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Introducdo

Introducdo

2. Introducgao

2.1. Doencas do Sistema Cardiovascular

As doencas do aparelho circulatério estdo em primeiro lugar entre as causas de morte
no Brasil, correspondendo a 31,50% (quase um tergo de todas as causas) e em todas as regides.
Afetadas por doencas circulatérias, mais de um milhao de pessoas sao internadas anualmente no
pais (Datasus 2005). Dentro do grupo das doencas circulatérias, o infarto do miocardio é uma das

patologias com maiores indices de mortalidade (Caramelli, 2001).

A associacgao entre o habito de fumar e a doenca arterial coronariana & universalmente
aceita. Dessa forma, o tabagismo exerce influéncia na prevaléncia de infarto do miocardio por
meio de diversos mecanismos, como trombose, aterosclerose, agregagcdo plaquetaria,

vasoconstricdo, inducao de hipdxia e arritmias (Smith & Fischer, 2001; Ambrose & Barua, 2004).

Entretanto, tem sido descrito a existéncia de efeito paradoxal do fumo, correspondente a
reducdo da mortalidade de fumantes apds infarto agudo do miocardio, quando comparado a nao
fumantes (Zornoff et al., 2002; Ruiz-Bailen 2004; Katayama et al., 2006). A protecao proveniente
da exposicao a fumacga de cigarro pode ser conseqtiéncia do precondicionamento induzido pelo

fumo (Birbaumm et al., 1996).

O precondicionamento corresponde ao fendémeno cardioprotetor por meio do qual um ou

mais episodios breves de isquemia limitam o tamanho do infarto ou reduzem a ocorréncia de
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arritmias, causados por subseqiente insulto isquémico sustentado (Yellon & Downey, 2003;

Schulz & Heusch, 2004;).
2.2. Exposi¢ao a Fumacga de Cigarro

2.2.1. Estresse Oxidativo
O cigarro contém uma mistura complexa de mais de 4700 constituintes identificados,
sendo considerado fonte rica de radicais livres como espécies reativas de oxigénio.

Convencionalmente, o cigarro € dividido em duas partes: a fase particulada, cujos radicais livres
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compreendem semiquinonas relativamente estaveis, nicotina, anabatina, fenol, catecol,
hidroquina, entre outros componentes e a fase gasosa, onde existem radicais livres de vida curta
como 6xido de nitrogénio, espécies reativas de oxigénio, aldeidos, além de mondxido de carbono,
produzido pela queima do cigarro (Smith & Fischer, 2001; Ambrose & Barua, 2004; Muscat et al.,
2004).

Evidéncias sugerem que os radicais livres do cigarro contribuem para os efeitos
adversos do fumo a saude e de modo especial ao coracédo (Church & Pryor, 1985; Sandhir et al.,
2003; Ambrose & Barua, 2004). Os radicais livres induzem danos funcionais e estruturais aos
midcitos cardiacos e podem ter participacédo importante nas sindromes coronarianas agudas € na
insuficiéncia cardiaca (Kinugawa et al., 2000; Siwik et al., 2001; Shiomi et al. 2004), situacdes nas

quais alteragdes no sistema redox do organismo estido presentes (Li et al., 2003).

2.2.2. Remodelagao Cardiaca
O processo de remodelacao cardiaca € definido como o conjunto de alteragdes no
tamanho, composicdo, massa, geometria e fungao cardiaca que ocorre em resposta a agressao
miocardica ou as alteragdes nas condigdes de carga (Pfeffer et al.,1985; Conh et al., 2000). Uma
das caracteristicas mais marcantes da remodelacéo € que o processo resulta invariavelmente em
queda progressiva da fungdo ventricular. Primeiramente, em conseqiéncia do crescimento

celular, a remodelacdo pode contribuir para manter ou restaurar a fungdo cardiaca.

16



Cronicamente, entretanto, ocorrem alteragbes bioquimicas, genéticas e estruturais que irdo
resultar em disfunc¢ao ventricular progressiva (Pfeffer et al.,1985; Conh et al., 2000).

Diversos estudos realizados em nosso laboratorio tém analisado os efeitos
cardiacos da exposigcao a fumacga de cigarro. Em um desses trabalhos, a exposi¢cao ao fumo por
30 dias causou depressdo da funcao sistdlica do ventriculo esquerdo, avaliada por
ecocardiograma (Paiva et al., 2003). Em outro estudo, a fumacga de cigarro induziu aumento dos

ventriculos esquerdo e direito, além de causar alteragdes ultraestruturais no coragao de ratos
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(Zornoff et al., 2006a). Outro efeito da exposicdo ao fumo observado foi a intensificacdo da
emodelacao ventricular apds o infarto do miocardio, caracterizada por aumento da area dos
midcitos e depressao da fungao diastdlica (Zornoff et al., 2006 b). Esses estudos mostram acgao
direta da fumaca de cigarro sobre o coragdo, resultando em remodelagido ventricular,

caracterizada por alteragdes cardiacas tanto morfolégicas como funcionais.

2.2.2.1. Comunicacao Intercelular

Outra alteragao caracteristica da remodelagéo cardiaca € a remodelagéo das jungdes
comunicantes com consequente alteragdo na comunicacido intercelular dos cardiomidcitos.
Diversos estudos mostram ocorréncia de remodelamento na distribuicdo das jungdes
comunicantes bem como remodelamento na expressdo de suas proteinas constituintes, as
conexinas 43 (Cx43), (Severs et al., 2004) em situagcbes como hipertrofia ventricular direita e
esquerda induzida em ratos (Uzzaman et al., 2000; Emdad et al.,2001), hipertensao (Fialova et
al., 2007) ou ap0s infarto agudo do miocardio (Kostin et al., 2003; Vetterlein et al., 2006).

Jungdes comunicantes ou gap junctions sao regidbes especializadas de contato
intercelular que conectam o citoplasma de células adjacentes permitindo tanto o acoplamento
elétrico como o metabdlico (Soéhl & Willecke, 2004). As jungdes comunicantes localizam-se no

disco intercalar dos cardiomiécitos, juntamente com outros tipos de jungdes celulares, como as
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juncdes aderentes e demossomos. Enquanto essas Ultimas sdo responsaveis pela adesao
mecanica e transdugao de forga contratil entre cardiomidcitos, as jungdes comunicantes fazem o

acoplamento elétrico das células cardiacas (Fialova et al., 2007).

Cada jungao comunicante € formada por dois hemicanais ou conexénios, provenientes

de células vizinhas. Esses hemicanais sao formados por varias unidades de conexina 43.

Quando um hemicanal de uma célula se comunica com outro, de célula adjacente,

forma-se um pdoro que comunica os citoplasmas dessas duas células (Séhl & Willecke, 2004).

Introdugdo

O acoplamento metabdlico pelas jun¢gdes comunicantes € importante na manutencao da
organizagcdo celular e regulacdo de processos bioldgicos, como homeostase tecidual,
desenvolvimento embrionario, secreg¢ao glandular, além de diferenciagcédo e crescimento celulares
(Quist et al., 2000; Lampe et al., 2006). A comunicagao intercelular pelas jun¢gdes comunicantes
permite troca entre células vizinhas de moléculas hidrofilicas, ions com baixo peso molecular (até
1000 Da) como sédio, potassio, calcio e segundos mensageiros como AMPc/GMPc, ADP/ATP e

inositol trifosfato (King & Bertram, 2005).

Quanto a conducao elétrica mediada pelas jun¢gdes comunicantes, essa tem relevante
participacdo em tecidos excitaveis, como o musculo cardiaco, onde é mediada pela passagem de

ions através desses canais (van Veen et al., 2002; Formigli et al., 2003).

Em coragcdes de mamiferos, os cardiomiocitos expressam jungdes comunicantes
compostas por conexina 40 (Cx40), conexina 43 e conexina 45 (Cx45) (Severs et al., 2004). No
miocardio adulto, as Cx40 sdo expressas nos atrios e as Cx45 nos sistemas de condugao
enquanto as Cx43 expressam-se predominantemente nos ventriculos (van Veen et al., 2001;

Schulz et al., 2007).

As caracteristicas bioquimicas e elétricas das jun¢gdes comunicantes dependem de suas
proteinas constituintes, as conexinas (Musil & Goodenough, 1991). Assim, alteragdes no estado

de fosforilacdo (Beardslee et al., 1998; Matsushita et al., 2006), na quantidade (Saffitz et al.,
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2000a) e na localizagdo das Cx43 (Yeh & Hu, 2003; Kostin et al.,, 2003) podem afetar a

comunicacao intercelular.

Nesse contexto, alteracbes na quantidade de conexinas podem ter implicagcbes na
eletrofisiologia do coragdo e no aparecimento de arritmias em miocardio agudamente isquémico
ou cronicamente infartado (Smith et al., 1995; Peters et al.,1997; Saffitz et al., 2000a). Uma

diminui¢cao na quantidade de Cx43 tem sido associada a anormalidades de condugéo e arritmias
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de reentrada em coragdes cronicamente hipertrofiados (Formigli et al., 2003). Por outro lado,
diminuigdo no nivel de expressdo génica de Cx43 em camundongos transgénicos (Cx43"") tem
efeito protetor por promover reducdo no tamanho do infarto (Kanno et al., 2003). Entretanto, um
aumento na expressdo de Cx43 intensifica a comunicagcdo intercelular. Com o aumento na
comunicagao intercelular, as jun¢gées comunicantes permanecem abertas por maior tempo apos o
inicio de isquemia, (Ruiz-Meana et al., 2001) permitindo sobrecarga de ions sddio, de
cardiomidcitos isquémicos para ceélulas adjacentes, o0 que contribui para aumento da lesédo e do

tamanho final do infarto (Garcia-Dorado et al., 1997; Yasui et al., 2000; Ruiz-Meana et al., 2001).

Outro aspecto relevante refere-se ao fato de que o estado de fosforilagdo regula o
mecanismo de abertura e fechamento do canal (gate) das jungbes comunicantes (Beardslee et
al., 1998; Saffitz et al., 2000b; Leykauf et al., 2003). Assim, a Cx43 fosforilada, acelera o
fechamento das jungdes comunicantes (Lampe & Lau, 2000), impedindo a sobrecarga quimica
responsavel pela expansao da area infartada (Miura et al., 2004). Por outro lado, a manutengao
do estado de fosforilagdo da Cx43 durante situagdes de isquemia retarda o inicio do nao
acoplamento elétrico dos cardiomiécitos, protegendo contra a ocorréncia de arritmias (Jain et al.,

2003).

Ainda, alteracgdes na localizagdo das Cx43 podem interferir na comunicacgéao intercelular
(Yeh & Hu, 2003) sendo substratos anatdmicos ao surgimento de arritmias (Peters et al., 1997;

Uzzaman et al., 2000; Severs et al., 2004). Isso tem sido observado em diversas situagdes, como
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hipéxia ou insuficiéncia cardiaca humana, de origem inflamatdria, idiopatica ou isquémica, em
que ocorre redistribuicdo das Cx43, que deixam o disco intercalar, transferindo-se para regiées
fora do disco intercalar, ou seja, para a membrana plasmatica (Kostin et al., 2003; Matsushita et

al., 2008).

2.3. B-caroteno e Exposigao ao Fumo

Introducdo

O B-caroteno € um carotendide com atividade de pré-vitamina A, presente na dieta de
seres humanos, em frutas e vegetais coloridos (Yeum & Russell, 2002). Apresenta variedade de
fungdes, incluindo acdo antioxidante (Paiva & Russell, 1999; Palozza et al., 2006), ativagdo do
sistema imune (Alvarado et al., 2005) e aumento da comunicacgao intercelular pelas jungbes

comunicantes, por induzir expressao da proteina Cx43 (Yeh & Hu, 2003).

Os efeitos benéficos de frutas e vegetais ricos em p-caroteno sobre a redugao do risco
de doengas cardiovasculares tém sido relatados em uma série de estudos epidemioldgicos
experimentais (Peto et al.,, 1981; Ziegler et al., 1996; Mayne, 1996). Entretanto, estudos de
intervencgao, delineados para testar a hipétese de que o B-caroteno protegeria os humanos contra
o desenvolvimento de cancer ou de doencas cardiovasculares, mostraram resultados diferentes
dos esperados. Assim, no estudo denominado “Alpha Tocopherol, Beta Carotene Cancer
Prevention Study” (ATBC), observou-se maior mortalidade por doencas cardiovasculares em
subgrupo de individuos que recebeu suplementagdo com p-caroteno (The Alpha-tocopherol,
Beta-carotene Cancer Prevention Study Group, 1994). No estudo “Beta Carotene and Retinol
Efficacy Trial” (CARET), no qual se avaliou populagao sob risco de desenvolver cancer ou doenca
cardiovascular, isto €, homens e mulheres com histéria de habito de fumar ou de exposi¢cado ao
asbesto também ocorreu aumento de 26% na mortalidade por causas cardiacas (Omenn et al.,
1996). Em terceiro estudo com voluntarios médicos (The Physicians Health Study — PHS), no qual

11% da populagéo estudada era fumante, a suplementagao com B-caroteno nao trouxe beneficio
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ou dano em termos de incidéncia de cancer e doengas cardiovasculares (Hennekens et al.,

1996).

Os mecanismos pelos quais o0 B-caroteno induziu maior mortalidade por doencas
cardiovasculares, como observado nos estudos de intervengdo, ndo foram, até o presente
momento, elucidados. Rapola et al., (1997) formularam a hipétese de que tais efeitos fossem

devidos a alteracdes na contratilidade miocardica, instabilidade da placa aterosclerética induzida
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pelo B-caroteno ou ainda poderiam ser decorrentes da perda da protecdo induzida pelo

precondicionamento.

Na tentativa de esclarecer os mecanismos pelos quais o B-caroteno induziu maior
mortalidade por doencas cardiovasculares, nosso laboratorio tem realizado alguns trabalhos. Em
um desses estudos, observamos que ratos expostos a fumacga de cigarro apresentaram menor
mortalidade apds infarto agudo do miocardio em relagao ao grupo controle, o que foi chamado de
efeito paradoxal protetor do fumo. Entretanto, quando esses animais fumantes receberam -

caroteno ocorreu perda do efeito protetor (Paiva et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais a exposicao a fumaca de cigarro induziu menor mortalidade
e o0 B-caroteno atenuou esse efeito ndo sao conhecidos. Na tentativa de elucida-los, formulamos
véarias hipéteses. Dentre elas, a de que o B-caroteno e a exposigdo ao fumo influenciariam a
remodelacdo cardiaca, o estresse oxidativo no miocardio ou ainda, o efeito desses tratamentos

sobre a comunicacgao intercelular dos cardiomidcitos.
2.4. Jungdes Comunicantes - Vitamina A, -caroteno e Fumaca de Cigarro

A comunicacgao intercelular pelas jungdes comunicantes pode sofrer influéncia de varias
substancias. Dentre estas se destacam o -caroteno (Epstein et al., 2003), a vitamina A (Naves et
al., 2001) e condensados de cigarro (McKarns & Doolittle, 1991; Zwijsen et al., 1990; Tai et al.,

2007).
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O B-caroteno aumenta a expressdo de Cx43 em diversos tecidos como fibroblastos de
embrido de camundongo e fibroblastos de pele humana (Zhang et al., 1991; Frommel et al., 1994;
Zhang et al., 1995; Hieber et al., 2000; Yeh & Hu, 2003), estimulando a comunicagao intercelular
(Cooper et al., 1999).

Quanto a vitamina A, seu efeito sobre a expressao de Cx43 varia em diferentes tecidos.

Assim, a vitamina A, na forma de acido retindico, aumenta a expressao de Cx43 em culturas
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de células epiteliais renais caninas expostas a carcinégenos enquanto diminui a expressao dessa
proteina durante a diferenciacdo neuronal de células p19 de carcinoma embrionario e células de

carcinoma pluripotencial humanas (Watanabe et al.,1999).

Em relacdo ao tecido cardiaco, a vitamina A atua atenuando a aumento na
expressao de Cx43 em corag¢des de embrido de rato expostos ao nitrofen (Belliveau et al., 1997,
Bani-Yaghoub et al., 1997; Gonzalez-Reyes et al., 2006), influenciando a comunicacao
intercelular através das jungdes comunicantes. Além disso, a hipersinalizagdo pelo acido
retindico, induzida em coragbes de camundongos transgénicos com o subtipo o do receptor para
0 acido retindico retindico (RARa) constitutivamente ativo, causa diminuigdo da expressdo da
Cx43 e conseqlientemente reducdo da comunicacao intercelular (van Veen et al., 2002).

Quanto a exposi¢cao ao fumo, condensados de cigarro sao inibidores da comunicagao
intercelular mediada pelas jungbes comunicantes em diversos tipos celulares como fibroblastos
humanos, células de musculo liso vascular de humanos e de ratos, células hepaticas de rato e
em células epiteliais de ducto pancreatico humano (McKarns & Doolittle, 1991; McKarns et al.,
2000; Tai et al., 2007), entretanto os mecanismos pelos quais essa diminuigdo ocorre ainda nao

sdo conhecidos.

Diante do exposto, é de interesse estudar a influéncia da exposi¢cao a fumaga de cigarro

e da suplementacdo da dieta com B-caroteno sobre a comunicacao intercelular e o estresse
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oxidativo, na tentativa de elucidar mecanismos pelos quais a exposi¢cdo ao fumo induziu menor

mortalidade apods o infarto, bem como a abolicdo desse efeito pelo B-caroteno.

3. Hipotese de Trabalho:

A fumaca de cigarro induziria estresse oxidativo que causaria efeito tipo

precondicionamento cardiaco. O efeito tipo precondicionamento diminuiria a comunicagao
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intercelular pelas jungbes comunicantes. A suplementacdo da dieta com B-caroteno inibiria os

efeitos provenientes da exposicado a fumaca de cigarro.
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Objetivo

4. Objetivo:

Investigar a influéncia da exposicdo a fumaca de cigarro e da suplementacdo da dieta

com B-caroteno sobre a comunicagao intercelular em cardiomidcitos de ratos.
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Material e Métodos

5. Material e Métodos

5.1. Animais e Suplementagdo com f3-caroteno

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina da Unesp/Botucatu, estando em conformidade
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do Biotério da Unicamp, pesando
aproximadamente 100 gramas, condicionados ao Biotério do Centro de Pesquisas Experimentais
do Departamento de Clinica Médica Unesp/Botucatu. Os animais foram alocados, ao acaso, em
quatro grupos e expostos a ciclo claro-escuro de 12 horas, a temperatura de 25 + 1°C.
Permaneceram em numero de cinco por gaiola, com livre acesso a agua e ragao. A constituicao
dos quatro grupos foi a seguinte: 1) grupo controle (C) - formado por 30 animais, que receberam
a dieta usada de rotina em nosso laboratério, sem suplementacdo com [-caroteno e sem
exposicdo a fumaga de cigarro; 2) grupo B-caroteno (BC) - composto por 28 animais que
receberam B-caroteno (na forma de cristal adicionado e misturado a dieta) na dose de 500 mg de
B-caroteno/kg de dieta e ndo foram expostos ao fumo; 3) grupo exposto a fumaga de cigarro
(EFC) composto por 28 animais, que receberam a dieta usada de rotina em nosso laboratorio,
sem suplementacdo com p-caroteno e que foram expostos a fumaca de cigarro; 4) grupo [-
caroteno/EFC (BC/EFC) - formado por 28 animais que receberam o 3-caroteno na mesma forma
que o grupo BC e foram expostos a fumacga de cigarro. Os animais receberam os tratamentos
descritos acima até que os ratos, com peso corpéreo inicial de 100 gramas atingissem entre 200
e 250 gramas (periodo de 4 a 5 semanas).

A dose de B-caroteno utilizada foi de 500 mg/kg dieta, o que corresponde a 50 mg de B-
caroteno/kg peso corporeo/dia. Esta dose garantiu a presenca de p-caroteno no soro e tecido

hepatico (Zornoff et al., 2006a).
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O B-caroteno tem atividade de pré-vitamina A e em roedores, quando ingerido, é clivado
quase totalmente em retinal e retinol no intestino e figado pela enzima j,B-caroteno 15,15’
monooxigenase (Wyss, 2004). Isso faz com que muito pouco desse carotendide seja absorvido
intacto (Krinsky et al., 1990). Entretanto, estudos mostram que doses de B-caroteno, acima de 20
mg/kg peso corporal/dia Russell, (2004) e dieta com niveis apreciaveis de vitamina A aumentam o
acumulo de B-caroteno em tecidos de ratos (van Vliet et al., 1996). Além disso, a dieta utilizada
continha 12000 Ul de vitamina A/kg, permitindo que os animais absorvessem o [-caroteno

intacto.

5.2. Exposicao ao Fumo

Foi utilizado o método proposto por Wang et al. (1999) e previamente modificado por
Paiva et al. (2003). Em resumo, os ratos foram colocados em cadmara transparente, com as
seguintes medidas: 95x80x65 cm e conectada ao dispositivo para producdo de fumaga dos
cigarros. A fumaca dos cigarros é aspirada por vacuo e é veiculada para camara em que estdo
alojados os animais, durante periodo de 30 minutos. Apds esse periodo, a fumaca é exaurida e o
procedimento repetido. Na primeira semana, a fumacga é obtida a partir de cinco cigarros, duas
vezes por dia no periodo da tarde, com intervalos de descanso de dez minutos. O numero de
cigarros € aumentado para o total de 10 cigarros/30minutos, duas vezes no periodo da manha e
duas vezes no periodo da tarde. No fim do periodo experimental, os animais foram expostos a
fumaca de 40 cigarros/dia. A quantidade total de fumacga correspondeu a 1190 cigarros durante o
periodo de cinco semanas. O cigarro utilizado, de marca comercial comum, apresentou a
seguinte composicéo: 1,1 mg de nicotina, 14 mg de alcatrdo e 15 mg de mondxido de carbono.
Quanto a eficiéncia da exposi¢do ao cigarro, essa foi assegurada pela andlise dos niveis de
carboxihemoglobina em ratos fumantes, realizados em estudos anteriores em condigcbes

experimentais semelhantes as do presente estudo (Castardeli et al., 2005).
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5.3. Coleta de Material Bioldgico

Apos o fim do periodo de tratamento, os animais foram mortos por dose excessiva de
anestésico (pentobarbital sédico — 50 mg/kg) e em seguida coletados figado, coragdo e sangue
(por puncao dos ventriculos). Apds esse procedimento, os coragdes foram rapidamente
removidos e colocados por alguns segundos em soro fisiolégico para remog¢ao do sangue em seu
interior. Em seguida, os ventriculos direito e esquerdo foram dissecados e pesados para analise
morfométrica. O sangue foi colocado em tubos com gel separador sem anticoagulante e
centrifugado (3000 rpm) por 10 minutos, para obtengdo do soro, processo este realizado sob
protecdo de luz. A seguir as amostras de tecido e soro foram congeladas em tubos tipo

Eppendorf e armazenadas a temperatura de -70°C.

5.4. Estudo Morfomeétrico

Apoés eutanasia dos animais, os coragdes foram removidos, dissecados e os atrios e
ventriculos separados e pesados. O peso do ventriculo esquerdo e do ventriculo direito foi
ajustado pelo peso corporal final do rato e utilizado como indice de hipertrofia ventricular.

Amostras de tecido cardiaco foram fixadas em solugéo de formol a 10% por periodo de
48 horas, segundo método ja descrito (Matsubara et al., 2000). Apds fixagao, o tecido foi incluso
em blocos de parafina, obtendo-se a seguir cortes histolégicos coronais de 4 um. Os cortes
histolégicos foram corados em laminas com solugdo hematoxilina - eosina (HE) para afericao das
areas da seccéao transversa dos midcitos, empregando-se microscopio LEICA DM LS acoplado a
camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado de programa de analise de
imagens Image Pro-Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram mensurados
50 a 70 células por ventriculo analisado (Matsubara et al., 2006). Os midcitos selecionados
estavam seccionados transversalmente, apresentavam forma arredondada, nucleo visivel no
centro da célula e localizavam-se na camada sub-endocardica da parede muscular do ventriculo

esquerdo. Este cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto de midcitos dos diferentes
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grupos. As areas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador do
tamanho celular.

Laminas com cortes histologicos coronais de 5 um e corados pela técnica de Picro
Sirius red, especificos para visualizagao de colageno, foram feitas para avaliagcao do intersticio do
miocardio do ventriculo esquerdo. A leitura foi feita utilizando-se microscépio LEICA DM LS
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado de programa de
analise de imagens Image Pro-Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram
analisados 30 a 40 campos por ventriculo (Matsubara et al., 2006), utilizando objetiva de 40X. Os

campos escolhidos estavam afastados da regido perivascular.

5.5. Imunohistoquimica para Conexina 43

Os experimentos de imunohistoquimica foram realizados segundo Saffitz et al., (2000a)
com algumas modificagdes. Depois de retirados dos animais, os coragdes foram cortados
transversalmente. Os fragmentos obtidos foram fixados, sucessivamente em formaldeido a 10%
por 24 horas, agua corrente por 24 horas e alcool 70° por 24 horas. Apds fixacao, os fragmentos
foram emblocados em parafina e em seguida, feitos cortes histolégicos de 3 um, dispostos em
lAminas previamente tratadas com solugdo aderente de poly-d-lisine (Fluka). Em seguida, os
cortes obtidos permaneceram em estufa a 60°C por 24 horas, para melhor fixagdo. A
desparafinizacao foi feita em banhos sucessivos de xilol, alcool 100°, alcool 95° e alcool 70°,
seguida de hidratacdo em agua destilada. Em seguida, os cortes histolégicos foram colocados em
solucao de acido citrico a 0,01M pH 6,0 e submetidos a ambiente de microondas por 10 minutos
para recuperacao antigénica. Apos descanso (resfriamento) de 20 minutos, as laminas foram
lavadas em tampao fosfato de sédio (PBS) pH 7,2 e incubadas por trinta minutos em solugao de
albumina sérica bovina (BSA) a 3% (solucdo de BSA em PBS) para bloqueio de reagdes
inespecificas. Apods os trinta minutos, os cortes foram incubados “overnight’” a 4°C em camara

umida com anticorpo primario (policlonal anti-rabbit connexin 43; Abcam). A diluigio utilizada foi
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de 1:100.

Apés esse periodo, foi feita lavagem das laminas em PBS e os cortes foram
incubados com anticorpo secundario (Texas Red anti-rabbit IgG; Vector), na diluigdo de 1:50, por
uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, as ldminas foram lavadas em PBS e cobertas
com meio de montagem, composto de glicerina tamponada e laminula. Para cada bateria de
reacgdes de imunohistoquimica realizada (dez 1aminas), o controle negativo correspondeu a uma
I&mina de ventriculo esquerdo em que se omitiu o anticorpo primario (Uzzaman et al., 2000).

A leitura foi feita utilizando-se microscopio equipado com unidade de epifluorescéncia
(Carl-Zeiss, Inc. North America) acoplado a camera de video (AxioPlan 4.1; Carl-Zess Inc.)
utilizando aumento de 40x. O filtro utilizado foi o verde (WG), com comprimento de onda de
excitacdo a 550 nm e emissao a 650 nm.

Para cada coragao, foram analisados dez campos (Kostin et al., 2003). As reacdes de
imunohistoquimca foram analisadas quanto a localizagdo da proteina no midcito (no disco
intercalar ou fora do disco intercalar) e quanto a intensidade de marcacgao (no disco intercalar e

fora do disco intercalar) de acordo com escores pré-estabelecidos.

Localizagao:

++++ Totalmente no disco intercalar

+++ Maioria no disco intercalar

++ Metade no disco intercalar e metade fora do disco
+ Minoria no disco intercalar

- Nenhuma marcacgao no disco intercalar

Intensidade de Marcacgao:

+++ Fortemente marcado

++ Moderadamente marcado

+ Fracamente marcado
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5.6. Western Blotting para Conexina 43

Os experimentos de western blotting foram realizados segundo Rolim et al., (2007), com
algumas modificagdes. Amostras de ventriculo esquerdo foram homogeneizadas em aparelho
Polytron (lka Ultra Turrax™ T25 Basic, Wilmington, USA) com tamp&o de lise hipotdnico (fosfato
de potassio 50 mM pH 7,0; sucrose 0,3 M; DTT 0,5 mM; EDTA 1 mM pH 8,0; PMSF 0,3 mM; NaF
10 mM e inibidor de fosfatase). Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5804R,
Hamburg, Germany) a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante obtido transferido para
tubos eppendorfs e armazenado em freezer a -80°C.

A concentragao de proteina presente em cada amostra foi analisada pelo método de
Bradford, utilizando curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrao
e as leituras feitas em espectrofotdmetro a 595 nm de absorbancia. As amostras de proteinas
foram diluidas em tampdo 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 resolugdo (Tris-HCL 240mM pH 8,8;
poliacrilamida 30%; APS e Temed), na concentragdo de 10%. No primeiro pogo do gel foi
aplicado padrao de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) para identificacdo do tamanho das bandas. Nos demais pocinhos aplicou-se a quantidade
de 50 ug de proteina em cada um. A corrida eletroforética foi efetuada a 120V (Power Pac HC
3.0, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por duas horas e dez minutos com tampao de corrida (Tris
0,25M; glicina 192 mM e SDS 1%).

Apoés a corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-
Rad) 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%). Apds a transferéncia, as

membranas foram incubadas em solugéo a 0,5% de leite em pd desnatado, dissolvido em tampéo
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TBS pH 7,4 (Tris-HCI 20mM; NaCl 137mM e detergente Tween 20 0,1%) por 2 horas em
temperatura ambiente sob constante agitacdo para bloqueio dos sitios de ligacao inespecificos
para o anticorpo primario.
Apos esse periodo, a membrana foi lavada trés vezes em solugédo basal (Tris 1M pH
2,8; NaCl 5M e Tween 20) e incubada com os anticorpos primarios diluidos na solugéo
bloqueadora, sob agitagdo constante por 12 horas. Apds incubacdo com anticorpo primario, a
membrana foi lavada trés vezes em solugdo basal e incubada com o anticorpo secundario em
solugédo bloqueadora por duas horas em temperatura ambiente sob agitacdo constante. Para
remover o excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solucéo basal.
Por fim, a imuno-deteccéo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de
acordo com as instrugbes 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) por periodo de dez minutos em ambiente sem luz. Em
seguida, os filmes foram incubados sucessivamente em solugéo de revelador, agua e fixador, por

tempo de um minuto em cada uma delas.

Anticorpos Primarios para a Proteina Conexina 43

v Mouse Monoclonal to GJA1 (Abcam). Na concentracdo de 1:250, especifico para os
aminodacidos 130 - 143 da cadeia polipeptidica da Cx43 total (fosforilada + ndo fosforilada).
v" Mouse monoclonal anti-connexin 43 (Zymed). Na concentragao de 3 ug/mL, especifico para o

residuo de serina 368 nao fosforilado da proteina Cx43.

Anticorpo Secundario
v' IgG anti-mouse HRP (Sigma). Na concentragéo de 1:10000.

Anticorpo de Normalizagao

v GAPDH, Mouse IgG1 (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA). Na
Concentracéao de 1:10000.

34



Material e Métodos

As andlises quantitativas dos blots obtidos foram realizadas pelo programa Scion Image
(Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre, disponivel no endereco

http://www.scioncorp.com/.
5.7. Dosagens de (3-caroteno:

As concentragdes do B-caroteno foram analisadas utilizando-se a metodologia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de acordo com a descrigdo a seguir.

Soro: a analise dos carotendides foi realizada em aliquotas de 200 uL de soro. Estes
nutrientes foram extraidos pelo método descrito por Yeum et al., (1996). Os soros foram tratados
com dois mL de solugdo cloroférmio:metanol (2:1, v/v). Foi adicionado 150 uL padrdo interno
(equinenona; Sigma, St. Louis, MO, USA) em etanol e, depois, 500 pL de solugao fisiologica (8,5
g NaCl/L agua). Os tubos contendo a solugdo soro-cloroférmio-metanol-soro fisioldgico foram
agitados, por um minuto, em agitador “vortex” e a seguir, centrifugados (3500 rpm) a 4°C, por dez
minutos. A seguir, a pelicula de cloroférmio foi transferida para tubo de vidro de 13x100 mm e, no
restante da amostra, isto é, na pelicula aquosa, foi adicionado hexano (trés mL). Os tubos
contendo hexano-soro fisioldgico foram agitados durante um minuto e centrifugados em 3500 rpm
a 4°C, por 10 minutos e a pelicula de hexano foi transferida para o mesmo tubo de vidro de
13x100 mm, contendo a pelicula de cloroférmio. Os tubos contendo as peliculas de cloroférmio
e de hexano foram colocados em banho a 40°C e os solventes evaporados por meio de gas
nitrogénio. O residuo foi ressuspendido em 150 uL de etanol; o tubo foi agitado e “sonicado” por
30 segundos; 50 uL da amostra foram injetados em cromatografo Waters 2695, com detector
Waters 2996 — fotodiodo. Para determinacao do [B-caroteno utilizou-se coluna C30, especifica
para carotenoides (Waters —=YMC carotenoid: 4,6x150 mm; 3,0 um) acoplada a pré-coluna de
mesma constituicdo. O comprimento de onda do detector foi fixado em 455 nm. Duas solugdes
foram utilizadas com a finalidade de se estabelecer um gradiente: solvente A - agua: metanol:
metil tert butil éter (20:83:150, v/v/v com acetato de amdnio 1% na agua); solvente B - agua:

metanol: metil tert butil éter (20:80:900, v/v/v com acetato de amdnio 1% na agua). O fluxo total
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foi de 0,6 mL/min durante todo o procedimento analitico, a temperatura de 25°C. Inicialmente,
ap6s a injecdo da amostra, do tempo zero até oito minutos, foi bombeada a fase moével na
proporcao de 100% de solvente A; no fim do oitavo minuto ocorreu aumento linear da infusao da
bomba B de modo que sua concentragdo passou a 30% e foi mantida até o tempo de vinte e um
minutos; nesse momento ocorreu outro aumento linear na concentracido do solvente B, que
passou a 55% e foi mantido até o tempo de trinta e trés minutos; quando a infusao do solvente B
foi novamente aumentada para 95%, o que foi mantido até o tempo de trinta e sete minutos.
Nesse tempo a concentragdo do solvente B sofreu outro aumento linear chegando a 100% e
permanecendo até o fim da corrida. A corrida terminou no tempo de 50 minutos. Aguardaram-se,
entdo, mais nove minutos, que foi o tempo suficiente para estabilizar novamente a coluna,
possibilitando novas determinacbes. Os valores das substancias da solucdo padrdo foram
corrigidos por seus coeficientes de extingdo molar (C=D/€"*,.,).

Figado e Coragao: o -caroteno foi extraido segundo método descrito por Yeum et
al. (1998). O tecido foi pesado para se obter peso de aproximadamente 150 mg e em seguida
cortado em pequenos fragmentos. Em seguida, adicionaram-se 100 uL de pirogalol a 12% (em
etanol), 300 uL de hidroxido de potassio a 30% (em agua) e um mL de etanol, agitando-se a
mistura durante 10 segundos em baixa velocidade em agitador “vortex”. Logo apds, as amostras
foram incubadas a 37°C durante duas horas, sob agitacao continua, estando os tubos cobertos
com parafilme. Passado esse tempo, resfriou-se a mistura em temperatura ambiente e adicionou-
se um mL de agua, entdo, imediatamente, as amostras foram agitadas por 10 segundos. Na
sequéncia, adicionou-se 100 uL de padrdo interno (equinenona) e trés mL de éter-hexano (2:1,
com 1% de etanol); a mistura foi agitada por 40 segundos e, posteriormente, centrifugada (3000
rom) por 5 minutos. Logo apés este periodo, transferiu-se a pelicula de éter-hexano para outro
tubo de vidro e novamente adicionou-se dois mL de éter-hexano; apds centrifugagao, obteve-se,
a mesma pelicula de éter-hexano. Adicionou-se dois mL de agua ao extrato de éter-hexano,
agitou-se e centrifugou-se (3000 rpm) o material por cinco minutos. Transferiu-se a pelicula de

éter-hexano obtida para o mesmo tubo de vidro contendo a primeira pelicula. Os tubos contendo
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a pelicula éter-hexano foram colocados em banho-maria 40°C e os solventes evaporados por
meio de gas nitrogénio. O residuo foi ressuspenso em 100 uL de etanol; o tubo foi agitado e
sonicado por 30 segundos; 50 uL de amostra foram injetados no cromatdgrafo. A analise por
HPLC foi realizada usando-se o mesmo procedimento descrito para a dosagem do soro. Todo o
procedimento de manipulacdo e extracdo das amostras foi realizado sob condi¢gdes de pouca

luminosidade, com utilizag&o de luz vermelha.
5.8. Estudo do Estresse Oxidativo

O estudo do estresse oxidativo foi realizado segundo Diniz et al. (2005). Amostras de
aproximadamente 200 mg de tecido (ventriculo esquerdo ou figado) foram homogeneizadas com
cinco mL de tampao fosfato de sdédio 0,1M; pH 7,0, sob gelo, em homogeneizador. Os
homogeneizados foram centrifugados (10000 rpm) por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -
4°C. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para determinagédo da concentracéo de glutationa
reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e hidroperéxidos de lipideos. As leituras
espectrofotométricas foram obtidas em leitor ELISA (Biotek Instruments, INC) e em
espectrofotdmetro Pharmacia Biotech (England). Todos os reagentes foram de procedéncia da

Sigma (St. Louis, MO, USA).
5.8.1. Determinacao dos Hidroperéxidos de Lipideos

Os hidroperéxidos de lipideos foram determinados pela oxidacdo do Fe*? (sulfato
ferroso amoniacal). O Fe** formado reage com alaranjado de xilenol formando composto colorido.

Leituras foram realizadas com comprimento de onda a 560 nm. (Jiang et al. 1991).
5.8.2. Determinagao da GSH e GSSG

A concentracao de glutationa reduzida (grupos SH-ndo protéicos) foi determinada em
tampéao tris-HCI pH 8,9 e 5,5'-dithiobis(2-nitro-acido benzéico), (DTNB) apds prévia precipitacao

com acido tricloroacético (TCA) 50%. Como padréo foi utilizada GSH 1mM (Sedlak & Lindsay,
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1968). A concentragdo de GSSG foi determinada pela diferenga entre GSH total e GSH reduzida,

sendo a proporc¢ao estequiométrica (2GSH:GSSG) (Okamoto et al. 2001).

5.8.3. Determinagao de Proteinas Totais

A determinacdo de proteinas totais foi realizada segundo Lowry et al. (1951), que utiliza

o reativo de Folin-Ciocalteau. Como padrao foi utilizada solugao de albumina bovina.
5.9. Método Estatistico

Os resultados de cada variavel para cada grupo experimental foram submetidos a
verificagdo da normalidade e de igualdade de variancia. Quando essas condigdes foram
atendidas foi realizado teste t de Student para analise dos niveis de B-caroteno e para as demais

variaveis estudadas, a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores.
Na ANOVA de dois fatores, o primeiro fator correspondeu a exposicao a fumacga de

cigarro e o segundo fator, a suplementacdo da dieta com B-caroteno. Esse teste estatistico
avaliou os efeitos de cada fator sobre as variaveis estudadas, independentemente do efeito do

outro fator, bem como a interacéo dos dois fatores.

Quando ocorre interagao significativa entre os fatores (P < 0,05), torna-se importante
identificar os grupos que apresentam diferencga estatistica entre si. Para tanto, utiliza-se o teste de
comparagbes multiplas de Tukey. Quando ndo existe interagdo entre os tratamentos, o que
importa é saber se os grupos EFC diferem dos Nao EFC e se os suplementados com BC diferem

dos Nao BC.

Para a variavel GSH/GSSG no figado e coragcdo foi observada interagao
estatisticamente significante entre os tratamentos. Em relacdo as demais variaveis analisadas

nesse estudo nao existiu interagao estatisticamente significante entre os dois fatores. Sendo
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assim, a relagdo GSH/GSSG nesses 6rgaos foi apresentada em grafico tridimensional, que
permite melhor visualizagdo da influéncia de um fator sobre o efeito do outro. Todas as demais
variaveis, para as quais nao se observou interagcao entre BC e EFC, foram apresentadas em trés
graficos, designados A, B e C, onde: A = representa os grupos em relagdo a auséncia ou
presenca de BC (grupos Nado BC e BC); B = representa os quatro grupos experimentais (C, BC,
EFC, BC/EFC) e C = representa os grupos em relagdo a auséncia ou presenca de EFC (grupos

N&o EFC e EFC).

Considerando-se que o tempo de tratamento variou de quatro a cinco semanas devido
ao fato dos animais fumantes necessitarem de maior periodo para atingirem a faixa de 200 a 250
gramas de peso corporal, foi realizado o teste de analise de covaridncia (ANCOVA). Na
ANCOVA, além dos fatores exposicéo a fumacga de cigarro e suplementagdo com B-caroteno a
co-variavel tempo de tratamento foi acrescentada com a finalidade de corrigir os valores das

variaveis estudas de modo a anular a influéncia da diferenca do tempo de tratamento sobre elas.

Este teste estatistico aumenta o poder da ANOVA de dois fatores, pois ajusta
estatisticamente os valores das variaveis dependentes por remover os efeitos da co-variavel
sobre essas variaveis dependentes. A ANCOVA mostrou que a co-variavel tempo de tratamento
nao exerceu influéncia sobre os valores das variaveis estudadas, de modo que essa analise nao

foi mencionada nos resultados do presente estudo.

No caso dos valores das variaveis ndo preencherem os critérios de normalidade e de
igualdade de variancia, foram realizadas as transformacbes matematicas necessarias. Para
realizacao dos referidos testes estatisticos foi empregado o pacote estatistico SigmaStat for

Windows v2.03 da SPSS. O nivel de significancia (o) adotado foi de 0,05 para todos os testes.
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6. Resultados
6.1. Caracterizagao dos Animais

6.1.1. Peso Corpoéreo
A Figura 1 apresenta os dados referentes ao peso corpéreo dos ratos. Todos os animais
apresentaram peso entre 200 e 250 gramas apos o periodo de tratamento, ndo existindo

diferencga estatisticamente significante entre os grupos experimentais.

6.1.2. Estudo Bioquimico: Niveis de B-caroteno

A Tabela 1 sumariza os niveis de p-caroteno nos ratos. N&o existiu interagcado
estatisticamente significante entre os tratamentos. Os animais suplementados com [-caroteno
(grupos BC e BC/F) apresentaram niveis semelhantes desse carotendide no figado (P>0,05). No

soro e coragao, nao foi detectada presenga de pB-caroteno.

6.2. Estudo Morfométrico e Histolégico

Os dados relativos ao estudo morfométrico e histolégico estdo representados nas
Tabelas 2 e 3 e nas Figuras 2, 3, 4, 11 e 12. Nao existiu interagao estatisticamente significante
entre os tratamentos (P>0,05). As relagbes VD/PC (Figura 2) e VE/PC (Figura 3) foram menores
nos animais suplementados com B-caroteno. Os valores de VD/PC (Figura 2) foram maiores nos
grupos EFC. Os niveis de colageno foram menores nos animais suplementados com -caroteno
(Figura 4). Em relacdo as outras variaveis estudadas, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significantes.

6.3. Estudo do Estresse Oxidativo

Os dados referentes ao estresse oxidativo estdo apresentados na Tabela 4 e Figuras 5

e 6. Para as variaveis glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e hidroperoxidos de
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lipideos (HP) ndo existiu interacao estatisticamente significante entre os fatores EFC e BC. Os
niveis de GSH sérico foram maiores nos ratos EFC em relagdo aos Nao EFC (Figura 5). Para a
relacdo GSH/GSSG no figado e coracdo foi observada interacdo estatisticamente significante
entre EFC e BC. No figado a relagdo GSH/GSSG foi maior nos grupo BC (BC Sim EFC Nao) em
relacdo ao grupo controle (BC Nao EFC Nao). No coragcdo os valores de GSH/GSSG foram
menores no grupo BC/EFC em relagdo aos grupos BC (BC Sim EFC Nao) e EFC (BC Nao EFC

Sim) (Figura 6).

6.4. Estudo da Comunicacao Intercelular: Imunohistoquimica para Cx43

As Figuras 7, 8 e 13 representam os resultados relativos a imunohistoquimica da Cx43.
Nao existiu interagdo estatisticamente significante entre os tratamentos (exposicdo ao fumo e
suplementagao com B-caroteno). Nos ratos EFC a distribuicdo e intensidade de marcagéo da
Cx43 no disco intercalar foi menor. Quanto a suplementagdo com B-caroteno, ndo se detectou

diferenga significante entre os grupos suplementados e ndo suplementados.

6.5. Estudo da Comunicacao Intercelular: Western Blotting para Conexina 43.

Os resultados relativos a expressao de Cx43 estao representados nas Figuras 9, 10 e
14. Nao existiu interagdo estatisticamente significante entre os tratamentos. A expressido da
forma nao fosforilada da Cx43 foi maior nos ratos expostos a fumaca de cigarro. O conteudo de

Cx43 total foi maior nos animais suplementados com B-caroteno.
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Tabela 1. p-caroteno em Soro e

Controle p-caroteno Fumante pB-caroteno/Fumante
(n = 5) (n=5) (n=23) (n=5)
Soro (umol/l) ND ND ND ND
Figado (ug/kg) ND 288,0 + 94,7 ND 256,5 + 59,2
Coracéo (ug/kg) ND ND ND ND

Niveis de p-caroteno em soro e tecidos de ratos dos quatro grupos experimentais: controle, p-caroteno, fumante, f-
caroteno/fumante. Os dados sdo expressos como média + erro padrao. Teste t de Student. Nao existiu diferenca estatisticamente
significante entre os grupos experimentais (P = 0,78). ND = nivel de B-caroteno nao detectado.



Tabela 2. Dados

Grupos n Peso corporal (g) VE/PC (g/kg) VD/PC (g/kg)
Experimentais

Controle 30 237+3,8 2,21+0,03 0,64+0,01
-caroteno 28 23744,0 2,16+0,03 0,59+0,01
Fumante 28 230+4,0 2,27+0,03 0,67+0,02
‘ B,:— L 28 239+4,0 2,14+0,03 0,62+0,01
P1 (BEJ) 0,29 0,004 0,002
P2 (EFC) 0,57 0,50 0,03
P3 (BCxEFC) 0,33 0,12 0,76

Dados morfométricos dos quatro grupos experimentais: controle, p-caroteno, fumante, B-caroteno/fumante. Os
dados foram expressos em média + erro padrao. n= numero de ratos; EFC = exposicado a fumaca de cigarro; BC =
suplementagdo com BC. Nao ocorreu interagao estatisticamente significante entre os fatores EFC e BC. VE/PC =
peso do ventriculo esquerdo normalizado pelo peso corporal; VD/PC = peso do ventriculo direito normalizado pelo
peso corporal. P1 = valor de P para o efeito do BC; P2 = valor de P para o efeito da EFC; P3 = valor de P para a
interacdo BC e EFC. ANOVA de dois fatores.



Tabela 3. Dados
Grupos n Area Miécito(um?) Colageno (%)
Experimentais

Controle 5 190+10,31 4,3+0,55
B-caroteno 5 186+8,01 2,610,24
Fumante 5 185+6,42 4,4+0,20
B-caroteno/fumante 5 187+3,64 1,8+0,15
P1 (BC) 0,88 0,88 <0,001
P2 (EFC) 0,77 0,77 0,24
P3 (BCxEFC) 0,69 0,69 0,17

Dados Histolégicos dos quatro grupos experimentais: controle, p-caroteno, fumante, p-
caroteno/fumante. Os dados foram expressos em média * erro padrao. n= nimero de ratos; EFC =
exposicdo a fumaga de cigarro; BC = suplementacdo com BC. N&o ocorreu interagao
estatisticamente significante entre os fatores EFC e BC. P1 = valor de P para o efeito do BC; P2 =
valor de P para o efeito da EFC; P3 = valor de P para a interacdo BC e EFC. ANOVA de dois
fatores.
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Soro Figado Coragéo

n HP* GSH GSSG GSH/GSSG HP* GSH GSSG GSH/GSSG HP* GSH GSSG GSH/GSSG
Controle 06 4,76+0,11 21,82+0,14 1,79+0,03 12,21+0,20 0,29+0,03 20,87+0,22 0,50+0,05 42,59+1,62 3,34+0,31 45,37+2,44 0,38+0,02 117,39+1,02
BC 06 4,92+0,16 22,18+0,40 1,84+0,04 12,06+0,23 0,27+0,01 26,28+0,27 0,45+0,05 57,40+5,9 2,52+0,21 49,41+1,22 0,40+0,01 121,81+1,33
EFC 06 4,92+0,21 22,31+0,20 1,84+0,02 12,13+0,10 0,27+0,03 31,27+0,23 0,59+0,03 51,93+3,70 2,68+0,41 47,43+0,97 0,40+0,01 117,43+2,97
BC/EFC 06 4,91+0,01 22,83+0,11 1,86+0,01 12,26+0,10 0,30+0,04 25,78+0,18 0,54+0,03 47,24+1,80 2,92+0,39 45,88+0,79 0,42+0,01 109,04+2,45
P1(BC) 0,63 0,09 0,20 0,95 0,88 0,99 0,55 0,19 0,41 0,42 0,19 0,36
P2(EFC) 0,63 0,03 0,22 0,71 0,78 0,28 0,28 0,91 0,71 0,63 0,22 0,01
P3(BCxEFC) 0,57 0,75 0,60 0,40 0,41 0,24 0,97 0,02 0,14 0,08 0,94 0,01

Dados referentes ao estudo do estresse oxidativo dos quatro grupos experimentais: controle, p-caroteno, fumante, f-
caroteno/fumante. Os dados sao expressos em média + erro padrdo. n= numero de ratos; EFC = exposicao a fumaca de
cigarro; BC = suplementacdo com B-caroteno. Interacdo estatisticamente significante entre EFC e BC (P<0,05). HP=
hidroperdxidos de lipideos; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada. *umol/l no soro ou nmol/mg tecido em
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Figura 1. Peso corporal dos ratos apds o periodo de tratamento. BC = suplementacio da dieta com p-caroteno; EFC = exposican
a fumaca de cigarro. AMNOYA de dois fatores. W = 30-58. A = Fepresentagio dos grupos na auséncia ou presencga de BC, B =
Fepresentagio dos guatro grupos experimentais; C = Representacio dos grupos na auséncia ou presenga de EFC.
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Figura 2. Peso do ventriculo direito normalizado pelo peso corporal. YOIPC = peso do ventriculo direito normalizado pelo peso
corporal. BC = suplementacao da dieta com p-caroteno; EFC = exposican a fumaca de cigarro. ANOYA de dois fatores ™ P<0,05

em relacao ao grupo Mo BC; # P<0,05 em relagcao ao grupo Mao EFC. N = 30-58. A = Representacan dos grupos na ausencia
ou preszenca de BC, B = Hepresentacao dos guatro grupos experimentais; © = REepresentagcao dos grupos na auséncia ou

presenca de EFC.
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Figura 3. Peso do ventriculo esguerdo narmalizado pelo peso corparal. YE/PC = peso do ventriculo esquerdo normalizadao pela
peso carporal. BC = suplementacio da dieta com p-caroteno; EFC = exposicin a fumaca de cigarro. ANOWA de dois fatores. ™
FP=00% em relagao ao grupo Mao BC. M = 30-53. A = Fepresentagao dos grupos na ausencia ou presenca de BC, B =
Fepresentagio dos guatro grupos experimentais, © = Fepresentacio dos grupos na auséncia ou presenga de EFC.
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Figura 4. Porcentagem de colageno em miocardio de ratos. BEC = suplementagao da dieta com pB-caroteno; EFC = exposicdo a
fumaca de cigarro. ANCY A de dois fatores. *: P =0,02 em relagao ao grupo MNao BC. M = 2-10. A = Representacao dos grupos na
auséncia ou presenca de BC; B = Representacao dos guatro grupos experimentais; © = Representagcao dos grupos na auséncia ou
presenca de EFC.
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Figura 2. Mivel de glutationa reduzida no soro de ratos. GSH = glutationa reduzida. BC = suplementagao da dieta com B-caroteno; EFC =
exposican a fumaca de cigarro. ANOYA de dois fatores. ™ P=00% em relagao ao grupo Mao EFC. N = B-12. A = Fepresentagao dos
Qrupons na auséncia ou presenca de BC, B = Representacdo dos guatro grupos experimentais;, C© = FHepresentacido dos grupos na

auseéncia ou presenca de EFC.
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Figura B. Relacan GSHIGS5G em figado e coracao de ratos. GSH = glutationa reduzida; G356 = glutationa
oxidada; BC = suplementacin da dieta com p-caroteno; EFC = exposicao a fumaca de cigarro. ANOVA de
dois fatores. Interacao esttisticamente significante entre EFC e BC (P<0,058). £ P<0,05 em relag3o ao grupo
Controle (Mao BC Mao EFC), & P=005 em relagao ao grupo BC/EFC (BC Sim EFC Sim); * P=0,02 em
relagao ao grupo BC/EFC.
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Figura ¥. Distribuicao de Conexina 43 no disco intercalar. Cx43 = conexina 43; DI = Disco intercalar, EC = suplementagao da dieta com
p-caroteno, EFC = exposicdo a fumacga de cigarro. ANOVA de dois fatores. *: P<0,05 em relacdo ao grupo Mo EFC. N = 10-200 A =

Fepresentacao dos grupos na auseéncia ou presenca de BC; B = Representacao dos guatro grupos experimentais; © = Representagao
dos grupos na auséncia ou presenca de EFC.
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Figura 8. Intensidade de marcagao de Conexina 43 no disco intercalar. Cx43 = conexina 43, DI = Disco intercalar, BC = suplementacao da
dieta com pB-caroteno, EFC = exposicao a fumaca de cigarro. AMOVA de dois fatores. ® P<=0,05 em relagao ao grupo Nao EFC. N =10-20. A
= Representagao dos grupos na auseéncia ou presenca de BC; B = Hepresentagao dos guatro grupos expenmentais; C = Representacao dos
grupos na auséncia ou presenca de EFC.
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Figura 8. Express&o de Cx4d3 total (fosforilada + ndo fosforilada) em cardiomidcitos de ratos. Cxd3 = conexina 43, BC = suplementacio da
dieta com p-caroteno, EFC = exposicio a fumaca de cigarro, AMOWVA de dois fatores. * P=0,052 em relacao ao grupo Nao BC. N =5-10 A =
Fepresentacio dos grupos na auséncia ou presenca de BC, B = Representagio dos guatro grupos experimentais;, C = Representagio dos

grupos na auseéncia ou presenca de EFC.
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Figura 10. Expressao de Cx43 nao fosforilada em cardiomidcitos de ratos. Cxd3 = conexina 43, BC = suplementacao da dieta com p-caroteno;
EFC = exposicdo a fumaca de cigarro. ANOYA de dois fatores. * P<0,05 em relagdo ao grupo Mao EFC. M = 2-10. A = Representacao dos
grupos na auséncia ou presenca de BC, B = Representacio dos quatro grupos experimentais;, © = Representagao dos grupos na auséncia ou
presenca de EFC.
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Figura 11. Miocardio ventricular esquerdo de ratos corado com hematoxilina-
eosina. A = Controle; B = Beta-caroteno; C = Fumante; D = BC/Fumante.
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Figura 12. Miocardio ventricular esquerdo de ratos corado com picrosirius red. A =
Controle; B = Beta-caroteno; C = Fumante; D = BC/Fumante.
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Figura 13. Imunofluorescéncia para conexina 43 em miocardio ventricular esquerdo de
ratos. A (Controle negativo): Discos intercalares livres de marcagéo para conexina 43; B
(controle) e C (beta-caroteno): Conexinas 43 contidas nos discos intercalares marcados
com anticorpo anti-conexina 43; D (Fumante) e E (BC/Fumante): Conexinas 43 em
discos intercalares e em regides fora do disco intercalar marcadas com anticorpo anti-
conexina 43.
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Figura 14. Western blotting para conexina 43 em miocardio ventricular esquerdo. A: conexina 43
total; B: conexina 43 nao fosforilada e C: GAPDH. 1-3: Controle; 4-6: Beta-caroteno; 7-9: EFC;
10-12: BC/EFC.
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Discussdo

7. Discussao

7.1. Exposi¢ao a Fumacga de Cigarro e Precondicionamento

O presente trabalho foi realizado para estudar os mecanismos pelos quais ratos
fumantes apresentaram menor mortalidade apés o infarto (Paiva et al., 2005), de modo que nosso
delineamento experimental simula situagao prévia ao infarto do miocardio.

De acordo com a hipétese formulada inicialmente, pode ter ocorrido no grupo fumante
efeito tipo precondicionamento isquémico, que tem como alvo as jungbes comunicantes dos
cardiomidcitos. Uma possivel via pela qual a exposi¢éo a fumacga de cigarro poderia produzir esse
efeito seria o aumento do estresse oxidativo, pois a literatura mostra evidéncias da participagao
desses radicais livres no precondicionamento cardiaco (Toufektsian et al., 2003; Das & Maulik,
2003).

Nesse contexto, curtos episddios de isquemia precondicionante promovem liberagdo de
radicais livres, insuficientes para causar necrose das células, mas suficiente para ativar sistemas
antioxidantes celulares (Das & Maulik, 2003) de modo a tornar o coragdo mais resistente a
insultos isquémicos subsequentes. Além disso, as espécies reativas de oxigénio liberadas nos
episodios de precondicionamento ativam diretamente proteinas quinases, mediadoras dos efeitos
protetores do precondicionamento (Eisen et al., 2004). Ainda, tem sido observado que em
presenca de antioxidantes, o efeito protetor do precondicionamento é perdido (Chen et al., 1995;
Tanaka et al., 1994).

No presente estudo, o estresse oxidativo induzido pela fumaga de cigarro foi
evidenciado apenas pelo maior nivel de glutationa reduzida no soro dos ratos fumantes (Tabela
4), provavelmente como resposta compensatéria a exposicdo crbnica aos radicais livres do
cigarro (Richie et al., 1996), o que tem sido observado também por outros autores (Helen &
Vijayammal, 1997; Muscat et al.,, 2004). Ja em relacdo ao tecido cardiaco, nao foi observado

estresse oxidativo. Embora os achados do presente estudo, ndo se pode descartar a
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possibilidade de que tenha ocorrido estresse oxidativo no coragao por alteragao de outros

sistemas antioxidantes celulares nao avaliados.

Discussdo

Outro possivel mecanismo pelo qual o cigarro poderia produzir o efeito tipo
precondicionamento isquémico seria pela via dos receptores acoplados a proteina G. Nesse
contexto, curtos episédios de isquemia promovem liberagdo de diversos mediadores, ligantes de
receptores acoplados a proteina G, que agem em paralelo para iniciar uma cascata de
sinalizagdo de eventos que produz o precondicionamento (Yellon & Downey, 2003). Assim,
durante periodos breves de isquemia precondicionante, o miocardio libera agonistas como
adenosina, bradicinina, norepinefrina, que ao ocuparem seus respectivos receptores acoplados a
proteina G, induzem o precondicionamento isquémico (Yellon & Downey, 2003).

Além disso, os miocitos cardiacos expressam outros receptores acoplados a proteina G,
como receptores para endotelina 1 e angiotensina 1 que sao também capazes de induzir
precondicionamento, mas nao participam desse processo em virtude de agonistas para esses
receptores nao serem produzidos no miocardio durante situagdes de isquemia (Cohen et al.,
2000; Yellon & Downey, 2003).

Estudos mostram que a fumacga de cigarro bem como alguns de seus componentes
especificos causam aumento na expressao génica de agonistas de receptores acoplados a
proteina G. Assim, a exposi¢ado crénica ao monoxido de carbono (Loennechen et al., 1999) ou a
fumaca de cigarro (Adachi et al., 2000) em ratos induz aumento da expressao de endotelina-1 no
tecido cardiaco. E também conhecido que a fumaca de cigarro promove liberagdo de
catecolaminas pelas terminagdes nervosas centrais e de endotelina 1.

Nesse contexto, em estudo realizado recentemente em nosso laboratério foi observado
que a administragao de inibidores da enzima conversora de angiotensina atenuam as alteragbes
de remodelagao cardiaca induzidas pelo fumo, enquanto a administragdo de beta-bloqueadores
nao produz nenhuma influéncia sobre os efeitos da fumaca de cigarro no coracdo, permitindo
concluir que o sistema renina-angiotensina, participa da remodelagao ventricular induzida pela
exposicao a fumaca de cigarro (Zornoff et al., 2007).
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Assim, esses mediadores poderiam ser sugeridos como possivel mecanismo do efeito
tipo precondicionamento induzido pelo cigarro.

Discussdo

Outro resultado do presente trabalho foi a remodelacao cardiaca induzida pelo fumo.
Isso tem sido observado em estudos anteriores realizados em nosso laboratério, onde se
evidenciou remodelagcdo caracterizada por alteragbes tanto morfolégicas como funcionais
(Castardeli et al., 2005; Paiva et, al. 2005; Zornoff et al., 2006a). No presente estudo, a
remodelacao induzida pela fumaga de cigarro foi caracterizada pelo maior valor da relacéo
VD/PC, avaliada por meio de analise morfométrica.

Dentre os possiveis mecanismos responsaveis pela remodelacido ventricular direita, a
hipoxemia poderia ser suposta, entretanto, esse nao foi 0 mecanismo, pois a pressao de oxigénio
em ratos fumantes nao foi alterada quando comparada a de nado fumantes (Castardeli et al.,
2005).

Além disso, a remodelacdo cardiaca observada no presente trabalho nido explica a
menor mortalidade em ratos fumantes apés o infarto, observada no estudo anterior. Nesse
contexto, tem sido mostrado por outros autores que ratos com hipertrofia ventricular esquerda
pré-existente ao infarto do miocardio apresentam remodelagdo apdés o infarto mais intensa, com
piora funcional e maior mortalidade dentro das primeiras 24 horas apés o evento isquémico (Nass
et al., 2002).

O achado mais importante do presente estudo foi a alteracdo nas juncdes
comunicantes, induzida pela exposicdo a fumaca de cigarro. Essa remodelagdo da comunicagao
intercelular foi caracterizada por alteragdes na distribuicdo, (conexinas 43 em regides fora do
disco intercalar) quantidade (menor quantidade de conexina 43 no disco intercalar) e fosforilagéo
dessa proteina (aumento da Cx43 desfosforilada), com consequliente redugdo da comunicagao
intercelular.

Nesse contexto, a ocorréncia de mudancgas na quantidade, localizagdo e fosforilagao
de conexinas 43 tém sido observadas em diversas situacbes em que coragado € submetido a

algum tipo de agressao e consequentemente produz remodelagédo ventricular. Alguns exemplos
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sdo sobrecarga de volume (Formigli et al., 2003), miocardio hibernante (Kaprielian et al., 1998) e
infarto agudo do miocardio (Kostin et al., 2003), tanto na fase inicial apds o infarto como nas fases

Discussdo

em que a insuficiéncia cardiaca apresenta-se estabelecida. Nessas situacbes observa-se
redistribuicdo das Cx43 dos discos intercalares para regides de membrana plasmatica e aumento
da forma desfosforilada da proteina.

Os efeitos da exposi¢ao a fumaca de cigarro no presente estudo foram semelhantes aos
efeitos causados pela isquemia, ou seja, a redistribuicio celular da Cx43 bem como o aumento
da desfosforilagdo dessa proteina.

A participagdo das Cx43 no precondicionamento isquémico € bem descrita na literatura
(Schulz & Heusch, 2004; Miura et al., 2004), entretanto, a fungao especifica dessas proteinas no
precondicionamento é incompletamente estabelecida. Até o presente momento ndo é conhecido
se os efeitos benéficos do precondicionamento isquémico resultam da abertura ou fechamento
das jungbes comunicantes (Vetterlein et al., 2006; Papp et al., 2007). Quanto a isquemia, é
consenso que causa fechamento da comunicacgao intercelular (Beardslee 2000) além de redugéo
da Cx43 (Hatanaka et al., 2000).

Em relacdo a redistribuicdo das Cx43 induzida pela fumaga de cigarro, a literatura tem
mostrado que o precondicionamento exerce seus efeitos protetores quanto a incidéncia de
arritmias por promover a redistribuicdo celular dessas proteinas (Vetterlein et al., 2006). Assim, o
precondicionamento isquémico inicia processo de redistribuicdo das Cx43, que deixam os discos
intercalares, migrando para regides de membrana plasmatica (Vetterlein et al., 2006), processo
que melhora as chances de sobrevivéncia das células durante isquemia prolongada (Vetterlein et
al., 2006).

Quanto ao aumento na desfosforilagdo das Cx43 observado nesse trabalho, esse efeito
induz “nao acoplamento” elétrico (uncoupling) dos cardiomiécitos (Beardslee et al., 1998; Jain et
al., 2003). Nesse contexto, estudo recente mostra que agentes ndo acopladores das juncgdes
comunicantes, quando administrados previamente ao insulto isquémico, produzem efeitos
cardiacos (protecdo) idénticos aos do precondicionamento (Papp et al., 2007). Esses autores
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sugerem que o “ndo acoplamento”, parcial e reversivel, dos cardiomidcitos, induzido por agentes
nao acopladores na auséncia de isquemia induz efeito anti-arritmico durante a fase de isquemia

Discussdo

prolongada, semelhante ao observado em coragdes precondicionados (Papp et al., 2007).

Dessa forma, pode-se sugerir que os efeitos decorrentes da exposi¢cdo a fumaca de
cigarro sobre a comunicacao intercelular observados no presente trabalho sdo semelhantes aos
da isquemia precondicionante, permitindo afirmar que o cigarro produziu efeito tipo

precondicionamento isquémico.

7.2. Exposicao a Fumacga de Cigarro e 3-Caroteno

As propriedades antioxidantes do [p-caroteno sdo bem descritas na literatura,
contribuindo para o sistema antioxidante ndo enzimatico celular (Paiva & Russell 1999).

Dessa maneira, o f-caroteno, foi o carotendide de escolha nesse estudo, tanto pela sua
acao antioxidante quanto pelo fato de em estudo anterior, realizado em nosso laboratdrio, ter
abolido o efeito do fumo de reduzir mortalidade apds o infarto do miocardio em ratos (Paiva et al.,
2005). Além disso, estudos de intervencéo, delineados para testar a hipétese de que o 3-caroteno
protegeria os humanos contra o desenvolvimento de cancer ou de doencgas cardiovasculares
mostraram aumento de mortalidade por doencgas cardiovasculares (The Alpha-Tocopherol, Beta-
carotene Cancer Prevention Study Group, 1994; Omenn et al., 1996).

Considerando-se as propriedades antioxidantes do p-caroteno, esperava-se, no
presente estudo, que esse carotendide atenuasse o estresse oxidativo proveniente do cigarro,
consequentemente abolindo o efeito tipo precondicionamento isquémico, caso esse efeito do
cigarro tivesse como mecanismo o estresse oxidativo. Entretanto, o p-caroteno intensificou o
estresse oxidativo nos coragdes dos ratos fumantes, efeito observado pelo menor valor da
relacdo GSH/GSSG no grupo BC/EFC. Assim, pode-se sugerir que ndo € pelo aumento do
estresse oxidativo que a exposicado a fumacga de cigarro induziu o efeito tipo precondicionamento

isquémico no presente trabalho.
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Além da agao antioxidante, o B-caroteno € capaz de regular a comunicacgao intercelular

pelas jungdes comunicantes, pois aumenta a expressao génica da Cx43, aumentando a

Discussdo

comunicagao intercelular, efeito independente de suas atividades pro-vitamina A e antioxidante
(Zhang et al., 1992; Paiva et al., 1999).

Devido a essas propriedades poder-se-ia esperar que o B-caroteno abolisse os efeitos
da exposicdo a fumacga de cigarro sobre as jungdes comunicantes, que nesse estudo foram
caracterizados pela redu¢ao da comunicacgao intercelular.

No presente trabalho nao existiu interagao estatisticamente significante entre suplementagao com
B-caroteno e exposi¢ao a fumacga de cigarro nas variaveis distribuicdo e desfosforilagdo da Cx43.
Entretanto, a estatistica mostra tendéncia na interagao entre os tratamentos quando se faz
analise dessas variaveis. Essa tendéncia, embora sem significancia estatistica pode ter
significado bioldgico, justificando a hipétese inicial, de que de o B-caroteno aboliria o efeito
paradoxal protetor do cigarro no coragao dos ratos. Outra possibilidade corresponde a ocorréncia
de agdo sinérgica da redistribuicao e desfosforilagdo das Cx43, que diferentemente de uma acéo
isolada de cada uma dessas alteragoes, esse sinergismo teria como consequiéncia o efeito tipo

precondicionamento.

Assim, os dados do presente estudo sugerem que o efeito tipo precondicionamento
isquémico induzido pelo fumaca de cigarro, que caracteriza o efeito paradoxal protetor do fumo,
se deve as alteracdes na distribuicao e fosforilacdo das Cx43. O mecanismo desse efeito ndo

corresponde ao estresse oxidativo proveniente do cigarro.
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Conclusdo

8. Conclusao

1) A exposig¢ao a fumacga de cigarro causou efeito tipo precondicionamento isquémico por
meio de remodelag&o das jungdes comunicantes dos cardiomidcitos;

2) O efeito tipo precondicionamento isquémico induzido pelo fumo ndo tem como mecanismo

o0 aumento do estresse oxidativo no miocardio.
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9. Resumo

Em estudo anterior realizado em nosso laboratério ratos expostos a fumaca de cigarro
apresentaram menor mortalidade ap6és infarto agudo do miocardio em relagdo ao grupo controle.
Entretanto a mortalidade aumentou nos ratos fumantes quando receberam B-caroteno. Nao se
sabe qual o mecanismo da diminuicdo de mortalidade nos animais fumantes. Formulamos a
hipétese de que a fumaga de cigarro induziria estresse oxidativo que causaria efeito tipo
precondicionamento cardiaco. O efeito tipo precondicionamento diminuiria a comunicagao
intercelular pelas jungdes comunicantes. A suplementacdo da dieta com B-caroteno inibiria os
efeitos provenientes da exposicdo a fumaga de cigarro. Foram estudados ratos Wistar,
distribuidos em 4 grupos: grupo controle (C) - formado por 30 animais, que receberam a dieta
usada de rotina em nosso laboratério; 2) grupo B-caroteno (BC) - composto por 28 animais que
receberam B-caroteno (na forma de cristal adicionado e misturado a dieta) na dose de 500 mg de
B-caroteno/kg de dieta; 3) grupo exposto a fumacga de cigarro (EFC) composto por 28 animais,
que receberam a dieta usada de rotina em nosso laboratério e foram expostos ao cigarro; 4)
grupo B-caroteno/EFC (BC/EFC) - formado por 28 animais que receberam o [B-caroteno na
mesma forma que o grupo BC e foram expostos a fumacga de cigarro. A suplementagao com -

caroteno e a EFC foram realizados simultaneamente, até que ratos, com peso inicial de 100g,
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atingissem peso corporeo de 200-250g. Apds esse periodo, os ratos foram mortos por dose
excessiva de anestésico e os coragbes removidos e utilizados para as seguintes anadlises: 1)
comunicacgao intercelular, por meio de imunohistoquimica e western blotting para Conexina 43
(Cx43); 2) estresse oxidativo, por meio de dosagens de glutationa reduzida (GSH), glutationa
oxidada (GSSG) e hidroperdxidos de lipideos; 3) remodelagao cardiaca, por meio de analise
morfométrica, e histoldgica (picro sirius red e hematoxilina-eosina) e 4) estudos bioquimicos por
meio de dosagem de B-caroteno em soro e tecidos. A analise estatistica foi realizada pelo teste t
de student para os niveis de p-caroteno e ANOVA de dois fatores para as demais variaveis. A

exposicao a fumaca de cigarro induziu remodelagdo da comunicacao intercelular, caracterizada

Resumo

por diminuicdo da distribuicdo de Cx43 no disco intercalar bem como menor intensidade de
marcacgao dessa proteina no disco intercalar, além de aumento da forma desfosforilada da Cx43.
A fumaga de cigarro induziu também remodelagido ventricular observada pelo maior valor da
relacdo peso do ventriculo direito normalizado pelo peso corporal (VD/PC). O B-caroteno induziu
menor valor das relagdes VD/PC, peso do ventriculo esquerdo normalizado pelo peso corporal
(VE/PC) além de intensificar o estresse oxidativo no coragéo dos ratos fumantes, pela diminuigao
da relacdo GSH/GSSG. Conclusdes: 1) A exposicdo a fumacga de cigarro causou efeito tipo
precondicionamento isquémico por meio de remodelagcdo das jungdes comunicantes dos
cardiomidcitos; 2) O efeito tipo precondicionamento isquémico induzido pelo fumo ndo tem como

mecanismo o aumento do estresse oxidativo no miocardio.

Palavras-chave: exposi¢cao a fumaca de cigarro, comunicagao intercelular, conexina 43, efeito

paradoxal do fumo, B-caroteno.

82



83



Abstract

Abstract

10. Abstract

In previous study performed in our laboratory, we observed which the mortality rates
were lower in exposure to tobacco smoke rats than in control rats. Moreover, when the exposure
to tobacco smoke rats received B-carotene supplementation this reduction of mortality was
abolished. The mechanisms of lower mortality in smokers are unknown. In this context we
formulated the hypothesis of that the exposure to tobacco smoke produces oxidative stress which
would induce precondictioning-like effect. This effect would cause reduction of gap junctional
intercellular communication. The supplementation with B-carotene would abolish the effect of the
tobacco smoke. Male Wistar rats were allocated in four experimental groups: 1) Control group (C),
n=30: control rats were fed a standard diet without exposure tobacco smoke; 2) B-carotene group
(BC), n= 28: rats fed the same diet supplemented with 500 mg of pB-carotene/kg diet (Sigma)
milled in the feed; 3) Exposure to tobacco smoke group (ETS), n=28: rats exposed to tobacco
smoke; 4) BC/ETS group (BC/ETS), n=28: rats exposed to tobacco smoke plus BC
supplementation. The BC supplementation and tobacco smoke exposure were performed
simultaneously until the rats weighed 200 to 250 g (approximately 5 weeks). After this period of
treatment the rats were killed and the serum, livers and hearts storaged to -80°C for study of: 1)
intercellular communication by immunohistochemistry and western blotting for Cx43; 2) oxidative

stress by dosages of reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG) and lipid
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hidroperoxides; 3) cardiac remodeling by morphometrical and histological (picro sirius red and
hematoxilin-eosin) analyses; 4) biochemical study by BC analysis in serum end tissues. The
statistical analysis was performed by t students test for BC levels and two way ANOVA for the rest
of variables. The exposure to tobacco smoke induced remodeling of gap junction intercellular
communication, characterized by reduction of distribution of Cx43 in the intercalated disks, lower
Cx43 stain intensities at intercalated disks and increase of dephosphorilated Cx43. The exposure
to tobacco smoke also induced ventricular remodeling, observed by greater values of right

ventricles weight normalized by body weight (RV/BW). The BC supplementation induced a

Abstract

decrease of values of RV/BW and left ventricles weight normalized by body weight (LV/BW) and
intensified the oxidative stress in the heart of smoking rats by reduction of GSH/GSSG relation.
Conclusions: 1) The exposure to tobacco smoke induced the preconditioning like effect by
remodeling of gap junction intercellular communication of cardiomyocytes; 2) This preconditioning
like effect of smoke did not have as mechanisms the increase of oxidative stress in the

myocardium of rats.

Key Words: exposure to tobacco smoke, intercellular communication, connexin 43,

paradoxical effect of smoke, pB-carotene.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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