, uma vez que, apresenta frequentemente uma excessiva
estimulacdo da atividade da enzima Nicotinamida Adenina Dinucleotideo/
Nicotinamina Adenina Dinucleotideo Fosfato oxidase (NADH/NADPH) através de
citocinas ou outros agentes. Nesse caso, 0 aumento nas taxas de producéo de ERO
ou mudancas nos niveis de glutationa estdo, frequentemente, associados a

condicdes patologicas, como, por exemplo, a aterosclerose (GOTTLIEB et al, 2010).
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3.2 Producdo de Radicais Livres, Estresse e Dano Oxidativo

Moléculas ou fragmentos moleculares altamente reativos, que contém um
elétron ndo pareado em sua ultima camada eletrénica sdo denominados radicais
livres (RL). Sua producéo esta relacionada com o equilibrio de valéncia na camada
mais externa da molécula. Quando formados, os RL tendem a extrair elétrons de
outras moléculas para alcancar um estado quimicamente mais estavel. Esses
radicais livres cujo elétron encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou
nitrogénio sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Nitrogénio
(ERN), respectivamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

As ERO incluem o anion superoéxido (O,"), radical hidroxil (HO®), radical
Aquila (L*), alcoxila (LO") e radical peroxila (LOO®). Nas ERN est4o incluidos além do
oxido nitrico ("NO), o peroxinitrito (ONOQO) e o radical di6xido de nitrogénio ("NO,).
Existem ainda espécies que ndo sdo RL, mas podem induzir reacdes radicalares ao
organismo, por isso, consideradas espécies reativas, tais como: o acido hipocloroso
(HOCI), o peréxido de hidrogénio (H,O.), o oxigénio singlete (*O,) e o 0z6nio (O3)
(MATSUBARA, FERREIRA, 1997).

Quando em equilibrio com o sistema, as ERO séo importantes para o
organismo, auxiliando nos mecanismos de defesa do sistema imune. Por exemplo,
guando as células sédo agredidas por algum agente estressor, que também pode ser
um RL, elas acabam produzindo RL para combater estes agentes. Essa producao &
necessaria em varios processos biolégicos, como: producédo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
biolégicas importantes (BARREIROS; DAVID, 2006). Em contrapartida, essas

substancias sdo capazes de reagir com qualquer tipo de molécula organica,
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extraindo elétrons e gerando novas ERO em cadeias citotoxicas (AMES et al, 1993).
Existem ERO muito prejudiciais ao organismo, como o HO® que reage
indiscriminadamente com a maioria dos compostos organicos essenciais a
integridade e funcdo dos organismos vivos, como as biomoléculas (KOURY;
DONANGELO, 2003).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a formacdo de ERO e a
capacidade antioxidante celular, onde os mecanismos celulares pro-oxidantes
(producdo de ERO e ERN) superam os mecanismos de defesas, levando a danos
celulares como, por exemplo, peroxidacao de lipidios, fragmentacédo de proteinas e
acidos nucléicos. Portanto, caso ndo haja nenhum mecanismo de defesa eficiente,
esse estado pode trazer prejuizos significativos a célula (HALLIWELL;
GUTTERRIDGE, 2007).

Em condi¢Bes fisiolégicas normais, a maioria das ERO é produzida na
cadeia respiratéria mitocondrial, onde 95-98% do oxigénio consumido é reduzido a
agua e o restante utilizado na formacdo de ERO (MATSUO; KANEKO, 2001). Além
da cadeia respiratéria mitocondrial, as ERO podem ser geradas em outros eventos
bioguimicos na célula, por exemplo, em processos inflamatérios e a degradagéo da
xantina para acido urico (KONIG, BERG, 2002).

Segundo Schneider e Oliveira, (2004), durante a atividade fisica, a
demanda energética pode superar em 35 vezes a demanda de repouso. Dessa
forma, durante a sua realizagdo ocorre um grande aumento no consumo de
oxigénio, na sua maior parte em decorréncia do aumento de trabalho muscular. Esse
aumento no consumo de oxigénio leva a um aumento, em 10 a 15 vezes maior, na
producdo de ERO, que podem ocorrer das seguintes maneiras:

a) Interrupcbes temporérias das bombas de ATP dependentes de calcio



b)

c)
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(Ca?") levam ao aumento das concentra¢des intracelulares de célcio, o
que durante o exercicio pode ativar a via da xantina oxidase.
Concentracdes aumentadas de calcio intramuscular durante periodos
de exercicio de alta intensidade podem ativar as proteases
dependentes de calcio, as quais convertem a xantina desidrogenase
em xantina oxidase. A xantina oxidase usa 0 oxigénio molecular ao
invés do NAD+ como aceitante de elétrons e assim gera o radical
superoéxido;

Periodos de exercicio intenso podem aumentar o estresse oxidativo
devido a hipoxia e reoxigenacgao temporarias, que ocorrem no musculo
exercitado em funcdo das contracfes e relaxamentos estabelecidos
ciclicamente. Durante a contracdo, a compressao vascular estabelece
um quadro de isquemia e, portanto, de hipoxia. No relaxamento,
ocorre a reperfusdo e, consequentemente, a reoxigenacdo. Sob
condicdes de hipoxia, os equivalentes reduzidos podem se acumular
dentro da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, resultando em
um fendmeno conhecido como estresse redutivo. Na reoxigenacao,
uma explosao (burst) de reducdes monoeletrbnicas pode converter o
oxigénio molecular em radical superéxido;

A ativacdo de leucécitos pode estimular a producdo de radicais livres
para melhorar os mecanismos de defesa do hospedeiro em resposta
ao dano muscular induzido pelo exercicio. Em particular, os neutrofilos
podem reduzir o oxigénio molecular a radical superoxido via NADPH
oxidase, a qual esta inativa nas células em repouso. Processos

similares tém sido observados em monoécitos e eosindfilos;
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d) O aumento das concentracbes de Ca++ pode ativar a enzima
fosfolipase A2, a qual libera o &cido araquidbénico a partir dos
fosfolipideos. A ciclooxigenase reage com o acido araquidonico para
gerar o radical hidroxil;

e) Condicbes hipoxicas também tém sido mostradas no aumento da
atividade da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), levando a formacao
de radicais do Oxido nitrico. Estes radicais podem exercer um efeito
pré-oxidante fraco por eles préprios ou se combinar com o superoxido

para formar um oxidante mais potente, o peroxinitrito.

Conforme exposto acima, fica claro perceber que durante o exercicio
agudo, a possibilidade de ocorrer lesdo oxidativa nos tecidos vai depender de um
preciso equilibrio entre a geracdo de radicais de oxigénio e a eficacia dos
mecanismos antioxidantes (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Os RL podem atacar todas as principais classes de biomoléculas, sendo
os lipidios os mais susceptiveis. Os &acidos graxos poliinsaturados (PUFA) das
membranas celulares séo rapidamente atacados por radicais oxidantes. A destruicéo
oxidativa dos PUFA, conhecida como lipoperoxidacdo (LPO), é bastante lesiva por
desencadear uma reacdo de autopropagacdo na membrana (KOURY;
DONANGELO, 2003). Por definicdo, segundo Lima e Abdalla (2001), a LPO pode
ser uma cascata de eventos bioquimicos resultante da acao dos RL sobre os lipidios
insaturados das membranas celulares, levando a destruicdo de sua estrutura,
faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a

morte celular.
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Essas alteracbes na membrana levam a transtornos da permeabilidade,
alterando o fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da
seletividade para a entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula,
alteracbes de DNA, oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, colageno
e elastina) (BARREIROS; DAVID, 2006). Durante a LPO, intermediarios podem
sofrer quebras gerando hidrocarbonetos de cadeia curta (etano, pentano), aldeidos
(como o malonaldeido, 4-hidroxinonenal), epoxidos e outros produtos altamente
citotoxicos (BARREIROS; DAVID, 2006).

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2007), a LPO consiste em trés
fases: iniciacdo, propagacao e término. Na fase de iniciacdo o RL remove um atomo
de hidrogénio do &cido graxo insaturado produzindo um radical de lipidio, que ao
reagir com o oxigénio molecular forma o radical peroxila. Na propagacao, o radical
peroxila retira do hidrogénio de outro lipidio, formando o hidroperéxido de lipidio e
radical de lipidio e assim sucessivamente. Na fase terminal, os radicais produzidos
se combinam formando um n&o-radical. O hidroperoxido de lipidio pode sofrer outras
reacOes produzindo aldeidos e alcanos.

As proteinas também sdo alvo de ataques das ERO. A oxidacdo dos
aminoacidos resulta na formacdo de grupos carbonil, tidis oxidados, entre outras
modificacdes que alteram a funcdo normal da proteina. Especificamente, os grupos
carbonil sdo formados principalmente a partir da oxidacdo de alguns aminoacidos
mediados por ERO, como lisina, arginina, prolina e treonina. Porém, reacodes
secundarias de cadeias laterais de alguns aminoacidos (cisteina, lisina e histidina)
com subprodutos da LPO e da oxidacdo de carboidratos, também formam grupos

carbonil (DALLE-DONNE et al, 2003).
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Nos aminoacidos e proteinas, o HO® pode reagir na cadeia lateral, onde
ataca preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina e, em
menores proporgdes, arginina e asparagina. Os atagues aos aminoacidos que
compdem as proteinas podem gerar danos como clivagens de ligacdes com ou sem
geracdo de fragmentos e ligacbes cruzadas, o que pode ter como consequéncia
perda da atividade enzimética, dificuldades no transporte ativo através das
membranas celulares, citolise e morte celular (BARREIROS; DAVID, 2006). O
ataque ocorre por adicdo do radical ou por abstracdo de hidrogénio. Todos os
aminoacidos podem sofrer abstragdo do hidrogénio do carbono Ca —COO- ligado ao
carboxilato e ao grupo amino. Essa abstracdo, com excecao da glicina, leva a perda
de gas carbdnico e formacao de carbono radicalar (BARREIROS; DAVID, 2006).

Observa-se que a oxidacdo de proteinas depende dos niveis de
proteossomas intracelulares. De acordo com Davies e Shingarpure (2006), os danos
em proteinas oxidadas. Proteases intracelulares sdo responsaveis por 70% a 80%
da degradacdo de proteinas apds a oxidagdo, e esse mecanismo é essencial para
0s sistemas de reparo e antioxidantes. Assim, o proteossoma constitui uma parte

importante do sistema de defesa antioxidante.

3.3 Sistema de Defesa Antioxidante

A producdo continua de RL durante os processos metabdlicos leva as
células a desenvolverem mecanismos de defesa que controlam os niveis de RL e
impedem a indugdo de danos, os antioxidantes. Esses agentes que protegem as
células contra os efeitos dos RL podem ser classificados em antioxidantes

enzimaticos ou nao enzimaticos (SIES, 1993).
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As principais enzimas antioxidantes incluem a superoxido dismutase
(SOD) a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) que sao ativadas
normalmente durante o metabolismo celular, porém, suas atividades podem
aumentar em funcao da presenca de ERO (PINHO, et al, 2004).

A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a producao
intracelular de RL, catalisando a dismutacéo do O," para H,O, (HOLLANDE; et al,
2000). Esta presente na matriz mitocondrial (Mn-SOD), no citosol (CuZn-SOD) e no
meio extracelular.

SOD
Equacgdo 1: 0" + 0y +2H" ————» H,0,+ O,

A enzima CAT catalisa a degradacdo do H,O, Na reacdo, uma das
moléculas de H,O, é oxidada a oxigénio molecular e a outra é reduzida a agua
(CHANCE et al, 1979). Esté localizada, principalmente, no peroxissoma, entretanto,

outras organelas como as mitocéndrias podem conter alguma atividade da CAT.

CAT

_—
Equacéo 2: 2 H,0, O2+ H20;

A GPX é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,0,
e hidroperéxidos orgéanicos para agua e alcool, usando a glutationa como doador de
elétrons. A GPX esta localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial

(MIYAMOTO et al, 2003).

GPX

_—
Equacao 3: 2 GSH + H,0, GSSG + Hy0,

GPX
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Equacao 4: 2 GSH +ROOH GSSG + ROH + HxO,

Os antioxidantes nao enzimaticos, em sua maioria sdo exogenos, ou seja,
necessitam ser absorvidos pela alimentacédo apropriada. Varias sdo as substancias
utilizadas como suplemento nutricional para reduzir o estresse oxidativo e melhorar
a performance. Dentre esses destacam-se alguns minerais (cobre, manganés, zinco,
selénio e ferro), vitaminas (acido ascorbico, vitmina E, vitamina A), carotendides
(beta-caroteno, luteina e licopeno), bioflavondides (genesteina, quercetina), taninos
(catequinas), proteinas extracelulares ligantes de ferro e cobre (como a albumina,
transferrina, lactoferrina, ferritina, haptoglobina e ceruloplasmina), alguns
aminoacidos como a taurina, entre outros (BARREIROS; DAVID, 2006). Atualmente,
a taurina vem sendo utilizada por alguns individuos na tentativa de melhorar a
tolerancia e promover melhora no rendimento (MERO et al, 2008; GALLOWAY et al,
2008). Evidéncias demonstram que a taurina possui efeito antioxidante protetor
contra as ERO (LOURENCO; CAMILO, 2002). Entretanto, ainda ndo se sabe qual
seu efeito capaz de reverter o quadro de estresse oxidativo em animais ap0s

protocolo de exercicio fisico agudo.

3.4 Taurina

A taurina foi primeiramente descoberta e isolada pelos pesquisadores
austriacos Friedrich Tiedemanne e Leopold Gmelin em 1827 ao ser encontrada na
bile do boi em altas concentracbes. Seu nome originou-se do nome em latim da
espécie Bos taurus onde foi descoberta (OLIVEIRA, 2008).

A taurina foi historicamente considerada um nutriente essencial para a
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nutricdo humana em meados da década de 70, quando foi observado que bebés
prematuros, alimentados com nutricdo parenteral ndo conseguiam manter niveis
plasmaticos e urinarios normais de taurina, ao contrario de bebés alimentados com
leite materno. O estudo do leite materno indicou grandes quantidades de taurina,
sendo o segundo aminoacido mais abundante, atrds apenas do glutamato
(AGOSTONI et al, 2000 apud OLIVEIRA, 2008). A deficiéncia de taurina esta
associada a diversos processos patoldgicos. Incluindo cardiomiopatia, degeneracao
da retina e retardo no crescimento especialmente se esta privacdo ocorre em fase
de desenvolvimento (OLIVEIRA, 2008).

A taurina (2-amino-etano-sulfénico) € um aminoacido essencial sulforoso
e possui caracteristicas proprias diferenciando-se dos demais aminoéacidos. E mais
acido que os demais aminoacidos por conter em sua estrutura o grupo sulfénico
(SO3H) em substituicdo ao grupo carboxila (COOH) e por possuir o radical amina na
posicao B (beta) (HUXTABLE, 1992; BRITO, VOLP, 2008). Encontrada livremente no
liquido intracelular, € um dos aminoacidos livres mais abundantes no cérebro,
musculo esquelético e coracdo, sendo fundamental importancia no desenvolvimento
do sistema nervoso central, na modulacdo do calcio durante as contracfes
musculares e na estabilizagdo celulares (SHULLER-LEVIS; PARK, 2003). A
concentracdo de taurina pode variar de tecido para tecido. Segundo Green et al,
(1991) os niveis no coragao séo de 25-30mM, no pulmé&o de 11-17mM e no musculo
esquelético, Dawson et al (2002) encontraram niveis de 15-20mM por miligrama de
tecido.

Em situacfes normais, a sua necessidade diaria pode ser alcancada por
meio de uma dieta equilibrada, porém em situacdes de imaturidade do sistema

enzimatico e ou em condicdes de estresse metabdlico, suas necessidades
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fisiolégicos estdo aumentadas e, portanto, essa necessita ser suplementada

(BRITO; VOLP, 2009). Ela pode entdo ser obtida por uma dieta rica em frutos do

mar, carne e ovos ou pela biossintese de aminoacidos precursores como a

metionina e a cisteina na presenca de vitamina Bg no figado (HUXTABLE, 1992).

Neste processo a taurina € sintetizada pela cisteina dioxigenase que promove a

oxidacdo da cisteina a acido sulfinico na qual é descarboxilada pela enzima cisteina

acido sulfinico descarboxilase para produzir hipotaurina que € oxidado a taurina

(BOUCKENOOGHE et al, 2006).

As propriedades antioxidantes da taurina sdo atribuidas aos seguintes

mecanismos:

a)

b)

Equilibrio osmotico celular: por ser um osmolitico organico utilizado
pelas células para a regulacdo do volume celular para se adaptar ao
desequilibrio osmético produzido durante exercicios fisicos intensos.
Esse desequilibrio ativando os metabdlicos produziriaa ERO
(CUISINIER, 2002).

Regulacdo de calcio: diminuindo os danos oxidativo através da
regulacdo aos ions de calcio envolvidos na patogénese do dano
celular mediadas por RL produzidos na rota da xantina oxidase
(CHANG, 2004).

Neutralizar a acdo do acido hipocloroso (HOCL): a estrutura quimica
da taurina faz com que ela reaja com o acido HOCL formando um
composto relativamente estavel e néo téxico, o taurina-cloramina

(KOZUMBU, 1992).

Silva e colaboradores (2010) constataram que a suplementacdo de

taurina reduz os efeitos do dano oxidativo em exercicio excéntrico, através da
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diminuicdo da producéo de radical superdoxido muscular e dano oxidativo, apesar de
nao aumentar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT. Dawson e colegas
(2002) demonstraram que a suplementacdo com taurina € capaz de reduzir o dano
oxidativo induzidos pelo exercicio fisico, desempenhando um papel citoprotetor,
blogueando o aumento de alguns marcadores de estresse oxidativo. O estresse
oxidativo contribui para o dano a membrana celular, aumentando sua
permeabilidade, a taurina, segundo Zhang (2004), também pode mediar uma
protecdo a membrana celular através de sua propriedade estabilizadora de
membrana e controlar o equilibrio de célcio, cujo desequilibrio esta envolvido na

patogénese do dano celular mediado por radicais livres.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados oitenta ratos Wistar, machos, pesando 250-300g com
dois meses idade. Eles foram obtidos a partir de nossa col6nia de reproducao
(UNESC) e alojados em uma sala com temperatura controlada (24 °© C), com 00:12 h
de ciclo reverso claro-escuro. Os ratos foram alimentados com dieta padrdo para
roedores e agua ad libitum durante todo o experimento. Os animais foram cuidados
em conformidade com os principios orientadores de cuidado e uso de animais e 0s
protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica (protocolo nimero - 91/2009) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os animais foram separados
aleatoriamente em quatro grupos: grupo controle (cont) (n = 20), grupo controle nao
exercitados suplementado com taurina (cont + tau) (n = 20), grupo exercicio agudo
(exercicio) (n = 20), grupo exercicio agudo suplementado com taurina (exer + tau) (n
= 20). Os ratos foram mortos por decapitacdo e a aorta removida imediatamente,
homogeneizada em tampao especifico e armazenados a -70 © C para analises da
expressdo protéica por western blot. Para as analises bioquimicas, as amostras

foram imediatamente executadas.

4.2 Protocolo de Tratamento

4.2.1 Suplementacédo de Taurina
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Os animais receberam 300mg/Kg, por peso corporal de rato, de taurina
por gavagem oral, uma vez ao dia num periodo de cinco dias anteriores a realizacao

do protocolo de exercicio fisico agudo.

4.2.2 Protocolo de Exercicio Agudo

Os animais foram habituados em uma piscina durante dez minutos por
dois dias (anterior ao dia do teste agudo) para reduzir a quantidade de estresse
causado pelo novo ambiente. No quinto dia os animais foram submetidos a trés
horas de duracdo, sem sobrecarga e sem repouso. A temperatura da agua foi
mantida em ~ 32 ° C. Os animais nao treinados foram colocados em uma piscina
vazia, pelo mesmo periodo. Isso foi utilizado para a padronizagcdo ambiental.
Imediatamente apds o protocolo de exercicio, os ratos foram mortos e a aorta

removida cirurgicamente.

4.3 Ensaios Bioquimicos

4.3.1 Preparacao do Tecido para Analise Bioquimica

O Fragmento da aorta foi rapidamente removida e homogeneizados (1:10

w/v) em tampéo SETH, pH 7,4 (250 mM sacarose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base,

50 IU/mL heparina). O homogeneizado foi centrifugado a 800 X g por 10 min e 0

sobrenadante foi armazenado a -70°C.
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4.3.2 Anion Superéxido

Foi determinada pelo método Fridovch e McCord e expressa em nmol /
min / mg de proteina. Superoxido foi determinada de acordo com a taxa de oxidagao

da adrenalina, determinada pela absorvancia a 780 nm.

4.3.3 Nitrito/ Nitrato

As concentragdes plasmaticas de nitrito e nitrato foram determinados
usando um kit comercial colorimétrico de acordo com o método bem reconhecido
com base no uso de reagente de Griess (GREEN et al., 1982). Vinte microlitros da
amostra analisada foi adicionado a 100 pl de Griess reagente. Mil microlitros H,O foi
adicionado, a mistura foi agitada e, ap6és 5 min, a absorbancia a 540 nm foi
determinado. A mistura foi agitada, incubadas por 30-45 min a uma temperatura
constante (geralmente 25 ° C), e a absorbancia a 550 nm foi determinada, como
medida leitora ELISA. Uma amostra com uma concentracdo proxima de nitrito,

nitrato, mas sem, é usado como solucdo em branco (""um método de ponto).

4.3.4 Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

A formacdo de TBARS durante uma reacdo acido-aquecimento (Draper e
Hadley, 1990) foi utilizado como indice de peroxidacgéo lipidica. Resumidamente, as
amostras da aorta foram misturados com 1 ml de &cido tricloroacético 10% e 1 ml de
acido tiobarbiturico 0,67% e, em seguida, foram aquecidos em agua fervente por 30

minutos. TBARS foram determinados pela absorvancia a 535 nm usando 1,1,3,3
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tetramethoxypropane (Sigma Chemical) como um padrdo externo. Os resultados

foram expressos como equivalentes de malondialdeido por miligrama de proteina

4.3.6 Carbonilacdo de Proteinas

O dano oxidativo as proteinas foi determinado pela medida de grupos
carbonil, baseado na reacdo com dinitrofenilhidrazina (DNPH) (LEVINE et al, 1990).
As proteinas da amostra da aorta foram precipitados pela adicdo de 20% de acido
tricloroacético e reagiu com DNPH. As amostras foram entdo redissolvidas em
cloridrato de guanidina 6M-carbonila e conteddos foram determinados a partir da
absorvancia a 370 nm, utilizando um coeficiente de absor¢cao molar, de 22 de 0000

M-1.

4.3.7 Catalase (CAT) e Superéxido Dismutase (SOD)

Para determinar a atividade da CAT, os tecidos foram sonicados em
tampao fosfato 50 mM e a suspensao resultante foi centrifugado a 3000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem de enzimas. A atividade da
CAT foi medida pela taxa de decréscimo de peroxido de hidrogénio (10 mM)
absorvancia a 240 nm (AEBI, 1984). A atividade da SOD foi determinada medindo-
se a inibicdo da absorcéao de auto-oxidacdo da adrenalina em 480 nm (BANNISTER,;

CALABRESE, 1987).

4.3.8 Determinacao de Proteinas:
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A concentracdo de proteina nos ensaios de catalase, SOD, carbonila e

TBARS foram testadas através do método de Lowry (LOWRY et al, 1951).

4.4 Andlises de Proteina por Immunoblotting

Imediatamente ap0s o protocolo de exercicio agudo a aorta foi
homogeneizada em tampéo de extracdo (1% Triton-X 100, 100 mM Tris, pH 7,4,
contendo pirofosfato de s6dio 100 mM, fluoreto de so6dio 100 mM, 10 mM EDTA, 10
mM de sodio vanadato, 2 mM PMSF e 0,1 mg de aprotinina / ml) a 4 ° C, com uma
Polytron MR 2100 (Kinematica, Suica). Os extratos foram centrifugados a 11.000
rom e 4 ° C em 5804R Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) por 40 min
para remover o material insollvel, e o sobrenadante deste tecido foi utilizado para
quantificacdo de proteinas, de acordo com o método de Bradford (Bradford , 1976).
Proteinas foram desnaturadas por fervura em Laemmli (Laemmli, 1970) tampé&o de
amostra contendo 100 mM DTT, executado em SDS-PAGE, transferidos para
membrana. Membranas foram bloqueadas, e blotadas com anticorpos primarios. Os
anticorpos usados para o immunoblotting foram anti-SOD, anti-CAT, anti-GPx,(Santa
Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). A membrana original foi estripada e

reblotadacom p-actina. A deteccdo de quimioluminescente foi realizada com

anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Autoradiografias das membranas
foram utilizadas para a visualizacdo de bandas de proteinas. Os resultados dos blots
sao apresentados como comparacOes diretas das bandas em autoradiografias e

quantificadas por densitometria utilizando o programa Scion Image.



28

4.5 Andlise Estatistica

Os dados bioquimicos foram expressos como média e erro médio padréo
e analisados estatisticamente por meio da analise de variancia (ANOVA), seguido do
teste post hoc de Bonferroni. As diferencas entre os grupos foram avaliados
utilizando-se analise de variancia (ANOVA), seguido do post hoc Bonferroni. Uma
probabilidade menor que 0,05 foi considerada significativa. O software utilizado para
analise dos dados foi o Statistical Package for the Social Sciences versao (SPSS)

16.0 for Windows.
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5 APRESENTACAO E ANALISE DOS DADOS

A taurina € um aminoacido com papel essencial nos mecanismos de
protecéo celular. Neste estudo foram analisados os efeitos da suplementagéo de
taurina sobre os marcadores de dano oxidativo em aorta de ratos apos a pratica de
exercicio fisico agudo.

NOés avaliamos os niveis de superdxido e dano oxidativo na aorta de ratos
submetidos a 3 horas de exercicio agudo. O exercicio agudo aumentou o0s niveis de
superoxido por 3,0 vezes, quando comparado com o grupo controle (ndo exercitado)
(Fig. 1A). Por outro lado, o uso de taurina (exer + tau) reduziu em 2 vezes 0s niveis
de superéxido, quando comparados com o grupo exercicio (Fig. 1A). Para avaliar se
0s niveis elevados de superéxido resultam em dano oxidativo em protocolo de
exercicio agudo, nés investigamos os niveis de TBARS e carbonil. O contetdo de
TBARS mostrou estar aumento no grupo exercitado quando comparado ao grupo
controle ou cont + tau (Fig. 1B). No entanto, quando o grupo exercitado foi
suplementado, previamente com taurina, observamos reducdo tanto nos niveis de
anion superoéxido quanto de TBARS (Fig. 1B). Isso demonstra o0 marcante efeito
antioxidante da taurina e que a suplementacdo desse aminoacido pode previnir 0s
efeitos de dano oxidativo induzidos pelo exercicio; pelo menos para aqueles
realizados agudamente. Os niveis de carbonilagao ndo mostraram alteragdes com o
grupo do exercicio ou quando esses ratos foram tratados com taurina (exer + tau).

Silva et al (2010) utilizando a suplementacédo de taurina em protocolo de
exercicio excéntrico, encontrou resultados semelhantes, em que 0S grupos
suplementados com esse antioxidante, tiveram uma diminuicdo nos niveis de

TBARS e Carbonil, porém, ndo havendo altera¢cbes entre 0os grupos em relacdo a
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enzimas antioxidante CAT e SOD.

O grupo suplementado com taurina teve um aumento de 1,9 vezes
quando comparado com o controle na expressdo das enzimas antioxidantes (Fig.
2A). Além disso, um aumento de 2,1 vezes foi observado no grupo exercicio quando
comparado ao grupo controle. No entanto, quando os ratos submetidos ao exercicio
agudo foram suplementados previamente com taurina houve um aumento de 1,7
vezes quando comparado ao grupo apenas exercitado (grupo exercicio) (Fig. 2A).
N&o houve diferenca na atividade da catalase observada entre os grupos controle e
cont + tau. Portanto, apds o exercicio agudo, a atividade da catalase aumentou 2,8
vezes quando comparado ao grupo controle (Fig. 2B). Este aumento foi maior (1,4
vezes) quando os ratos foram suplementados com taurina (exercicios + grupo tau)
(Fig. 2B).

Isso demonstra que a suplementacao de taurina ndo s6é aumenta a
atividade das enzimas analisadas como tambem aumenta a expressao proteica
dessas. Dessa forma podemos sugerir que a acdo antioxidante da taurina ocorre
através de um ganho duplo: tanto pelo aumento da atividade quanto pelo aumento
na expressao dessas enzimas.

Nossos resultados estdo de acordo com os de outros estudos, que
mostraram efeitos protetores de taurina na reducdo de alguns marcadores de
estresse oxidativo que sado induzidas pelo exercicio (DAWSON, 2002; ZHANG,

2004).
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Figura 1- Producgédo de anion superodxido e danos oxidativos em aorta de ratos apés exercicio agudo.
Produgdo de anion superéxido (A), substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) (B),
conteudo de carbonil (C) e contetido de nitrito/nitrato (D). Barras representam médias + S.E.M. cinco
ratos por grupo. * p <0,05 exercicio, versus grupo controle, # p <0,05, exer + tau versus grupo
exercicio.
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Figura 2- Atividade e express@o das enzimas antioxidante na aorte de ratos apds exercicio fisico agudo.
Superoéxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B) e atividade da glutationa peroxidade (GPx) (C). Em (D),
SOD, CAT, GPx e nivel da proteina B-actina. Extratos de aorta de ratos foram preparados, como descrito em
Métodos. Atividades de enzimas antioxidantes sdo expressos em U / mg de proteina e os niveis de antioxidantes
enzimas de proteinas sdo expressas como representante bandas. Barras representam médias + S.E.M. de cinco
ratos por grupo. * p <0,05 exercicio, versus grupo controle, # p <0,05, exer + tau versus grupo exercicio. No nivel
de proteina CAT (D) * p <0,05, contra tau grupo controle, # p <0,05, exer + tau e exercicio versus controle e tau

grupos.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo de exercicio fisico agudo aumenta os niveis de
anion superoxido e dano oxidativo na aorta de ratos. No entanto, a suplementacao
de taurina reduz os niveis do anion superoxido, TBARS e nitrito/nitrato. Esse efeito
antioxidante da taurina parece estar relacionado a sua capacidade de aumentar a
atividade e a expresséo da enzima SOD e CAT, mas ndo da GPx. Esses resultados
contribuiram para comprovar os efeitos antioxidantes da taurina em aorta de ratos
saudaveis, no entanto, novos estudos sao necessarios para avaliar sua eficiéncia

em animais com problemas cardiovasculares.
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