Revista da SOCER] - Mar/Abr 2006

195

Nivel de Tiamina no Miocardio, Area Transversa
e Numero de Nucleos de Cardiomidcitos

Artigo
Original

de Ratos em uso de Furosemida

Myocardial Thiamine Level, Cardiomyocyte Cross-Sectional Area
and Nuclei Number in Furosemide-Treated Rats

Sérgio da Cunha, Vera Liicia Freire da Cunha Bastos, Jayme da Cunha Bastos, Jodo Bosco Salles,
Cristiane Martins Cardoso Salles, Maria Cristina da Costa e Silva, Roosevelt Aguiar Dias,
Lin Machado de Lima, Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Objetivo: Avaliar os niveis miocardicos de tiamina
e drea transversa e numero de ntcleos de
cardiomidcitos de ratos em uso de furosemida.
Métodos: 24 ratos foram estratificados em 4 grupos:
2 grupos receberam furosemida por via
intraperitoneal e 2 receberam solucgdo salina, por
21 dias. Dois destes grupos receberam ragao-
padrdo, e 2 ragdo pobre em tiamina. Os niveis
miocdrdicos de tiamina foram avaliados por:
dosagem de tiamina pirofosfato (TPP) por HPLC, e
medidas de atividade da transcetolase miocardica
(ATm) e do efeito da tiamina pirofosfato (ETPP).
Métodos estereolégicos foram utilizados para a
obtencdo da drea transversa (Acmy) e ntimero de
nucleos (Ncmy) dos cardiomidcitos.

Resultados: as médias e desvios-padrdo de TPP,
ATm, ETPP, Acmy e Ncmy foram, respectivamente:
Grupo 1 - 133,7+17,9ng/100ul de tecido
homogeneizado; 1731+200ug.hexose/ml/h;
3,6£1,9%; 808+80um? 54+8 milhdes; Grupo 2 —
160,2+23,2ng/100ul de tecido homogeneizado;
1634+137ug.hexose/ml/h;  2,2+1,4%; 961+59um?;
63+2 milhdes; Grupo 3 - 73,5+8,6ng/100ul de tecido
homogeneizado; 715+123ug.hexose/ml/h;
39,8+9,8%; 963+92um? 59+4 milhdes; Grupo 4 —
82,1+9,9ng/100ul de tecido homogeneizado;
863+75ug.hexose/ml/h; 26,2+11,9%; 1061+33um?
63+5 milhdes.

Conclusio: A furosemida ndo reduziu o nivel de
tiamina no miocdrdio, nem alterou a drea transversa
e o nimero de ntucleos de cardiomidcitos nos
animais estudados.

Palavras-chave: Tiamina, Furosemida, Estereologia

Objective: To analyze myocardial thiamine levels
and cardiomyocyte cross-sectional area and nuclei
number in furosemide treated rats.

Methods: 24 rats were stratified into 4 groups: 2
groups were treated with intraperitoneal
furosemide and the other 2 were treated with saline
solution for 21 days. Two of these 4 groups received
standard chow while the other two received
thiamine-deficient chow. Myocardial thiamine
levels were analyzed according to: thiamine
pyrophosphate (TPP) quantification by HPLC, and
myocardial transketolase activity (mTA) and
thiamine pyrophosphate effect (TPPE)
determinations. Stereological methods were used
to obtain cardiomyocyte cross-sectional area
(Acmy) and nuclei number (Ncmy).

Results: Means and standard-deviations of TPP,
mTA, TPPE, Acmy and Ncmy were, respectively:
Group 1-133.7+17.9ng/100ul of homogenized tissue;
1731+200ug.hexose/ml/h; 3.6£1.9%; 808+80um?; 54+8
million; Group 2 - 160.2+23.2ng/100ul of
homogenized tissue; 1634+137ug.hexose/ml/h;
2.2+1.4%; 961+59um? 63=2 million; Group 3 -
73.5+£8.6ng/100ul of homogenized tissue;
715+123ug.hexose/ml/h; 39.8+9.8%; 963+92um?
59x4million; Group 4 — 82.1+9.9ng/100ul of
homogenized tissue; 863+75ug.hexose/ml/h;
26.2+11.9%; 1061£33um?; 63+5 million.
Conclusion: Furosemide neither reduced
myocardial thiamine level nor altered
cardiomyocyte cross-sectional area or nuclei
number in the studied animals.
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A deficiéncia de tiamina resulta em aumento de
piruvato e de lactato no sangue, em queda da
energia celular e em menor poder redutor no interior
da célula, o que a deixa mais vulnerdvel aos
processos oxidantes (peroxidagdo dos lipideos da
membrana celular, das proteinas e do DNA).
Baixa de tiamina estd associada a alteracées das
func¢oes dos sistemas cardiovascular, muscular,
nervoso e gastrintestinal'. Ocorre mais
freqiientemente nos pacientes renais submetidos
a didlise, nos pacientes recebendo nutricdo
parenteral, nos pacientes hipermetabdlicos e,
segundo alguns autores, naqueles com
insuficiéncia cardfaca congestiva tratados com o
diurético furosemida®®.

Além dos efeitos adversos ja bem conhecidos
decorrentes do uso prolongado dos diuréticos, a
possibilidade de inducéo de deficiéncia de tiamina
tem sido relatada desde 1978 #°. Desde entédo, poucos
estudos avaliaram a importdncia clinica desta
inducdo. Sdo possiveis as seguintes explica¢des para
a deficiéncia de tiamina induzida pelo uso
prolongado de furosemida: 1) ingestdo inadequada
de tiamina devido a anorexia causada pela
furosemida'’; 2) reducdo da absor¢do intestinal da
tiamina, causada pela hiponatremia induzida pela
furosemida'’; 3) redugdo da captacdo e utilizacdo
celular da tiamina pela hiponatremia e
hipomagnesemia secunddrias ao wuso da
furosemida'>'*; 4) aumento da excre¢do urindria da
tiamina promovida pela furosemida'>'.

Recentemente, verificou-se o nivel de tiamina em
ratos em crescimento, submetidos a doses
intraperitoneais de furosemida de 10mg/kg/dia,
20mg/kg/dia e 30mg/kg/dia por 21 dias?. S6 os
animais submetidos as doses de 20mg/kg/dia e
30mg/kg/diaapresentaram deficiéncia de tiamina.
Em humanos foi observada deficiéncia de tiamina
em um terco dos cardiopatas que faziam uso de
furosemida, em doses que variaram de 20mg/dia a
120mg/dia'®".

Uma vez que este ainda é um tema polémico,
o objetivo deste estudo foi estabelecer se a
furosemida pode causar deficiéncia miocdrdica
de tiamina e, como conseqiiéncia, altera¢des na
drea transversa e no numero de nucleos de
cardiomidcitos de ratos adultos.

Métodos

O experimento

Vinte e quatro ratos Wistar machos, com 75 dias de
vida, pesando em média 250g, foram estratificados
em quatro grupos e alojados em gaiolas individuais.
Todos os animais foram alimentados, nos primeiros
sete dias do experimento, com a racdo AIN 93M
completa®, produzida por Rhoster Industria e
Comércio, SP, Brasil, contendo 5mg de tiamina/kg
de ragdo — concentracdo que foi confirmada por
cromatografia liquida com alta resolugdo (HPLC).
Ap6s este periodo de adaptagdo e equilibrio dos
niveis de tiamina ingeridos, os Grupos 1 e 2
continuaram sendo alimentados com racdo
AIN 93M completa, enquanto os Grupos 3 e 4
receberam a mesma racdo, mas deficiente em
tiamina (0,63mg/kg de ragdo). Foi feito o
pareamento da ingestdo didria de ragdo do Grupo 1
com o Grupo 2 e do 3 com o 4. Os animais dos
Grupos 1 e 3 receberam por via intraperitoneal,
diariamente, a partir do 8°dia, por 21 dias, 30mg de
furosemida (Lasix, Aventis) por kg de peso,
enquanto os animais dos Grupos 2 e 4 receberam
igual volume de solugéo salina (NaCl 0,9%), pela
mesma via (Quadro 1).

Foram verificados o peso e a pressdo arterial
(pletismografia da cauda) dos animais a cada sete
dias. Vinte e quatro horas apds a 21° injegdo, os
animais foram sacrificados sob anestesia com
tiopental sédico, por via intraperitoneal, na dose de
20mg/kg de peso.

Apbs a abertura do térax, os coragdes foram
perfundidos com solugdo salina gelada (6ml/min),
por 10min, através de pungdo do ventriculo
esquerdo e uso de bomba peristaltica. Seguiu-se a
extragdo do coracdo, que foi pesado, seguindo-se a
retirada de fragmentos do ventriculo esquerdo para
a determinacdo dos niveis de tiamina e a inclusdo
do restante do 6rgdo em formalina para posterior
processamento histolégico.

Quantificacao de TPP e atividade de transcetolase
Fragmentos do miocdrdio foram homogeneizados
em cinco volumes de tampdo fosfato de potdssio
0,1M, pH7,5. O homogeneizado foi centrifugado a
16.000 x g por 30min a 5°C. O sobrenadante
resultante foi usado para a quantificagio da tiamina
pirofosfato (TPP), para a determinagédo da atividade

Quadro 1
Uso de tiamina e furosemida nos grupos estudados
Grupos Grupo 1
Tiamina sim
Furosemida (30mg.kg".dia’) sim
NaCl 0,9% (3mL.kg"'.dia?) nao

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
sim nao nao
nao sim nao
sim nao sim
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da transcetolase miocdrdica (ATm - enzima que tem
a TPP como co-fator) e do efeito da TPP sobre a ATm
(ETPP - percentual de aumento da atividade da
enzima ap6s o acréscimo de TPP a amostra). As
medidas da ATm e da TPPE foram feitas segundo a
técnica descrita para eritrécitos?’. Para a
quantificacdio da TPP, o sobrenadante foi
desproteinizado pela adi¢do de TCA. Apéds 1 hora
de repouso, protegida da luz, a mistura foi
centrifugada a 14.000 x g por 30min. O TCA foi
extraido com cinco volumes de éter etilico saturado
com dgua. A fracdo aquosa inferior contendo
tiamina foi coletada e derivada pela adicdo de 50ul
de ferricianeto de potdssio (30,4mM) e 50ul de
hidréxido de sédio 0,8M por mL de aliquota,
formando-se o derivado de tiocromo da tiamina. A
separacdo e a quantificagcdo da TPP foram feitas pela
aplicacdo de 100ul desta solugdo em uma coluna
de Hichrom Kromasil 100-5NH, acoplada a um
sistema de HPLC Shimadzu, constituido por
bomba LC-10AD, vdlvula FCV-10AL, detector de
fluorescéncia RF-535. O diagnéstico de
deficiéncia de tiamina no coracdo foi definido
pela presenca simultdnea de nivel baixo de TPP
e ATm, com ETPP superior a 15%%.

Microscopia de luz e Estereologia

Fragmentos do miocdrdio foram fixados em
formalina pH7,2 e 0,1M em tampdo fosfato, por 48
horas e incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich,
St Louis, USA). O material foi seccionado com
espessuras de 3um e 10um e processado para estudo
em microscopia de luz. Os cortes foram corados com
HE e tricromico de Masson.

Para a obtencdo dos fragmentos de miocardio,
optou-se pelo método “orientator”*, que consiste
na secc¢do do coracdo em sucessivos cortes aleatdrios,
sempre apoiando sobre a mesa a superficie de corte
anterior. A partir do terceiro corte ja se dispde de
superficies de corte aleatérias e uniformemente
isotrépicas, premissa para a realizacdo da
estereologia. Quinze campos microscépicos por
animal foram analisados usando video-microscopia.
Um sistema teste de 36 pontos (Figural) foi posto
sobre o monitor e calibrado com o uso de
micrometro objeto Leitz 1mm/100. Foram
determinados: densidade de niimero por drea (Q, -
ntimero de estruturas na area-teste dividido pela
drea-teste) de cardiomidcitos (cmy); densidade de
volume (Vv) de cardiomidcitos; drea seccional
transversa média dos cardiomidcitos (Acmy). Os
volumes do coragéo e do ventriculo esquerdo foram
determinados pelo método de deslocamento de
liquido de Scherle* (Figura 2). O niimero de nticleos
de cardiomidcitos foi determinado pelo método do
“disector 6ptico” (Figura 3) onde a densidade
numérica (Nv) é determinada pela razdo entre as

contagens de nticleos no plano selecionado e o
volume do “disector” (calculado como o produto
entre a espessura do corte e a drea-teste). O ndmero
total de nticleos de cardiomidcitos é o resultado do
produto entre Nv e o volume do ventriculo
esquerdo, determinado previamente pelo método
de Scherle®.

Figura 1

Fotomicrografia do miocardio com o sistema-teste P36
sobreposto

Com esta metodologia se pode contar pontos-teste sobre os
componentes do miocardio e determinar suas fragdes de volume

(para maiores detalhes ver referéncia 25).

Figura 2

Método de Scherle para a determinagédo da massa e do
volume do coragdo

O 6rgéo é colocado no meio de solugdo fisiol6gica, sem tocar as

paredes do recipiente.
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Figura 3

Meétodo do “disector” para a determinacdo do ntiimero
de nticleos de cardiomidcitos no ventriculo esquerdo
(A) e (B) representam os dois planos do mesmo campo
microscépico, separados pela espessura do “disector” (3um neste
caso). Contam-se os nticleos de cardiomidcitos vistos apenas num
dos planos (no caso o plano B), sabendo-se que o volume-teste de
referéncia é calculado pelo produto da espessura pela drea-teste

(aferidas previamente).

Resultados

As médias de ingestdo didria de racdo foram:
Grupo 1 =14,4g; Grupo 2 =14,1g; Grupo 3
=14,7g; Grupo 4 =13,2g. A massa corporal dos
animais se manteve estdvel durante o
experimento nos quatro grupos (Figura 4).
Houve reducédo da pressdo arterial nos quatro
grupos, porém dentro da faixa de normalidade
para ratos Wistar (Figura 5).

Os niveis de TPP, ATm, ETPP, Acmy e Ncmy
dos quatro grupos podem ser observados na
Tabela 1.
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Variagao do peso dos animais durante o experimento
Auséncia de diferenca significativa dos pesos dos animais no

final do experimento (p>0,05).

Variagdo da pressao arterial dos quatro grupos

Reducdo da pressdo arterial dos quatro grupos no final do
experimento, porém mantendo-se dentro do limite de
normalidade para ratos Wistar e sem diferenca significativa entre

os grupos (p > 0,05).

Tabela 1
Nivel de tiamina e dados estereolégicos dos quatro grupos estudados
Grupo Tiamina Furosemida TPP ATm ETPP Acmy Ncmy
1 + + 133,7+17,9  1731+200,0 3,6 1,9 808+ 80 54+ 8
2 + - 160,2+ 23,2  1634+137,0 22+ 1,4 961+ 59 63+ 2
3 - + 73,5+ 8,6 715+£123,0 39,8+ 9,8 963+ 92 59+ 4
4 - - 82,1+ 99 863+ 75,0 26,2+11,9 1061+ 33 63+ 5

Média+desvio-padrao; TPP (tiamina pirofosfato)-ng/100ul de homogeneizado de tecido; Atm (atividade da transcetolase miocdrdica)-

ug-hexose /ml/h; ETPP (efeito da tiamina pirofosfato sobre a atividade da transcetolase miocdrdica)-%; Acmy (drea seccional transversa

do cardiomidcito)-um? Nemy (ntimero de ntcleos de cardiomidcitos)-milhdo. Auséncia de diferenca significativa entre todos os

parametros avaliados, quando comparados Grupo 1 versus 2 e Grupo 3 versus 4 (p > 0,05).
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Discussao

Este estudo foi realizado para verificar se ratos
adultos submetidos ao uso didrio de furosemida
desenvolvem deficiéncia miocédrdica de tiamina e
alteragdes estruturais miocardicas secundédrias a esta
deficiéncia. Foi usado o nivel de TPP, a atividade
da transcetolase do miocardio e o efeito da TPP na
recuperacdo da transcetolase para relacionar
possiveis altera¢es estruturais com alteragdes
bioquimicas.

Os resultados indicam que em ratos adultos a falta
de tiamina na alimentacdo leva a uma reducio
significativa na TPP e na atividade da transcetolase
do miocérdio; mesmo a adicdo de TPP as amostras
ndo foi suficiente para a recuperagdo da atividade
normal, o que sugere reducdo da apoenzima. A
furosemida, administrada por 21 dias, ndo
promoveu alteragdo significativa no nivel de
tiamina, na atividade da transcetolase, ou na
estereologia do miocdrdio dos animais.

As conseqiiéncias da deficiéncia de tiamina para o
cardiomidcito foram, mais uma vez, bem
determinadas recentemente?, ressaltando-se o inicio
de degeneracédo celular a partir do 10° dia de
auséncia da vitamina no meio de cultura, com
intensa degeneracao entre o 14° e 16° dias, alteragdes
seguidas de reducdo dos niveis de ATP. O autor
descreve também o bloqueio da entrada da tiamina
em cardiomidcitos em cultura, em meio de cultura
sem tiamina e com furosemida?. O estudo de Ali?,
por sua vez, definiu a dose de 30mg/kg de peso de
furosemida como capaz de induzir redugdo dos
niveis sangiifneos de tiamina, quando administrada
por 21 dias em ratos Sprague-Dawley em fase de
crescimento (peso inicial 120g a 150g). Estes estudos
fundamentaram a escolha da dose de furosemida e
o tempo de uso da mesma para o presente
experimento. Por outro lado, o prolongamento do
estudo por mais de trés semanas resultaria em
importante perda de peso dos animais privados de
tiamina, devido a importancia desta vitamina para
a preservagdo do apetite'®, o que comprometeria
a interpretacdo de possiveis alteragdes estruturais
observadas nos grupos estudados.

O estudo de Yui® também envolveu animais em
fase de crescimento, ocasido em que hd maior
demanda de tiamina, o que, associado ao uso
do diurético, pode ter contribuido para a
observacdo de niveis significativamente
menores de tiamina nesses animais. No
entanto, muito embora tenha observado menor
atividade de transcetolase e maior ETPP no
coragdo dos grupos que usaram furosemida, s6
os animais alimentados sem tiamina tiveram valores

de ETPP indicativos de deficiéncia de tiamina no
coragdo (216%), apés 30 dias de uso do
medicamento. O mesmo pode ser observado no
estudo de Ali", no qual os grupos que receberam
furosemida nas doses de 20mg/kg e 30mg/kg de
peso tiveram valores de atividade de
transcetolase eritrocitdria significativamente
menores que os do grupo-controle, e valores de
ETPP significativamente maiores, porém sé os
animais que receberam 30mg/kg tiveram ETPP
caracterizando deficiéncia de tiamina, porém com
valor limitrofe (16,2+1,7%). Ressalte-se, mais uma
vez, que este Gltimo experimento teve duragdo de
21 dias e também envolveu animais em crescimento.
Estas observag¢des motivaram este grupo a estudar
animais fora de fase acelerada de crescimento e por
periodo que ndo comprometesse o seu apetite e,
conseqilientemente, gerasse perda de peso
significativa. Os resultados encontrados mostram
que nessas condi¢des ndo hd reducgdo dos niveis
miocardicos de tiamina pela furosemida.

O uso de métodos estereolégicos permite a
quantificacdo das alteragdes estruturais em cortes
histolégicos, assim como a obtengdo de dados
tridimensionais (volumes) a partir da informacao
bidimensional das laminas®. Estas importantes
ferramentas foram utilizadas em busca de possiveis
alteragOes estruturais associadas ao uso da
furosemida, informagdo que nao esta descrita até a
presente data. Ndo foram observadas alteragdes
estereoldgicas significativas nos animais estudados.
Os achados do presente estudo corroboram os de
Mall*, que nao observou alteragdes estereoldgicas
miocdrdicas em ratos privados de tiamina por 35
dias. Neste estudo, ndo foi necessdria a existéncia
de um grupo pareado pelo peso, uma vez que nao
houve perda significativa de peso dos animais. Ao
contrario deste dltimo autor, ndo foram utilizados
animais em fase de crescimento acelerado, o que
diminui a interferéncia do processo natural de
hipertrofia do cardiomiécito desta fase na
interpretacdo dos dados estereolégicos.

Conclusao

Conclui-se que o uso de furosemida em ratos
adultos por 21 dias ndo reduz os niveis de tiamina
ou promove alteracdes estereoldgicas no
miocérdio dos animais. Ao contrério dos achados
deste estudo, trabalhos anteriores publicaram
resultados em que se observaram efeitos da
furosemida. Isto talvez possa ser explicado pelo
fato deles terem wutilizado animais em
crescimento, com demanda alta por tiamina,
enquanto os animais aqui utilizados eram
adultos.
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