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RESUMO

SANTOS, A. L. S. Avaliagao da expressao da conexina 43 no miocardio de caes
indenes submetidos ou nao a técnica de circulagao extracorpérea. [Evaluation
of connexin 43 expression in the miocardium in health dogs submited or not to a
cardiopulmonary baypass]. 2008. 93f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2009.

A circulagao extracorporea (CEC) substitui as fungdes do coragdo e pulmdes durante
o tempo principal da cirurgia cardiaca, permitindo que o cirurgido acesse o interior do
o6rgao por longo periodo de tempo e assegurando a oxigenagao dos tecidos e
eliminacdo dos seus produtos finais. Entretanto, tal técnica n&o é utilizada
rotineiramente em medicina veterinaria devido aos elevados custos e também em
decorréncia das alteracbes deletérias que promove no organismo dos animais.
Visando uma melhor compreensdo das complicagdes decorrentes da CEC,
possibilitando ameniza-las, aventou-se o estudo da conexina 43 (Cx43), proteina
presente no miocardio e responsavel pela formagdo das jungdes intercelulares do
tipo gap. O presente estudo avaliou cinco caes indenes, SRD, ndo submetidos a
CEC, procedendo-se a colheita de amostras correspondentes a regidao do septo
interventricular, atrios direito e esquerdo, ventriculos direito e esquerdo e posterior
analise da Cx43 através da imunofluorescéncia, western blot e RT-PCR. Avaliou
também cinco caes indenes, SRD, submetidos a toracotomia intercostal direita
convencional e posterior instituicdo da CEC. Amostras de miocardio foram colhidas
em trés distintos momentos, quais sejam: TO (antes da CEC), T1 (apds duas horas
de CEC) e T2 (ap6s uma hora de desmame da CEC), para verificar as possiveis
alteragdes na (Cx43) decorrentes da CEC, pela técnica de imunofluorescéncia. Ao
final do procedimento experimental, os animais foram sacrificados. Os resultados
mostraram que nos animais indenes nao operados, a Cx43 apresenta localizacao
em todas as regides estudadas, ndo apresentando diferenga significativa com
relacdo a expressao nas diferentes regides. Porém, nos animais submetidos a CEC,
a referida conexina apresentou-se diminuida. Por fim, concluimos que em caes a
CEC por duas horas com uma hora de circulagdo espontanea é técnica exequivel,

porém determina sérias alteragdes clinicas e induz a processos patoldgicos.

Palavras-chave: Caes. Miocardio. Circulagcao extracorpoérea. Conexina 43.



ABSTRACT

SANTOS, A. L. S. Evaluation of connexin 43 expression in the miocardium in
health dogs submited or not to a cardiopulmonary baypass. [Avaliacdo da
expressdo da conexina 43 no miocardio de cdes indenes submetidos ou ndo a
técnica de circulagao extracorporea]. 2008. 93f. Dissertagcao (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2009.

Cardiopulmonary bypass (CPB) replaces the heart and lung function during the main
period of cardiac surgery, and it allows the access of the surgeon inside the organ for
a long time, ensuring tissue oxygenation and the elimination of end products.
However, this procedure isn’t used as a routine in veterinary medicine because of the
high costs, and besides it causes damage in the animal organism. In order to
promote a better comprehension of the complications caused by CPB, and perhaps
to assuage them, this work was designed to study the connexin 43 (Cx43), a protein
present in myocardium which forms intercellular communications like gap junctions.
To do so five health mongrel dogs not submitted to CPB were evaluated and tissue
samples were taken from specific locals as ventricular septal, right and left atrium,
right and left ventricle, to perform Cx43 analyses by immunofluorescence, western
blot and RT-PCR. Were also studied others five health mongrel dogs submitted to a
conventional right intercostal thoracotomy for CPB procedure. Samples of
myocardium were taken in three different moments: TO (before CPB), T1 (after two
hours of CPB) and T2 (after one hour the end of CPB) to check possible alterations in
Cx43 caused by CPB using immunofluorescence technique. The euthanasia of the
animals was performed at the end of the experimental period. The results shown that
in health animals not operated, the Cx43 is located in every studied local and there is
no significant difference in the protein expression areas. Nevertheless, the CPB
technique reduced the connexin expressions in the operated animals. Finally, we
may conclude that the cardiopulmonary bypass for two hours and a spontaneous
perfusion for one hour is a feasible procedure in dogs, but it determines serious

clinical alterations and may induce pathophisyological process.

Key words: Dogs. Miocardium. Cardiopulmonary bypass. Connexin 43.
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esquerdo. (E) Septo interventricular. (F) Controle negativo da
reacdo. As marcacdes em verde representam positividade para
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direito. (B) Atrio direito. (C) Ventriculo esquerdo. (D) Atrio
esquerdo. (E) Septo interventricular. (F) Controle negativo da
reacao. As marcacdes em verde representam positividade para
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esquerdo. (E) Septo interventricular. (F) Controle negativo da
reacao. As marcacdes em verde representam positividade para
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iodeto de propideo. Imagem obtida em microscopio Nikon E-800,
equipado com sistema de fluorescéncia. Barra de escala=10 um...
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Western blot da expressdo da proteina (conexina 43). Foi
colocado 100 pg de proteina em cada well. (A) Membrana de
PVDF. (B) Gel de poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso
molecular Kaleidoscope. (Se) septo interventricular. (AD) atrio
direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio esquerdo. (VE)
ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel
(@NIMAT T ). e

Western blot da expressdo da proteina (conexina 43). Foi
colocado 100 pg de proteina em cada well. (A) Membrana de
PVDF. (B) Gel de poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso
molecular Kaleidoscope. (Se) septo interventricular. (AD) atrio
direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio esquerdo. (VE)
ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio c&o saudavel
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Western blot da expressdo da proteina (conexina 43). Foi
colocado 100 pg de proteina em cada well. (A) Membrana de
PVDF. (B) Gel de poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso
molecular Kaleidoscope. (Se) septo interventricular. (AD) atrio
direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio esquerdo. (VE)
ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel
(@NIMAI 3). e
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colocado 100 pg de proteina em cada well. (A) Membrana de
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molecular Kaleidoscope. (Se) septo interventricular. (AD) atrio
direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio esquerdo. (VE)
ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio c&o saudavel
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colocado 100 pg de proteina em cada well. (A) Membrana de
PVDF. (B) Gel de poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso
molecular Kaleidoscope. (Se) septo interventricular. (AD) atrio
direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio esquerdo. (VE)
ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel
(@NIMAT ). i
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analisadas pela técnica de western blot (Septo) septo
interventricular. (AD) atrio direito. (VD) ventriculo direito. (AE)
atrio esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio
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Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de
céo saudavel submetido a CEC (animal 1) . (A) Momento TO. (B)
Momento T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reacéo.
As marcacgdes em verde representam positividade para conexina
43. Os nucleos estdo marcados em vermelho pelo iodeto de
propideo. Imagem obtida em microscopio Nikon E-800, equipado
com sistema de fluorescéncia. Barra de escala = 10 ym.................
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cao saudavel submetido a CEC (animal 2) . (A) Momento TO. (B)
Momento T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reacéo.
As marcacgdes em verde representam positividade para conexina
43. Os nucleos estdo marcados em vermelho pelo iodeto de
propideo. Imagem obtida em microscopio Nikon E-800, equipado
com sistema de fluorescéncia. Barra de escala = 10 ym.................

Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de
céo saudavel submetido a CEC (animal 3) . (A) Momento TO. (B)
Momento T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reacéo.
As marcacgdes em verde representam positividade para conexina
43. Os nucleos estdo marcados em vermelho pelo iodeto de
propideo. Imagem obtida em microscopio Nikon E-800, equipado
com sistema de fluorescéncia. Barra de escala = 10 ym.................

Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de
cao saudavel submetido a CEC (animal 4) . (A) Momento TO. (B)
Momento T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reacéo.
As marcacgdes em verde representam positividade para conexina
43. Os nucleos estdo marcados em vermelho pelo iodeto de
propideo. Imagem obtida em microscopio Nikon E-800, equipado
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Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de
céo saudavel submetido a CEC (animal 5) . (A) Momento TO. (B)
Momento T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reacéo.
As marcacgdes em verde representam positividade para conexina
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Reacdo de polimerizagdo em cadeia a partir de RNA, utilizando a
enzima transcriptase reversa

Leite para o bloqueio de reagdes inespecificas utilizado na técnica de
western blot

Nome dado ao conjunto de primers e probe fluorescente utilizados no
RT-PCR em tempo real

Solugao utilizada na técnica de western blot

Método utilizado para identificagao de proteinas, baseado em extracao,
eletroforese, transferéncia e identificacdo através de anticorpos e
sistema de revelacao

Solugao utilizada na técnica de western blot

Unidade internacional por quilo de peso

Micrograma por quilo de peso

Micrémetro
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1 INTRODUGAO

A cirurgia toracica em geral e a cardiovascular, mais especificamente, vem se
tornando cada vez mais uma realidade em hospitais veterinarios desde o final do
século XX, principalmente devido aos avangos tecnoldgicos. No Brasil, o Laboratoério
de Cirurgia Cardiotoracica (LCCT) do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo iniciou suas
pesquisas nessa area em meados de 1996, data de sua criagao.

Os projetos iniciais, financiados pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), foram direcionados ao estudo das técnicas de
toracotomias e parada circulatéria temporaria (PINTO et al., 2000; KWASNICKA et
al., 2000; STOPIGLIA et al., 2001, GARCIA et al.,, 2005; ANDRADE et al., 2006;
GARCIA et al., 2006; MINGRONE et al., 2006).

Intervengdes cirurgicas visando a corre¢cao de bradiarritmias (FREITAS et al.,
2002), corregao cirurgica paliativa da tetralogia de Fallot (FREITAS et al., 2003),
corregao da persisténcia do ducto arterioso, (STOPIGLIA et al., 2004) e correg¢ao da
comunicacéo inter-atrial (FREITAS et al., 2005) foram realizadas em caes doentes
com resultados satisfatorios. Posteriormente, estudos relacionados a viabilidade da
pneumonectomia também foram desenvolvidos no referido laboratério (IRINO et al.,
2004; SIMOES et al., 2005; BINOKI et al., 2007; SIMOES et al., 2007), entre outros
assuntos pesquisados.

Porém, para que fosse possivel a realizagdo de cirurgias intracardiacas, com
maior demanda de tempo, como por exemplo a corregdo cirurgica da estenose
pulmonar, corregao cirurgica da estenose sub-adrtica ou a substituicdo de valva
atrioventricular esquerda, além de uma completa monitorizacdo dos sistemas do
animal, o cirurgido necessitaria intervir sem perda excessiva de sangue e por um
periodo de tempo superior aos cinco minutos possiveis estabelecidos pela técnica
do “inflow occlusion’.

Assim, no LCCT, com a utilizacdo da maquina de circulagdo extracorpérea,
dois principais estudos foram desenvolvidos em cées com essa finalidade precipua:
o primeiro demonstrou o funcionamento da maquina de extracorporea e as variagcoes

das técnicas de perfusdao (KWASNICKA, 2003) e o segundo avaliou as alteragdes
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clinicas, laboratoriais e anatomo-histopatologicas ocasionadas pela circulagao
extracorpdrea (FREITAS, 2004).

Atualmente, no Brasil, tal técnica ainda n&o € utilizada rotineiramente em
cirurgias cardiacas veterinarias devido a alta mortalidade que ocasiona (FREITAS,
2004). Além disso, elevados custos estdo envolvidos e se faz necessario uma
equipe especialmente treinada para se garantir resultados satisfatérios. (HUNT,
2005).

A circulagdo extracorporea (CEC) substitui as fungdes do coragéo e pulmbes
durante o tempo principal da cirurgia cardiaca, permitindo que o cirurgido acesse o
interior do 6rgao por longo periodo de tempo e assegurando a oxigenacao dos
tecidos e eliminagao dos seus produtos finais. Entretanto, as informagdes ainda sao
genéricas e esparsas sobre a aplicaggo da CEC em animais domésticos,
especificamente nos caes. (KWASNICKA, 2003).

Existem muitos temas a serem pesquisados visando uma melhor
compreensao das complicacdes decorrentes da técnica de circulacdo extracorporea
em caes, possibilitando resolvé-las ou ameniza-las. Dentro desse contexto, destaca-
se o estudo da conexina 43 (Cx43), proteina presente no miocardio e responsavel
pela formacdo das juncdes intercelulares do tipo gap. Tais jungdes permitem a
comunicacado entre as células cardiacas, sendo que a Cx43 esta envolvida no
controle da homeostasia tecidual, crescimento e proliferagédo celular.

Deste modo, aventou-se a hipotese do estudo da referida proteina no
miocardio de caes indenes e avaliando-se as possiveis intercorréncias da CEC

sobre a presencga, localizagao e a expressao da conexina 43.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Na medicina veterinaria, doengas cardiacas congénitas cujo tratamento
cirargico é considerado rotina incluem a persisténcia do ducto arterioso e a anomalia
do anel vascular, ou seja, a persisténcia do quarto arco aértico direito (HUNT, 2005).
No entanto, para a corregdo cirurgica de outras doengas como defeitos do septo
atrial e ventricular, estenoses pulmonar e adrtica, defeito no canal atrioventricular,
tetralogia de Fallot e doengas valvulares se faz necessario a utilizagdo da técnica de
circulagao extracorpérea (KLEMENT et al., 1987a).

Os primeiros questionamentos sobre a possibilidade de substituir o coragao
por alguma forma de bombeamento artificial durante o ato cirurgico datam de
meados do século XIX (LE GALLOIS, 1813), época em que se iniciaram o0s
experimentos e as pesquisas para o desenvolvimento da técnica que, anos mais
tarde, promoveria um grande avango cientifico na cardiologia. A primeira cirurgia
realizada com sucesso foi conduzida pelo Dr. John Gibbon e sua equipe em uma
paciente de 18 anos que apresentava comunicacgao interatrial (BORDLEY; HARVEY,
1976).

Circulacdo extracorporea (CEC) constitui-se em sistema artificial por meio do
qual o sangue é, total ou parcialmente, transportado para fora do organismo
temporariamente onde € oxigenado em maquina apropriada, filtrado retornando a
circulacao (SANT'ANA; LUCCHESE, 1994). Pode também ser denominado de
sistema coragao-pulmao artificial (KURUSZ, 2003).

O aparelho de CEC possui duas partes principais: a parte motora e a parte
oxigenadora. A primeira, que possui a fungdo do coragao propriamente dita, para ser
considerada ideal deve produzir minimo trauma nos elementos sanguineos,
permitindo o controle de fluxo de acordo com a necessidade do paciente, sendo
capaz de impulsionar o sangue (GOMES, 1985). J& a parte oxigenadora é
constituida por um dispositivo mecanico que torna possivel as trocas de oxigénio,
dioxido de carbono, vapor de agua e gases anestésicos entre o sangue do paciente
e a atmosfera adjacente (SANT'ANA; LUCCHESE, 1994).

Inicialmente, a oxigenagdo foi obtida por meio da circulagdo cruzada
(SOUTHWORTH, 1952). Em humanos, o sistema foi abandonado devido as sérias

reacdes imunoldgicas. No entanto, existe estudo em cées indicando a viabilidade da
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circulagao cruzada como método de CEC, desde que o cao doador seja de porte
grande e o cao receptor de porte médio (HUNT et al., 1995).

Estudos tém sido conduzidos na tentativa de viabilizar a técnica de CEC em
medicina veterinaria (KWASNICKA, 2003; FREITAS, 2004). Atualmente, em animais,
tanto o equipamento (maquina) quanto o material utilizado na implantagédo da CEC é
o mesmo utilizado na espécie humana, sem qualquer modificagdo (HOLMBERG,
1998).

Diversos trabalhos discorrem acérca das alteragdes ocasionadas pela CEC,
entre as quais alteracbes hematolégicas como hemdlise e oclusdo microvascular
(SANT’ANA; LUCCHESE, 1994; MARQUES et al., 1995), agregacgdes plaquetarias e
trombocitopenia, além de alteragbes hidroeletroliticas como a hipocalemia
(HOLMBERG, 1998) ou em estudos de microscopia eletrbnica onde Kawai et al.
(1992) observaram aumento das mitocdndrias, laceragdo das miofibrilas, edema
intracelular ou no de Freitas (2004) que observou edema perinuclear, hemorragia,
miocardite aguda, necrose, pericardite neutrofilica no miocardio e enfisema, areas
focais com hemorragia, derrame de fibrina, infiltrado inflamatério misto e atelectasia
pulmonar em caes.

Entre as principais causas de arritmias nos periodos trans e pds-operatorio em
caes submetidos a CEC, destacam-se hipotermia, hipdxia, hipoventilacdo e
depressao cardiovascular (CAYWOOD, 1996). Ja Yoshida et al. em 1984, afirmam
que a CEC pode ser responsavel por anormalidades nos movimentos do septo no
periodo pds-operatorio.

A hipotermia é a causa mais frequente de bradicardia e pode promover a
ocorréncia de fibrilagcao atrial durante a anestesia (MAGILLIAN, 1985).

A acidose metabdlica foi descrita como a alteragao mais freqliente, uma vez
que o desequilibrio acido-basico esta intimamente correlacionado com a utilizagao
da CEC. Tal alteragdo torna-se mais severa a medida que aumenta o tempo de
perfusdo extracorpérea (MOORE et al., 1963; AMARAL et al., 1967).

Em estudo conduzido em pacientes humanos, submetidos a cirurgia cardiaca,
verificou-se que a manutengcdo dos niveis séricos de calcio € fundamental para a
obtencdo de um ritmo cardiaco estavel, possibilitando adequada contratibilidade do
miocardio ao fim da CEC (CATINELA et al., 1983).

Apesar das intercorréncias decorrentes da utilizagdo da CEC, alguns estudos

apontam a técnica de circulagao extracorpérea como técnica viavel de ser aplicada
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em medicina veterinaria (KLEMENT et al.,, 1987a; ORTON, 1994; ORTON et al.,
2001, FREITAS, 2004). Estudo referente a utilizacdo da CEC em seis felinos foi
realizado com sucesso, indicando ser possivel realizar uma perfusao nesta espécie
durante 90 minutos (BROURMAN et al., 2003).

Dentre os trabalhos perqueridos na literatura compilada, nenhum deles avaliou
a conexina 43, proteina presente no miocardio e responsavel pela formacédo das
jungdes intercelulares do tipo gap e que esta envolvida no controle da homeostasia
tecidual, crescimento e proliferagao celular.

Juncdes celulares sado estruturas especializadas que se encontram na
membrana plasmatica das células que compdem os tecidos de um organismo vivo e
sdo classificadas de acordo com a principal fungado que desempenham (ALBERTS et
al., 1994). As juncdes de ancoramento promovem a adesdo de uma célula a outra
ou a elementos da matriz celular enquanto que as jungdes de oclusio restringem a
passagem de substancias pelo espaco entre as celulas. Ja as jungdes comunicantes
do tipo gap (GJIC), promovem a comunicagéo entre as células (YAMASAKI; NAUS,
1996).

As GJIC estdao presentes nos tecidos multicelulares de diversas espécies
animais, sendo que as células sanguineas, as musculares esqueléticas e as
nervosas sao excegdes. (YAMASAKI; NAUS, 1999; DAGLI, 2000; GUERRA, 2003).
A observacdo por microscopia eletronica, as juncdes GAP apresentam estrutura
pentalaminar caracteristica, constituindo verdadeiras placas juncionais nesta regiao
(KOVAL, 2006).

Em 1977, Makowski et al. propuseram um modelo de organizagdo da placa
juncional desenvolvido a partir de estudos de microscopia eletrénica e de difracao
de raios-X de jungbes GAP de figado de camundongos (Figura 1). De acordo com
este modelo, ainda atual, cada placa é constituida por varios canais intercelulares
formados pela associagao, face a face, de estruturas hexaméricas de 7 nm de
didmetro (conexons). Cada conexon é composto por seis subunidades de proteinas
transmembranicas, conhecidas como conexinas (Cx) e que oligomerizadas formam
um poro central hidrofilico com cerca de 2nm de didmetro (MAKOWWKI et al., 1977;
UNWIN; ZAMPIGHI, 1980). O tamanho e o numero de placas juncionais variam de
acordo com o tipo celular e dependem frequentemente do estado de atividade dos
tecidos (DERMIEZEL et al., 1990; BEYER, 1993).
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As conexinas sao filogeneticamente conservadas (GOODENOUGH et al.,
1996), classificadas de acordo com seus pesos moleculares (YAMASAKI; NAUS,
1996; AVANZO, 2005) e estdo inseridas na membrana plasmatica de modo que
formam verdadeiros “tuneis” interligando diretamente o citoplasma de células
adjacentes.

A seguir ilustra-se modelo de organizagdo de placa juncional, em estudo de
microscopia eletrOnica e de difragdo de raios-X de jungbes gap de figado de

camundongos, segundo Makowwski et al. (1977).

Citoplasma

(= 6 conexinas)

Citoplasma

Conexina

Fonte: (MAKOWWSKI et al., 1977).

Figura 1 - Modelo de organizacdo da placa juncional desenvolvido a partir de
estudos de microscopia eletrénica e de difragao de raios-X de jungdes
GAP de figado de camundongos. Cada conexon (circulo vermelho) é
composto por 6 subunidades de conexinas (representadas em
amarelo/azul) que oligomerizadas formam um poro central hidrofilico com
cerca de 2nm de didmetro (em rosa) e que esta associado a outro
conexon na membrana adjacente (quadrado verde)
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A nomenclatura correntemente utilizada faz referéncia ao tamanho da proteina
predita a partir da seqténcia do cDNA considerado (em kDa) precedida do termo
genérico Cx (BEYER et al., 1987; BEYER, 1993). Em 1991, Bennett et al.
propuseram que 0s genes das conexinas originam-se de uma sequéncia original,
ainda indeterminada, que poderiam ter sofrido ao menos uma duplicacdo no inicio
ou imediatamente antes da evolugado dos vertebrados, originando as subclasses q,
B, Y (ou d). As conexinas sao divididas em trés subclasses de acordo com a
estrutura do gene que as codificam (Figura 2).

A seguir, apresenta-se esquema da familia das conexinas derivadas de um

provavel ancestral comum, segundo Mesnil e Yamasaki (1990).

t"""-“-""h'
al

Fonte: (MESNIL; YAMASAKI, 1990).

Figura 2 - Familia multigénica das conexinas derivadas de um provavel ancestral
comum. As conexinas s&o divididas em 3 subclasses de acordo com a
estrutura do gene que as codificam

As conexinas sao proteinas transmembranas n&o glicosiladas de massa
molecular aparentemente variando de 21 a 70 kDa. Suas estruturas moleculares

foram determinadas por técnicas bioquimicas realizadas a partir de fragoes
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subcelulares em jungdes ricas em jungdes gap. A primeira conexina identificada e
caracterizada foi a Cx32 de figado de rato (GOODENOUGH; STOECKENIUS, 1972;
NICHOLSON et al.,, 1981; BEYER et al.,, 1987). Até o momento, vinte e uma
conexinas ja foram identificadas em mamiferos.

As conexinas compartiiham uma homologia comum, conforme pode ser
observado no esquema da figura 3:
- quatro dominios hidrofébicos muito conservados representando cada um, um
segmento de membrana: M1, M2, M3 e M4;
- duas algas extracelulares E1 e E2 de cerca de 20-30 aminoacidos contendo cada
uma trés residuos de cisteinas invariaveis em uma sequéncia conservada;
- as extremidades aminoterminal (cerca de 20 aminoacidos) e carboxiterminal bem

como as hélices que ligam M1 a M3 (de 40 a 60 aminoacidos) sao citoplasmaticas.

£o Dominio Extracelular
L R

AMembrana

. % Citoplasma

COOH

Fonte: (BEYER, 1993).

Figura 3 - Topologia membranal de uma conexina. As regides referentes a porgao
amino terminal, os dominios transmembrana e as algas extracelulares
representam as sequéncias mais conservadas entre as diferentes
conexinas. Cada alga extracelular contém trés cisteinas (vermelho) que
sdo conservadas em todas as conexinas. O dominio M3 (verde claro) tem
uma caracteristica anfipatica que esta diretamente relacionado com o
movimento de fechamento do GAP. Ja os dominios citoplasmaticos (azul)
correspondem as porgcdes uUnica em cada conexina, sendo portanto,
especificas
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A expressdo dos genes que codificam para as conexinas, em um mesmo
tecido, pode ser modificada dependendo da situagdo, de acordo como o curso do
desenvolvimento, condigao fisiologica ou fisiopatologica particulares. Um exemplo
disso é o aumento significativo da expressdo da Cx43 no miométrio no momento do
parto. Tal regulacdo é tecido-especifica, uma vez que no miocardio, que também
expressa a Cx43, a expressao da conexina nao € alterada no referido periodo (OU
et al., 1997).

As conexinas formam canais transmembranicos que conectam o citoplasma
de células adjacentes permitindo a translocagao de ions, pequenos metabdlito e
mensageiros secundarios de uma célula a outra (GOODENOUGH et al., 1996). Este
tipo de comunicagéo € conhecido por ser essencial em diversas fungdes fisiologicas
e patofisioldgicas, tais como crescimento celular, proliferacdo e diferenciacéo,
homeostase do tecido, tumorigénesi, restabelecimento de feridas, entre outros
(EVANS; MARTIN, 2002).

Tais jungbes sao responsaveis pelo fluxo direto de moléculas com peso
molecular inferior a 1000-2000 daltons entre as células adjacentes (EVERT et al.,
2002; GUERRA, 2003; RODRIGUES, 2004). A meia vida da conexina 43 varia entre
duas a cinco horas e dessa forma a comunicacao intercelular depende de muitos
fatores de controle sobre a dinamica de sintese e degradagdo destas proteinas
(OLORIS, 2005).

Diferentes regides do cardiomiocito expressam diferentes combinagbes e
quantidades relativas de trés conexinas (Cx43, Cx40 e Cx45). No coragao sadio, a
combinagdo dessas trés diferentes conexinas forma uma comunicagéo célula-a-
célula, ou seja, um modelo precisamente orquestrado para governar o ritmo cardiaco
normal. O ponto fundamental consiste na idéia de que a organizagdo das juncdes
gap e a expressao das conexinas pode ser o centro da fungdo eletromecanica do
coracéo saudavel ou doente (SEVERS et al., 2004).

No miocardio, as conexinas estdo envolvidas na propagagao do potencial de
agao para promover a contracdo de milhdes de células em alguns décimos de
segundo (GOLDBERG et al., 2004, LIN et al., 2007).

Novas oportunidades para o estudo e a investigacdo destas conexinas foram
possiveis com a utilizagdo de camundongos transgénicos, ou seja, animais knok-out
para determinada conexina (SEVERS et al., 2004).
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O estudo de animais knok-out para a Cx43 demonstrou que a auséncia da
conexina 43 era compativel com a vida, porém os animais morreram apos o
nascimento (REAUME et al.,, 1995). Posteriormente, em 1997, Gutstein et al.
observaram uma redugcdo na velocidade de condugao ventricular bem como o
desenvolvimento letal de arritmia ventricular aos dois meses de idade, indicando que
esta conexina é essencial para a fungdo de maturacéo do ventriculo.

Camundongos knok-out para a Cx45 resultaram na morte embrionaria no
décimo dia, demonstrando assim que a expressdo dessa conexina € vital para o
desenvolvimento (TAMADDON et al., 2000). Ja os animais knok-out para a Cx40,
entretanto, sdo compativeis com a vida, uma vez que a habilidade residual do
sistema His-Purkinje em suportar a condugdo na auséncia da Cx40 é atribuida a
presenga da Cx45, cuja distribuicdo se da do inicio ao fim do sistema (COOPEN et
al., 1999).

Embora ndo existam estudos em animais da espécie canina que relacionam
diretamente a circulagao extracorporea e a conexina 43, outros trabalhos realizados
demonstram que a conexina 43 presente no miocardio pode sofrer alteracbes
significativas. Yeh et al., em 2002, investigou a influéncia de CEC nas conexinas de
cardiomiocitos. Avaliando amostras do atrio direito de 21 pacientes humanos
submetidos a CEC ele concluiu que a expressao das conexinas diminui durante a
circulagao extracorpérea.

Em estudo semelhante foram analisados 16 pacientes humanos submetidos a
cirurgia cardiaca, no qual avaliou-se a expressdo das conexinas 40 e 43 em
amostras de atrio direito em dois momentos distintos, quais sejam apos o inicio e
imediatamente apds o término da CEC. Os resultados indicaram que a CEC
apresenta uma significativa influéncia sobre a expressao da conexina 43 (PAVLOVIC
et al., 2006).

Apesar da importancia atribuida a comunicacgéo intercelular na modulagao dos
processos patoldgicos, inexistem trabalhos na literatura cientifica especificando se
ha ou nao alteragdes nas conexinas 43 (importantes jungbes comunicantes do
coragao) quando da realizagao da circulagao extracorpérea em caes.

Assim, a melhor compreensdo da funcdo destas proteinas durante a
realizacdo da circulacdo extracorpdrea podera auxiliar no esclarecimento das

alteracdes no ritmo cardiaco em caes observadas apods a aplicacdo da mesma.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo verificar a viabilidade da circulagao
extracorpérea por um periodo de duas horas em caes (Canis familiaris), avaliar a
expressao da conexina 43 no miocardio de caes indenes e determinar as alteracdes
da referida conexina no miocardio de caes indenes submetidos a técnica de

circulagao extracorpérea.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a viabilidade da técnica de circulagao extracorpérea por um periodo

de duas horas seguida por circulagdo esponténea durante uma hora.

» Marcar a conexina 43 por imunofluorescéncia no miocardio de caes indenes.

» Quantificar a expressao da conexina 43 por western blot no miocardio de caes

indenes.

» Quantificar a expressdao de Gja1l (gene da conexina 43) por RT-PCR no

miocardio de caes indenes.

» Marcar a conexina 43 por imunofluorescéncia no miocardio de caes indenes

antes e apo6s a CEC.

» Quantificar a expressao da conexina 43 por western blot no miocardio de caes

indenes antes e apés a CEC.

» Quantificar a expressao de Gja1l (gene da conexina 43) por RT-PCR no

miocardio de caes indenes antes e apds a CEC.
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4 MATERIAL E METODOS

A seguir serdo discutidos o material e métodos empregados no presente

estudo, seguindo as etapas desenvolvidas.

4.1 ANIMAIS INDENES NAO SUBMETIDOS A CEC

Foram utilizados cinco cédes sem raca definida (Canis familiaris), adultos,
sendo trés machos e duas fémeas, com idades variadas, pesando entre 15 e 20
quilos, provenientes de Centros de Controle de Zoonoses (CCZ) localizados em
municipios préximos da Grande Sao Paulo.

Os animais foram submetidos a eutanasia nos referidos Centros de Controle
de Zoonoses (anterior a Lei Estadual n® 12.916 que proibe a eutanasia de animais
sadios em CCZ). Posteriormente os cadaveres foram encaminhados ao Laboratério
de Cirurgia Cardiotoracica (LCCT) do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo para que fosse
retirado o coragao no intuito de se proceder a coleta de fragmentos correspondentes
a diferentes areas do 6rgédo em questdo, minimizando assim a possibilidade de
degradacdo do material genético contido nos fragmentos do miocardio. Foram
coletados fragmentos correspondentes a regido dos atrios esquerdo e direito,
ventriculos esquerdo e direito e septo interventricular.

O material coletado foi devidamente identificado de acordo com a regido do
coragao e o respectivo animal. Parte dos fragmentos coletados foi fixada em
metacarn (fixador alcodlico composto por 60% de metanol, 30 % de cloroformio e
10% de acido acético) por 12 horas, sendo entdo transferidos para alcool 95% onde
foram mantidos por 48 horas. Em seguida, os fragmentos foram incluidos em
parafina para a realizagao de imunofluorescéncia.

Outra parte dos fragmentos foi protegida no interior de papel aluminio
(identificagdo com papel interno, numerado a lapis) e foi imediatamente imersa em
nitrogénio liquido e posteriormente mantidos em freezer a —80 graus Celsius até a

analise (realizacao de western blot e RT-PCR).
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4.2 ANIMAIS INDENES SUBMETIDOS A CEC

Foram utilizados neste experimento cinco cées sem raca definida (Canis
familiaris), adultos, machos e fémeas, com idades variadas, pesando entre 15 e 20
quilos, provenientes de Centros de Controle de Zoonoses localizados em municipios
proximos da Grande Sao Paulo (anterior a resolugdo 877, artigo 7° do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) e a lei estadual 11.977.

Os caes foram alojados no Canil do LCCT do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo Os
animais passaram por exames fisicos e laboratoriais e uma vez considerados aptos
foram utilizados por apresentarem-se higidos e isentos de quaisquer alteragdes que
porventura comprometessem a realizagao deste projeto.

Logo apos a chegada ao canil os animais receberam banho para limpeza,
foram pesados, tratados contra ectoparasitas e endoparasitas através da aplicagao
de ivermectina' a 1% (400 ug/kg), dipropionato de imidocarb? (5 mg/kg) e banhados
com amitraz®. Os animais foram mantidos com racdo comercial®, agua ad libitum e
estabelecidos em gaiolas individuais. Cada cao teve ficha clinica, anestésica e
cirurgica com as devidas identificagdes.

Os procedimentos de preparo pré-anestésico e cirurgicos bem como as
coletas dos fragmentos do miocardio foram realizados no Centro Cirdrgico do
referido Laboratério (LCCT).

4.2.1 Preparo do animal

No periodo que correspondeu a 24 horas antes do procedimento cirurgico foi
realizada raspagem dos pélos da regido toracica, membros toracicos, face medial de

membros pélvicos e aplicagdo de antibioticoterapia profilatica através da

! lvomec® - Merck-Sharp S.A - Brasil
2 Imizol - Coopers - Brasil

® Triatox - Coopers - Brasil

* Premier Pet
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administracdo de benzilpenicilina benzatina® na dose de 40.000 Ul/kg. Antes da
intervengao cirurgica, os animais foram submetidos a jejum hidrico e alimentar de

seis e 12 horas, respectivamente.

4.2.2 Procedimento anestésico

Inicialmente, durante a preparacdo do cado na sala de pré-operatorio, foram
puncionadas as duas veias cefdlicas através de cateter® jelco 22 para permitir a
infus&o de fluidos e farmacos.

A medicacao pré-anestésica foi composta da administragdo de acepromazina’
0,2% na dose 0,05 mg/kg associado a cloridrato de meperidina® na dose de 2 mg/kg
pela via intramuscular (IM). Decorridos 20 minutos, a indugcdo anestésica foi
realizada com a utilizagéo de propofol® na dose de 5 mg/kg por via intravenosa (IV) e
quando atingido plano anestésico satisfatorio, o animal foi intubado com sonda de
diametro adequado a traquéia.

A manutencdo anestésica foi feita com o agente inalatério isofluorano'™
misturado em oxigénio em aparelho de anestesia com circuito fechado a fim de
manter o animal no 2° plano de anestesia do 3° estagio de Guedel para a realizagao
do procedimento cirurgico e instalagdo da circulagdo extracorporea. A analgesia
complementar foi realizada no periodo transoperatério com administracéo
intravenosa de citrato de fentanila'’, na dose de 0,05mg/kg.

A artéria femoral direita foi cateterizada por meio de puncéao direta com cateter
intravenoso 22G'? permitindo a coleta de sangue para mensuragao de parametros
de gases, eletrolitos e mensuragao da pressao arterial.

O bloqueio neuromuscular foi obtido pela a utilizacdo de brometo de

pancurénio™® (0,06mg/kg 1V). A reversdo do bloqueio ocorreu com a administracdo

® Penicilina G Benzatina - EMS IndUstrias Farmacéuticas - Brasil
6 Jelco - Johnson & Johnson - Brasil

” Acepran 0,2% - Univet - Brasil

® Dolosal - Cristalia - Brasil

9 Propofol - Abbott - Brasil

'° Forane - Abbott - Brasil

" Fentanil - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
12 Jelco - Johnson&Johnson - USA

'3 Pancuron - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
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de neostigmine™ na dose de 0,08 mg/kg (IV) associado a sulfato de atropina' na
dose de 0,04 mg/kg.

No decorrer da intervencao operatoria foi realizada infusdo de fluido do tipo
ringer com lactato’® na dose de 5 mil/kg/hora e, no desmame da circulagdo
extracorpérea, de acordo com a necessidade, de drogas vasoativas tais como
dopamina' (quando a pressdo arterial média esteve abaixo de 60 mmHg),
nitroprussiato’® e nitroglicerina (quando o animal apresentou hipertensdo
pulmonar).

Os parametros referentes a pressao arterial foram acompanhados por meio de
um monitor computadorizadozo, bem como a temperatura, o numero de movimentos
respiratorios e o padrao eletrocardiografico. Também foram realizados testes para se
determinar os niveis séricos de eletrélitos (Na®*, K* e Ca* ionizado) em aparelho I-
Stat?!, pH, bicarbonato e gases sanguineos em aparelho de gasometria ABL-5%2 e

tempo de coagulacéo ativada em aparelho MCA 2000%.

4.2.3 Procedimento cirurgico

Primeiramente procedeu-se a antissepsia e 0 acesso cirurgico a cavidade
toracica foi realizado por meio de toracotomia intercostal direita convencional ao
nivel do 4° espaco intercostal, com a dissec¢cdo dos planos musculares até a
exposicao da pleura. Apds a incisédo desta, foi visibilizado o coragdo, procedendo-se,
entdo, a abertura longitudinal do pericardio, ventralmente ao nervo frénico, e
posterior confeccdo de bergo pericardico com fio de algodao 2-0%.

Em seguida, foi visibilizado e individualizado o atrio direito e sua respectiva

auricula, visando a prepara-la para receber cénula de drenagem de tamanho 7 de

" Prostigmine - Roche S.A.
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polegada®® para a maquina de circulacdo extracorpdrea®®, momento em que se
procedeu a coleta de bidpsia do musculo cardiaco, das regides atrial e ventricular,
correspondente ao momento TO, conforme sera descrito no item 4.4 (KWASNICKA,
2003).

A artéria femoral esquerda foi dissecada com o objetivo de se ter um
segmento livre de artéria de aproximadamente dois centimetros. Neste local,
posteriormente foi implantada uma canula arterial de tamanho 10 ou 12%’ com o
auxilio de dois torniquetes realizados com fitas cardiacas?®, canula esta que trouxe
sangue oxigenado da maquina de circulagdo extracorpérea de volta ao sistema
arterial do céo.

O anticoagulante utilizado foi a heparina sédica®® na dose de 1mg/kg, sendo
administrado diretamente em uma das veias cefalicas ja previamente cateterizadas,
de forma a se manter o tempo de coagulagéo ativado acima de 480 segundos. Apos
a heparinizacdo do animal, foi feita a introdugdo da céanula arterial e venosa na
artéria femoral esquerda e na auricula direita, respectivamente, a fim de possibilitar a
instalacao da circulacéo extracorpérea, a qual foi realizada por meio de um aparelho

"3 com oxigenador de membranas®' | cujo circuito foi preenchido

do tipo “roller pump
com fluido do tipo ringer com lactato®. O fluxo inicial da bomba foi de 150 a
180ml/kg/minuto, ajustado, a seguir, de modo a manter a pressao arterial média
acima de 60mmHg, com os caes mantidos, sempre que possivel, em normotermia
(38 graus Celsius) (KWASNICKA, 2003).

Apo6s 120 minutos de duracdo do procedimento de circulagdo extracorpoérea,
esta foi interrompida. O volume residual existente no reservatério venoso da bomba
de circulacdo extracorporea foi reinfundido no animal conforme observava-se
hipotensdo por baixa volemia, procedimento este possibilitado através de
vasodilatacdo, que foi realizada por meio da infusdo de nitroprussiato® e

nitroglicerina33. Neste instante procedeu-se a coleta de bidpsia do musculo cardiaco

% Braile Biomédica - Canulas de drenagem

% Braile Biomédica - Aparelho de CEC do tipo roller pump (Processo Fapesp n° 00/00192-7)
% Braile Biomédica - Canulas arteriais
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% Modelo ECO 01 - Braile Biomédica (Processo Fapesp no. 00/00192-7)

%' Braile Biomédica

32 Nipride - Biolab Farmacéutica Ltda.

* Tridil - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
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das regides atrial e ventricular, correspondente ao momento T1, conforme sera
descrito no item 4.4.

Apo6s 60 minutos do desmame da circulagdo extracorpérea, realizou-se a
terceira e ultima bidpsia do musculo cardiaco, das regides atrial e ventricular,
correspondente ao momento T2, conforme sera descrito no item 4.4. Em seguida, a
anestesia foi aprofundada e imediatamente foi administrado cloreto de potassio
intravenoso para a eutanasia dos animais.

O material coletado foi devidamente identificado de acordo com a regido do
coragao (atrial ou ventricular) e o seu respectivo animal. Parte dos fragmentos
coletados foi fixada em metacarn (fixador alcodlico composto por 60% de metanol,
30 % de cloroférmio e 10% de acido acético) por 12 horas, sendo entdo transferidos
para alcool 95% onde foram mantidos por 48 horas. Em seguida, os fragmentos
foram incluidos em parafina para a realizacdo de imunofluorescéncia.

Outra parte dos fragmentos foi protegida no interior de papel aluminio
(identificagdo com papel interno, numerando a lapis) e foi imediatamente imersa em
nitrogénio liquido e posteriormente mantidos em freezer a —80 graus Celsius até a

analise (realizacao de Western blot e RT-PCR).

4.3 MOMENTOS DA AVALIACAO DOS PARAMETROS

As avaliagdes propostas foram feitas em trés diferentes momentos:

» Momento 0 (TO): controle - ap6és a indugdo da anestesia e intubagdo do

animal, imediatamente antes da instituigdo da circulagcéo extracorporea.

» Momento 1 (T1): Apdés duas horas de circulagdo extracorpérea,

imediatamente apds o desmame.

» Momento 2 (T2): ApoOs o desmame da circulagdo extracorpérea com uma

hora de restauragao da circulacdo espontanea.
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4.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS

As técnicas de biologia molecular (imunofluorescéncia, Western blot e RT-
PCR) utilizadas para o estudo da conexina 43 no miocardio de caes sadios e
também no miocardio de caes antes e apés a CEC foram desenvolvidas junto ao
Laboratério de Oncologia Experimental do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, sob

responsabilidade da Prof? Dr? Maria Lucia Zaidan Dagli.

4.4.1 Imunofluorescéncia para conexina 43

Os fragmentos de miocardio foram fixados em metacarn, processados,
incluidos em parafina e apds o corte foram colocados em laminas silanizadas®. As
secoes foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em diferentes concentragdes de
etanol, quais sejam absoluto, 95% e 70% e em seguida PBS.

O desmascaramento antigénico foi realizado em tampao Tris-EDTA (pH 9,0)
durante 20 minutos em forno de microondas na poténcia maxima. Apds o
resfriamento em temperatura ambiente, procedeu-se ao bloqueio da peroxidase
endogena através da incubagao por 30 minutos, em solugédo contendo 80% de alcool
metilico e 20% de perdxido de hidrogénio (H»O;) 30 volumes, em camara escura.
Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS 1X (acrescido de 500 ul de tween
20) durante cinco minutos, por trés vezes.

Para o bloqueio de reacgbes inespecificas procedeu-se a incubacao por 20
minutos com TNB (100 a 200 pl por ldmina) em cédmara umida e temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas em PBS 1X (acrescido
de 500 pl de tween 20) durante cinco minutos, por trés vezes.

Para a marcagao da Cx43 foi utilizado anticorpo primario Rabbit anti-Connexin

43% (concentracdo 1:500), sendo as laminas incubadas em camara Umida, durante

% | aminas silanizadas - Star Frost®
% Zymed® Laboratories
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uma noite, a quatro graus Célsius em solucédo de bloqueio do kit TSA*. Pela manha,
as laminas foram lavadas em PBS 1X (acrescido de 500 ul de tween 20) durante
cinco minutos, por trés vezes e em seguida incubadas com anticorpo secundario
biotinilado Goat anti-Rabbit>’ (concentracdo 1:200), seguindo-se & conjugacgdo com o
complexo estreptavidina-FITC e tiramida do kit TSA.

Por fim, apds lavagem das laminas em PBS 1X (acrescido de 500 ul de tween
20) durante cinco minutos, por trés vezes, seguiu-se a incubagdo com iodeto de
propideo®, diluido em PBS (concentragao 1:1000) durante dez minutos em camara
escura, para marcagao nuclear (100 pl por lamina). O excesso foi retirado e montou-
se a lamina com 20 pL de Vectashield®® e laminula para se evitar o esgotamento da
fluorescéncia.

O material foi fotografado em microscopio®, equipado com sistema de

fluorescéncia e fotomicrografia.

4.4.2 Western blot para conexina 43

A técnica de western blot consiste da detecgao da proteina de interesse em
um homogenato celular com a ajuda de anticorpos especificos e sistema de
revelagao e foi processado como segue:

Inicialmente foi necessario realizar a extracao de proteinas. Os fragmentos de
miocardio correspondentes as amostras dos 10 caes, previamente armazenados em
frezer a -80 graus Celsius, foram separados em tubos de vidro estéreis e
autoclavados, devidamente numerados. Adicionou-se 400 uL da solugao 2x Sample
Buffer em cada tubo e em seguida os tubos foram colocados no gelo.

Colocou-se uma amostra de 40 mg de tecido do miocardio em cada tubo, ndo
ultrapassando este peso. O tecido foi triturado com sonicador na pulsagdo maxima,
evitando que ocorresse aquecimento. Em seguida, adicionou-se 400 uL de 1x

Working Solution em cada amostra triturada, submetendo-as novamente ao

% Kit TSA (Tyramide Signal Amplification, Perkin Elmer, New Life Science Products®)
37 o ®
Sigma
%8 Sigma®
% Vector®
9 Microscopio Nikon E-800
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sonicador. Com o objetivo de se evitar contaminagdes, o aparelho foi devidamente
higienizado entre uma amostra e outra.

ApoOs a sonicagdo, os conteudos referentes as amostras trituradas foram
transferidos para eppendorfs de 1,5 ml e mantidos no gelo. As amostras foram
centrifugadas durante 15 minutos, a 13.000 rpm e quatro graus Celsius. Por fim, os
sobrenadantes foram transferidos para outros eppendorfs de 1,5 ml e armazenados
no freezer a -80 graus Celsius.

Para a quantificacdo de proteinas, as amostras foram previamente
descongeladas sobre o gelo. Em seguida, procedeu-se a padronizagdo da curva de
albumina, utilizando um eppendorf com 100 pl de albumina previamente diluida
acrescido de 900 pl de agua destilada em tudo eppendorf de 1,5 ml, sendo mantido
no gelo. As proteinas foram diluidas em tubos eppendorf de 0,2 ml, sendo 5 pl da
amostra acrescidos de 95 yl de agua destilada (1:20), e mantidas no gelo. Foi
realizada também a diluicdo de 1 ml de Bradford em 4 ml de agua destilada (1:5),
sendo mantido no gelo.

Em seguida, colocou-se 990 pl de Bradford diluido (1:5) em todos os tubos de
vidro e acrescentou-se 10 pl de amostra de proteina diluida (1:20). As amostas
foram homogeneizadas cuidadosamente, evitando-se a formacao de bolhas.

A leitura (quantificacdo) foi realizada no espectrofotometro*’ a 595 nm,
utilizando-se uma cubeta de quartzo. A primeira etapa constituiu na realizagcdo da
curva de padronizagdo com a albumina. Apds lavagem da cubeta com alcool,
procedeu-se a quantificacdo das amostras, anotando-se o valor da absorbancia,
respectivamente para cada amostra. Por fim, determinaram-se os valores da diluicdo
de cada amostra, em pg/ul.

Antes de se proceder a corrida, foram preparados os géis de acrilamida, os
tampdes (tampao de corrida 1X, transfer buffer solugdo de uso e TTBS 1X). As
proteinas foram inicialmente diluidas utilizando-se loading buffer (azul de
bromofenol) e working solution. Posteriormente, foram submetidas a desnaturagao
protéica, durante 10 minutos & 95 graus Celsius, no termociclador*.

Apos a desnaturacao, as proteinas foram resolvidas em eletroforese num gel

de poliacrilamida a 12% em dodecil sulfato de sodio (SDS). Enquanto ocorria a

*1 BioPhotometer - Eppendorf®
42 Mastercycler gradient - Eppendorf®
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corrida no gel, prepararam-se os papéis de filtro e as membranas difluoreto de
polivinilideno (PDVF) para a transferéncia.

No momento préximo ao final da corrida, preparou-se quatro cubas, sendo a
primeira com metanol (para estabilizar a membrana), a segunda com agua destilada,
a terceira com transfer buffer solugao de uso (até a hora da transferéncia) e a quarta
com transfer buffer solugdo de uso para molhar os papéis de filtro que foram
utilizados na transferéncia. Em seguida montou-se a transferéncia (seis papéis de
filtro, membrana de PDVF, gel, seis papéis de filtro). As proteinas foram transferidas
durante 50 minutos, a 47mA, para as membranas.

Em seguida, o bloqueio de reagdes inespecificas nas membranas foi realizado
com solugao de skin milk 5%, diluido em TTBS, durante duas horas em temperatura
ambiente e sob leve agitacdo. Os géis foram corados em solugdo de comassie blue
durante 10 minutos sob agitagdo suave e constante e em seguida descorados em
destain solution por 50 minutos. Apds a remocgao desta solugdo, os géis foram
deixados em uma cuba com agua destilada durante uma noite.

Para a marcacdo da conexina 43 foi utilizado anticorpo primario*® (policlonal
anti-Cx43) diluido em solugdo de TTBS contendo 5% de skin milk, na proporgéao de
1:200. As membranas foram incubadas com o referido anticorpo durante uma noite,
a quatro graus Celsius, sob agitacado suave, em recipiente vedado e refrigerado.

Pela manha, apds lavagens seguidas com TTBS 1x procedeu-se novamente
ao bloqueio de reagdes inespecificas com solugdo de skin milk 10%, diluido em
TTBS, durante 10 minutos e em seguida as membranas foram incubadas com
anticorpos secundario* (cabra anti-coelho), conjugados com peroxidase (1:500)
durante duas horas, sob agitacdo suave e em temperatura ambiente. A ligagéo foi
revelada com uma solugao preparada em frasco ambar, contendo diaminobenzidina
(DAB), sulfato de niquel e perdoxido de hidrogénio. A intensidade de marcagao foi
quantificada em sistema Image Master®.

A proteina de interesse é revelada gragas a anticorpos primarios especificos,
que foram, eles mesmos, reconhecidos por anticorpos secundarios conjugados a
uma peroxidase, metabolizando o DAB. Esta enzima permite a catalise de uma

reagcao gerando complexos coloridos que podem ser diretamente reconhecidos. As
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membranas secaram sobre uma folha de papel sulfite e em seguida foram

escaneadas, juntamente com os géis.

4.4.3 Determinagcao da expressao do mRNA correspondente a Gja1 (gene da
conexina 43) no miocardio de caes utilizando a técnica de RT-PCR em

tempo real

A expressdao do mRNA é determinada pelo método semi-quantitativo (LlI;
WANG, 2000). O RNA celular total foi isolado de amostras de coragao utilizando o
reagente Trizol.

As amostras foram retiradas do freezer -80 graus Celsius e mantidas em
recipiente contendo nitrogénio liquido para que o RNA n&o fosse degradado. Foi
colocado 40 mg de tecido de miocardio de cada amostra analisada em eppendorfs
RNase free, adicionou-se 500 ul de trizol e macerou-se o tecido.

As amostras foram incubadas durante cinco minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se 100 ul de cloroférmio, procedeu-se a suave
homogeneizagdo e depois a incubagdo durante dois minutos em temperatura
ambiente. Centrifugou-se durante 20 minutos a 12.000 rpm a quatro graus Celsius.
O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf RNase free contendo 500 pl
de isopropanol gelado.

Ap06s incubagéo por 15 minutos no gelo, procedeu-se a centrifugagcédo durante
20 minutos a 12.000 rpm a quatro graus Celsius e posteriormente o sobrenadante foi
desprezado. Adicionou-se um mililitro de etanol 70% tratado com DEPC gelado,
centrifugou-se durante 10 minutos a 12.000 rpm a quatro graus Celsius e desprezou-
se o sobrenadante.

Procedeu-se entdo a secagem do pelet, que em seguida foi ressuspendido em
100 pl de
agua millig tratada com DEPC. Cada eppendorf foi submetido ao vortex durante 10
minutos e em seguida as amostras foram mantidas em freezer -80 graus Celsius.

O primer para PCR e o TagMan probe da conexina 43 foram elaborados
utilizando o programa Software Primer Express 1.0 (Applied Biosystems), a partir do

Genebank. O TagMan probe é marcado com um corante fluorescente reporter, FAM
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(6-carboxifluoresceina), na posicdo 5 final e um corante fluorescente quencher
TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina) na posicao 3’ final. A especificidade do
primer foi testada sobre condigcbes de PCR normal no préprio termociclador do
TagMan PCR quantitativo.

As reacbes de transcricdo reversa foram realizadas para cada amostra de
RNA em tubos de reagao MicroAmp utilizando o reagente TagMan de transcricao
reversa. Cada tubo de reagdao contém 3 ug de RNA total num volume de 40 pul
contendo tampéo TagMan RT 1X, MgCl, 5,5 mM, 500 uM de cada dNTP, 2,5 uM de
oligo-d(T)+e primers, inibidor de RNAse 0,4 U/ul e 1,25 U/ul de MultiScribe Reverse
Transcriptase. A reacdo de RT foi realizada a 25°C por 10 minutos, 48°C por 30
minutos e 95°C por 5 minutos. A mistura de reacao para a RT foi mantida a 4°C para
uso imediato da amplificacdo do PCR, ou estocada a -20 graus Celsius para uso
posterior.

O principio da detec¢cao do TagMan em tempo real € baseado na analise da
liberagdo do composto fluorogénico através da acédo 5’ nuclease (LIVAK et al., 1995;
GIBSON et al., 1996; HELD et al., 1996). Uma DNA polimerase termoestavel, a
AmpliTaq Gold, é utilizada para a amplificacdo do PCR em tempo real numa placa
com 96 pogos. Cada pogo contém 4ul de cada produto de PCR (300ng de RNA
total), Tampao A TagMan 1X, MgCL; 5,5 mM, 200 uM de dATP/dCTP/dGTP, 400 uM
dUTP, 200 nM dos primers (senso e antisenso), 100 nM dos probes TagMan,
0,01U/ml de AmpErase e 0,025 U/ul da DNA polimerase AmpliTag Gold em um
volume total de 50 pl.

Cada poco foi fechado com tampas MicroAmp Optical (Applied Biosystems),
seguido da completa mistura dos reagentes. Neste estudo as condigdes de
amplificagdo utilizadas sédo: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e corridos em 40
ciclos por 15 segundos a 95°C e 60°C por 1 minuto.

Todas as reagbes foram realizadas em um Gene Amp® 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) para as amostras analisadas, as quais foram
corridas em duplicata, utilizando um programa de detec¢do Sequence Detector V
1.6. O ARn e C; sdo médias de valores obtidos em cada reagao. A curva padréao foi
construida plotando os C; vs. a concentragao de cDNA.

O numero absoluto de cépias dos mRNA das conexinas em cada amostra, foi

calculado com base nos seus valores de C;. O numero absoluto de cépias do mRNA
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das conexinas foi normalizado ao do 18S para minimizar a variabilidade nos
resultados devido a diferengas na eficiéncia do RT e na integridade do RNA entre as
amostras testadas. Os resultados foram calculados de acordo com os calculos de
quantificagao relativa utilizando o 2*4°T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

O primer utilizado foi construido com software Primer express 2.0, utilizando

as sequéncias depositadas no Gene Bank. As sequéncias utilizadas foram:

Cx43: sense-Cx43 (L10387): 5'GTGCCGGCTICACTTTCATTAAGSI'; anti-sense -
Cx43 (L10388): 3'CCAAGGCGCTCCAGTCAS'. A probe utilizada para esse gene é
FAM-3'TCTGGGCACCTCTCTTT5'-NFQ e o tamanho do amplicon tem 65 pb.

Beta-actina: sense 5'AGATTACTGCCCTGGCTCCTAZ' e o anti-sense
3'CAAGTACTCTGTGTGGATTGGTGGS'. A probe usada é:
5'ACCATGAAGATCAAGATCAT3'.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o programa Graphpad Prism 3.0 (GraphPad
Software). As médias e as variancias foram submetidas a ANOVA. Diferencas

significativas foram consideradas a partir de p<0,05.
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5 RESULTADOS

A seguir, apresentamos os resultados referentes a avaliagdo dos animais
indenes, as alteracbes relacionadas diretamente a instituicdo da circulacao
extracorpérea e por fim a avaliagcdo dos animais indenes submetidos a técnica de
CEC.

5.1 AVALIACAO DOS ANIMAIS INDENES

Os animais indenes foram avaliados através das técnicas de

imunofluorescéncia, western blot e RT-PCR.

5.1.1 Imuno-localizagao da conexina 43

Foi observado que no miocardio dos animais saudaveis, a conexina 43 esta
presente principalmente na membrana citoplasmatica, pois esta proteina é
responsavel principalmente pela composicao das juncgdes intercelulares do tipo GAP.
A marcagao em verde corresponde a positividade para a conexina 43 enquanto que
0s nucleos das células apresentam-se puntiformes e marcados em vermelho pelo
iodeto de propideo. As imagens foram obtidas em microscépio equipado com
sistema de fluorescén cia.

A marcacéo da conexina 43 foi identificada em todas as regides avaliadas do
coragao, quais sejam septo interventricular, atrios direito e esquerdo e ventriculos
direito e esquerdo.

Aparentemente ocorre maior marcagdo da conexina 43 nas regides
correspondentes ao septo interventricular e aos ventriculos direito e esquerdo em
relacédo as regides correspondentes aos atrios direito e esquerdo.

O mesmo padrao de marcacao foi observado nas amostras de miocardio dos

cinco caes analisados (Figuras 4 a 8)



Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 4 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia de diferentes regidées do
miocardio de cdo saudavel (animal 1). (A) Ventriculo direito. (B) Atrio
direito. (C) Ventriculo esquerdo. (D) Atrio esquerdo. (E) Septo
interventricular. (F) Controle negativo da reagdo. As marcagdes em verde
representam positividade para conexina 43. Os nucleos estdo marcados
em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em microscépio
Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra de escala =
10 um
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 5 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia de diferentes regides do
miocardio de cdo saudavel (animal 2). (A) Ventriculo direito. (B) Atrio
direito. (C) Ventriculo esquerdo. (D) Atrio esquerdo. (E) Septo
interventricular. (F) Controle negativo da reagdo. As marcagdes em verde
representam positividade para conexina 43. Os nucleos estdo marcados
em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em microscopio
Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra de escala =
10 um
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 6 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia de diferentes regides do
miocardio de cdo saudavel (animal 3). (A) Ventriculo direito. (B) Atrio
direito. (C) Ventriculo esquerdo. (D) Atrio esquerdo. (E) Septo
interventricular. (F) Controle negativo da reacdo. As marcagdes em verde
representam positividade para conexina 43. Os nucleos estdo marcados
em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em microscopio
Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra de escala =
10 ym



Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 7 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia de diferentes regides do
miocardio de cdo saudavel (animal 4). (A) Ventriculo direito. (B) Atrio
direito. (C) Ventriculo esquerdo. (D) Atrio esquerdo. (E) Septo
interventricular. (F) Controle negativo da reagdo. As marcagdes em verde
representam positividade para conexina 43. Os nucleos estdo marcados
em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em microscépio
Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra de escala =

10 um



Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 8 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia de diferentes regiées do
miocardio de cdo saudavel (animal 5). (A) Ventriculo direito. (B) Atrio
direito. (C) Ventriculo esquerdo. (D) Atrio esquerdo. (E) Septo
interventricular. (F) Controle negativo da reacdo. As marcagdes em verde
representam positividade para conexina 43. Os nucleos estdo marcados
em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em microscopio
Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra de escala =

10 ym
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5.1.2 Western blot da conexina 43

Para avaliagdo da expressao da conexina 43, inicialmente procedeu-se a
extragdo das proteinas e em seguida desenvolveu-se a curva padrao de proteinas
para se estabelecer valores homogéneos de concentracdo das proteinas para todas
as amostras que foram corridas no gel por eletroforese.

A seguir apresenta-se curva padrdo de proteinas para western blot das
amostras das diferentes regides do miocardio dos cinco caes saudaveis analisados
(Figura 9) bem como os valores utilizados para o desenvolvimento da referida curva
(Quadro 1).

Curva padrao de Proteinas

0,6

0,5

04 4

0,3 4

0.2 4

Absorbancia

y =0,0512x +0,0009
o] Re = 0,9939

Figura 9 - Curva padrao de proteinas para western blot das amostras das diferentes
regides do miocardio dos cinco cdes saudaveis analisados.

Quadro 1 - Valores obtidos na padronizacado da curva utilizando albumina e Bradford

g/ pL 1 2 4 6 8 10

o|o

Absorbéncia 0,052 0,097 0,225 0,307 0,384 0,528

A seguir apresenta-se valores referentes a quantificacdo de proteinas das
amostras analisadas bem como sua concentragao de acordo com a curva padrao de

proteinas. (Quadro 2).
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Quadro 2 - Valores referentes a quantificacao de proteinas das amostras analisadas
bem como sua concentracdo de acordo com a curva padrédo de proteinas.
(1,2,3,4,5) Animais analisados. (Se) Septo interventricular. (AD) Atrio
direito. (AE) Atrio esquerdo. (VD) Ventriculo direito. (VE) Ventriculo
esquerdo.

Amostras | Absorbancia Concentragao pg/ pL
1Se 0,530 10,33
1AD 0,526 10,26
1vD 0,537 10,47
1AE 0,533 10,39
1VE 0,568 11,08
2Se 0,570 11,12
2AD 0,559 10,90
2VD 0,573 11,17
2AE 0,566 11,04
2VE 0,572 11,15
3Se 0,579 11,29
3AD 0,560 10,92
3vD 0,576 11,23
3AE 0,570 11,12
3VE 0,562 10,96
4Se 0,586 11,43
4AD 0,566 11,04
4VD 0,577 11,25
4AE 0,560 10,92
4VE 0,565 11,02
5Se 0,508 9,90
5AD 0,567 11,06
5VD 0,581 11,33
5AE 0,568 11,08
5VE 0,576 11,23
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Apos realizacdo do western blot procedeu-se a analise densitométrica da
referida conexina e da banda correspondente a marcagao no gel de poliacrilamida
com o objetivo de se analisar a expressao relativa da conexina 43.

A conexina 43 apresentou marcacdo em todas as regibes avaliadas do
coragao, quais sejam septo interventricular, atrios direito e esquerdo e ventriculos
direito e esquerdo. Identificamos tal marcacdo de acordo com a altura
correspondente ao marcador de peso molecular Kaleidoscope®® utilizado nas
reacoes.

Foi observado que no miocardio dos animais saudaveis, a conexina 43
apresenta uma marcagao mais intensa nas regides correspondentes ao septo
interventricular e ventriculos direito e esquerdo em comparagdo a marcagao das
regides correspondentes aos atrios direito e esquerdo.

O mesmo padrao de marcacao foi observado nas amostras de miocardio dos

cinco caes analisados (Figuras 10 a 14).

46 Kaleidoscope Prestained Standards - Bio-Rad
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 10- Western blot da expressao da proteina (conexina 43). Foi colocado 100
Mg de proteina em cada well. (A) Membrana de PVDF. (B) Gel de
poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso molecular Kaleidoscope. (Se)
septo interventricular. (AD) atrio direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio
esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel

(animal 1).
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 11 - Western blot da expressao da proteina (conexina 43). Foi colocado 100
Mg de proteina em cada well. (A) Membrana de PVDF. (B) Gel de
poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso molecular Kaleidoscope. (Se)
septo interventricular. (AD) atrio direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio
esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel

(animal 2).
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 12 - Western blot da expressao da proteina (conexina 43). Foi colocado 100
Mg de proteina em cada well. (A) Membrana de PVDF. (B) Gel de
poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso molecular Kaleidoscope. (Se)
septo interventricular. (AD) atrio direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio
esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel

(animal 3).
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 13 - Western blot da expressao da proteina (conexina 43). Foi colocado 100
Mg de proteina em cada well. (A) Membrana de PVDF. (B) Gel de
poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso molecular Kaleidoscope. (Se)
septo interventricular. (AD) atrio direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio
esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel

(animal 4).
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 14 - Western blot da expressao da proteina (conexina 43). Foi colocado 100
Mg de proteina em cada well. (A) Membrana de PVDF. (B) Gel de
poliacrilamida 13%. (K) marcador de peso molecular Kaleidoscope. (Se)
septo interventricular. (AD) atrio direito. (VD) ventriculo direito. (AE) atrio
esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras de miocardio cao saudavel

(animal 5).
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A seguir apresenta-se grafico referente a analise densitométrica da expressao
relativa da Cx43 (Figura 15).

7.5+
[1Septo

I AD
E=JAE

Senpto VD VE AD AE

Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 15 - Comparacéao entre as médias das densidades relativas da expressao da
conexina 43 entre as diferentes regides analisadas pela técnica de
western blot (Septo) septo interventricular. (AD) atrio direito. (VD)
ventriculo direito. (AE) atrio esquerdo. (VE) ventriculo esquerdo. Amostras
de miocardio dos caes saudaveis.

Na analise de variancias (ANOVA) os dados referentes a expressao da Cx43

nas diferentes regides do miocardio ndo diferiram entre si.

5.1.3 RT-PCR em tempo real - Expressdao do mRNA da conexina 43

A determinagcdo da expressdao do mRNA correspondente a Gja1l (gene da
conexina 43) no miocardio de caes saudaveis foi obtida utilizando a técnica de RT-

PCR em tempo real. A seguir ilustra-se grafico relativo a amplificacdo das amostas
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de miocardio dos caes indenes nao submetidos a CEC - genes 18S e Gja1 (gene da

conexina 43) (Figura 16).
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 16 - Grafico relativo a amplificacdo das amostas de miocardio dos cées
indenes nao submetidos a CEC. Genes 18S e Gja1 (gene da conexina
43)

Duas amostras ndo foram amplificadas, quais sejam a amostra referente a
regido do atrio direito do animal 4 e a amostra do septo do animal 5, provavelmente
devido a uma degradagdao do RNA destas amostras. A seguir ilustra-se grafico
relativo a expressdao do mRNA correspondente a Gja1 (gene da conexina 43) das

diferentes regides do miocardio de caes saudaveis (Figura 17).
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Fonte: (SANTOS, A. L. S., 2008).

Figura 17 - Grafico relativo a expressao do mRNA correspondente a Gja1 (gene da
conexina 43) das diferentes regides do miocardio de cédes saudaveis. Em
azul ilustra-se a média referente a cada regido e em vermelho o desvio
padrdo. Utilizamos o septo para comparagao entre as regides.

Na analise de variancias (ANOVA) os dados referentes a expressdo do mRNA

nas diferentes regides do miocardio n&o diferiram entre as regides analisadas.

5.2 AVALIACAO DOS ANIMAIS INDENES SUBMETIDOS A CEC

A intervencgao cirurgica foi realizada sem intercorréncias. A seguir apresentam-
se as alteragdes, relacionadas diretamente a instituicdo da CEC, em parametros

avaliados que nao constituiram diretamente o escopo da presente dissertacao.

5.2.1 Avaliagao das alteracdes ocasionadas pela CEC

Com relagao a oxigenacao, verificou-se queda tanto nos valores da pressao

parcial de oxigénio no sangue arterial (PaO;) quanto nos valores da presséo parcial
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de oxigénio no sangue venoso (PvO,), principalmente entre os momentos T1 e T2,
em todos os animais.

Avaliando-se a ventilacdo, foi observado aumento tanto nos valores da
pressao parcial de dioxido de carbono no sangue no sangue arterial (PaCO;) quanto
nos valores da pressao parcial de didxido de carbono no sangue venoso (PvCO,),
principalmente entre os momentos T1 e T2, em todos os animais.

Houve diminuicdo dos valores do pH (concentracdo do ion hidrogénio) e
aumento dos valores do ion bicarbonato (HCO3;) no sangue arterial entre os
momentos T1 e T2, em todos os animais.

Com relacao aos eletrélitos séricos, houve diminuicdo do potassio entre os
momentos T1 e T2, em todos os animais. Ja o sédio (Na) e o calcio (Ca) ionizado
apresentaram pequena variagao entre os momentos analisados.

A freqUéncia cardiaca (FC) aumentou entre os momentos TO e T1 e diminuiu
entre os momentos T1 e T2, em todos os animais. Ja a freqléncia respiratdria dos
animais ndo apresentou alteracdes uma vez que os animais estavam em intubagao
oro-traqueal com ventilagao controlada antes, durante e apods a aplicagao da CEC.

A presséao arterial média (PAM) permaneceu praticamente constante durante
todo procedimento, devido ao uso da maquina de CEC e posteriormente devido a
correta manutencao da volemia inicial dos animais.

Verificou-se trombocitopenia e diminuicdo do hematécrito e da dosagem de
proteinas séricas totais entre os momentos TO e T1.

As concentragbes séricas de glicose estiveram aumentadas entre os

momentos TO e T1 e, em seguida, diminuiram entre os momentos T1 e T2.

5.2.2 Imuno-localizacao da conexina 43 no miocardio de caes indenes
submetidos a CEC

Foi observado que no miocardio dos animais saudaveis submetidos a CEC, a
conexina 43 esta presente principalmente na membrana citoplasmatica, pois esta
proteina é responsavel principalmente pela composigdo das jungdes intercelulares
do tipo GAP. A marcagao em verde corresponde a positividade para a conexina 43

enquanto que os nucleos das células apresentam-se puntiformes e marcados em
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vermelho pelo iodeto de propideo. As imagens foram obtidas em microscopio
equipado com sistema de fluorescéncia.

A marcagao da conexina 43 foi identificada em todos os momentos avaliados,
porém aparentemente ocorre uma diminuicdo da marcacdo da conexina 43
principalmente entre os momentos T1 e T2.

O mesmo padrdao de marcacao foi observado nas amostras de miocardio
desses caes, com excegcao do momento T2 no animal 1, que praticamente nao
apresentou marcacao para a Cx43.

A seguir ilustra-se fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do

miocardio de caes saudaveis submetidos a CEC (Figuras 18 a 22)
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Figura 18 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de céao
saudavel submetido a CEC (animal 1). (A) Momento TO. (B) Momento
T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reagao. As marcagdes em
verde representam positividade para conexina 43. Os nucleos estédo
marcados em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em
microscopio Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra
de escala =10 ym



66

Figura 19 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de cao
saudavel submetido a CEC (animal 2). (A) Momento T0. (B) Momento
T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reacédo. As marcagdes em
verde representam positividade para conexina 43. Os nucleos estdo
marcados em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em
microscopio Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra
de escala =10 ym
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Figura 20 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de céo
saudavel submetido a CEC (animal 3). (A) Momento T0. (B) Momento
T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reagdo. As marcagdes em
verde representam positividade para conexina 43. Os nucleos estao
marcados em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em
microscopio Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra
de escala =10 um
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Figura 21 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de cao
saudavel submetido a CEC (animal 4). (A) Momento TO. (B) Momento
T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reagdo. As marcagdes em
verde representam positividade para conexina 43. Os nucleos estao
marcados em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em
microscopio Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra
de escala =10 ym
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Figura 22 - Fotomicrografias referente a imunofluorescéncia do miocardio de cédo
saudavel submetido a CEC (animal 5). (A) Momento TO. (B) Momento
T1. (C) Momento T2. (D) Controle negativo da reac&o. As marcagdes em
verde representam positividade para conexina 43. Os nucleos estao
marcados em vermelho pelo iodeto de propideo. Imagem obtida em
microscopio Nikon E-800, equipado com sistema de fluorescéncia. Barra
de escala =10 um
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5.2.3 Western blot da conexina 43 e RT-PCR em tempo real - expressao do
mRNA da conexina 43

Para avaliagdo da expressao da conexina 43, inicialmente procedeu-se a
extracdo das proteinas e em seguida desenvolveu-se a curva padrdao de proteinas
para se estabelecer valores homogéneos de concentragdo das proteinas para todas
as amostras que foram corridas no gel por eletroforese.

Para a determinacao da expressdao do mRNA correspondente a Gja1 (gene da
conexina 43) no miocardio de caes saudaveis submetidos a CEC foi realizado
inicialmente a extracdo do RNA das amostras obtidas nos diferentes momentos.

Os métodos utilizados para a extragcao de proteinas e para a extragao de RNA
foram idénticos aos realizados para os animais indenes ndo submetidos a CEC, no
entanto, ao realizarmos a quantificagcdo das amostras, ndao obtivemos valores
desejaveis para a realizagdo do western blot e do RT-PCR. Uma vez que a bidpsia
do miocardio foi realizada em momentos no transcorrer da intervengéo cirurgica, néo
pudemos colher grande quantidade de tecido para cada amostra, e sendo assim,
nao tivemos material suficiente para realizar nova extragdao de proteinas. A
quantidade necessaria para essa extragao seria de 80 mg de tecido do miocardio,
sendo 40mg para se extrair as proteinas e 40 mg para se extrair o RNA, conforme
descrito nos itens 4.3.2 € 4.3.3.

Nao pudemos repetir as intervengdes cirurgicas para a execugao de CEC por
duas horas e circulagao espontanea por uma hora em outros caes provenientes de
Centros de Controle de Zoonoses localizados em municipios proximos da Grande

Sao0 Paulo, de acordo com a lei estadual 11.977.
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6 DISCUSSAO

A intervencdo cirurgica utilizando a circulagdo extracorpérea em caes é
tecnicamente exequivel, desde que obedecidas regras basicas relacionadas ao
procedimento em questdo, ou seja, antes, durante e apds a utilizagdo da CEC
(KWASNICKA, 2003). Ainda assim, sua implantagdo pode ser considerada um
procedimento seguro e facilmente aplicado, conforme relatado por Orton (1994) e
Freitas (2004).

Além do conhecimento da anatomia e fisiologia do sistema cardiovascular é
necessario a presenga de uma equipe cirurgica (cirurgido, perfusionista, anestesista,
auxiliares e intensivistas) devidamente treinada e principalmente familiarizada com o
procedimento da CEC para se obter resultados satisfatorios (KLEMENT et al.,
1987a; ORTON et al., 1994; FREITAS, 2004; HUNT, 2005).

A toracotomia intercostal direita utilizada nesse estudo €& considerada
preferencial em caes para a maioria dos procedimentos cirurgicos (ORTON, 1994).
Tal acesso promove a exposi¢ao cirurgica das veias cava caudal e cranial, veia
azigos, auricula direita, atrio direito e a principal por¢géo do ventriculo direito. Tanto o
nervo vago quanto o nervo frénico também sao visualizados (ANDERSON, 1993;
EVANS; DELAHUNTA, 2001) e constituem estruturas anatdmicas que merecem
cuidado durante o procedimento cirurgico.

Em pacientes humanos, as intervengdes cirurgicas que requerem o uso da
CEC sao realizadas através de esternotomia mediana, sendo a drenagem
processada pelo atrio direito e a perfusédo pela artéria aorta (COOLEY, 1984). Em
caes, entretanto, a toracotomia intercostal seguida da canulagéo do atrio direito e da
artéria femoral esquerda (contra-lateral) para perfusao € melhor tolerada, simplifica o
campo cirurgico e minimiza as complicagdes associadas a canulagcédo e perfuséo
pela delicada artéria aorta (KLEMENT et al.,, 1987a; ORTON, 1994). Observamos
que a artéria aorta em caes é relativamente mais friavel em relacdo a dos humanos,
ou seja, a utilizacdo desta aumentaria o risco de rupturas e certamente
comprometeria o resultado de nossa pesquisa.

Embora existam trabalhos na literatura que referem o uso da esternotomia
mediana (ORTON et al., 2001; HIRAO et al., 2003), Klement et al. (1987b) em

estudo sobre intervengao cirurgica visando a substituicdo da valva mitral, postula
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que no periodo pds-operatério, os animais da espécie canina parecem ser mais
tolerantes a toracotomia intercostal em relagao a esternotomia mediana.

No tocante a anestesia, ndo houve intercorréncias durante o ato operatério
dos animais analisados no presente estudo. Embora tenhamos buscado tanto o
emprego de estratégias protetoras ao parénquima pulmonar (AMATO et al., 1995;
SCHREITER et al., 2000) quanto o de manobras de recrutamento (LAHMANN, 1992;
VALENTE BARBAS, 2003) visando otimizar-se a ventilagdo e os parédmetros de
oxigenagao, verificamos a presencga de injuria pulmonar como alteragdo decorrentes
da CEC.

De acordo com Holmberg (1998), em medicina veterinaria, tanto o
equipamento (maquina) quanto o material utilizado na implantacdo da CEC é o
mesmo utilizado na espécie humana, sem qualquer modificagdo. No entanto,
existem particularidades que devem ser levadas em consideracdo durante a
monitorizacdo do cao e do equipamento, visando a correta execugao da técnica
(KWASNICKA, 2003).

Os circuitos da CEC, ou seja, o conjunto de tubos e conectores que fazem a
interligacédo entre o oxigenador, as bombas propulsoras e o paciente, permitindo a
realizacdo dos procedimentos de perfusdo (SOUZA; ELIAS, 1995; TEIXEIRA, 1997)
devem ser escolhidos de acordo com a previsdo do fluxo teorico, peso e superficie
corpdrea do paciente.

Tanto a cénula venosa (responsavel pela drenagem do sangue venoso do
atrio direito do cado para o reservatério venoso) quanto a canula arterial (utilizada
para reinfundir o sangue oxigenado pela artéria femoral), mostraram-se satisfatorias
quando utilizadas nos caes de nosso trabalho apesar de terem sido desenvolvidas
para o uso em pacientes humanos,. Nao observamos a formacdo de émbolos pelo
sistema de tubos da maquina de CEC em nosso estudo, a semelhanga do que fora
relatado anteriormente por Freitas (2004).

Contudo, face as variagcdes anatdmicas de didmetro dos vasos, em caes com
peso muito proximo leva-nos a sugerir a necessidade de estudos anatdémicos para
padronizar melhor as canulas a serem utilizadas em medicina veterinaria.

No que diz respeito a heparinizagdo do paciente, realizada previamente a
canulacédo e inicio da circulagao extracorpoérea, nao tivemos intercorréncias. Embora
Klement et al. (1987a) e Orton (1994) tenham realizado em seus estudos a

administracdo de heparina sodica na dose de 3 mg/kg, utilizamos dose
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correspondente a 1 mg/kg por observarmos que a resposta a heparina sofre grande
variacao individual, e além disso, 0 excesso na sua administragao é prejudicial ao
paciente, indo de encontro ao relatado por Kwasnicka (2003). O tempo de
coagulagao ativado deve ser avaliado periodicamente, ndo podendo ser inferior a
480 segundos.

A utilizacdo de solugdo cristaldide, do tipo ringer com lactato, no
preenchimento do circuito de CEC para hemodiluicdo dos animais neste experimento
nao apresentou inconvenientes, corroborando com os relatos de outros autores
(KLEMENT et al., 1987a,b; ORTON, 1994; MONET et al., 1996; KWASNICKA, 2003;
FREITAS, 2004).

No século passado, a alta taxa de mortalidade, variando entre 25 a 50%, foi
considerada a razdo mais comum pelo fato da circulagdo extracorpérea ainda nao
ser satisfatoriamente garantida em medicina veterinaria. (KLEMENT et al., 1987b;
EYSTER, 1988; EYSTER et al., 1993). Posteriormente, alguns estudos relatam
sucessos nas intervengdes cirurgicas realizadas com o uso da CEC (ORTON et al.,
2001; BORESTEIN et al., 2004; HIRAO et al., 2004; TAKASHIMA et al., 2007;
TAKASHIMA et al., 2008). Mesmo assim, diversos estudos referem-se as alteragdes
ocasionadas pela circulacdo extracorporea no organismo do paciente, a seguir
discutidas.

No que se refere a pressao parcial de oxigénio, embora no momento TO tenha
se verificado um aumento da PaO,, em fungdo do inicio da ventilagao assistida,
quando a fragao inspirada de O, é superior a 21%, (MASSONE, 1994), a diminuicao
dos niveis de O, no sangue arterial e venoso promove uma deficiente oxigenagao,
sendo que tal observagcdo vai ao encontro a Klement (1987a); Bunitian (1990);
Polese et al. (1997) e Freitas (2004). Tal parametro € vital para o organismo, uma
vez que O organismo nao € capaz de suportar grandes variagdes em seu valor. A
hemolise ocasionada pelo oxigenador de membrana também influencia na
diminuicao dos niveis de O,.

A insuficiente ventilagdo pulmonar pode justificar a elevagdo dos niveis de
CO, verificada no sangue arterial e venoso, conforme identificado em estudos
anteriores (NIEMAN et al., 1999; LIU et al., 2000; FREITAS, 2004). Os altos valores
de PaCO, podem estar relacionados a maior concentracdo de catecolaminas
circulantes e em consequéncia disso, maior incidéncia de alteracbes cardiacas
(FANTONI; CORTOPASSI, 2002). Tal alteragcdo nos valores da PaCO, sao
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esperadas e verificadas em pacientes submetidos a CEC, conforme relatado por
Klement et al. (1987a); Bunitian (1990); Polese et al. (1997) e Freitas (2004).

Outra alteragdo decorrente da ma ventilagcdo pulmonar é a queda do pH,
promovendo uma acidose respiratéria, de acordo com relatos de Komtebedde
(1993); Sant’ana e Lucchese (1994) e Freitas (2004). Estudo em condigbes de
hipotermia experimental, o pH alcalino mostrou-se benéfico para a manutencao dos
orgaos (KLEMENT et al., 1987a). Nesse mesmo estudo, o autor nido identificou
presenca de alteracdes pulmonares.

No que diz respeito aos eletrélitos séricos, o ion potassio sofreu decréscimo
consideravel, a semelhanca do relatado por Mactinre (1997) e Holmberg (1998),
enquanto que o calcio ionizado apresentou um decréscimo menor. A reducdo da
concentracdo de calcio ionizado pode deprimir a fungdo do miocardio, sendo que
essa depressao deve ser revertida pela administracao de calcio (KOMTEBEDDE,
1993; TCHIKAWA, 1998).

A variacao na frequéncia cardiaca indica ser este um parametro fundamental,
que deve ser constantemente monitorado. Komtebedde (1993) observou em seu
estudo a presenca de arritmias como contragcdo ventricular prematura, taquicardia
ventricular além da elevagao do segmento ST.

Uma vez que os animais desse estudo foram submetidos a ventilagao
controlada antes, durante e apds a aplicagcdo da circulagdo extracorpoérea, nao
observamos alteragdes significativas referentes a frequéncia respiratéria, indo ao
encontro a Klement et al. (1987a); Orton et al. (2001) e Freitas (2004). No entanto,
Klement et al. (1987b) verificou em seu estudo a presenga de embolia pulmonar.

A pressao arterial média (PAM) permaneceu praticamente constante durante
todo procedimento, devido ao uso da maquina de CEC (por meio da qual o
perfusionista pode proporcionar aumento ou diminuicdo da referida pressao) e
posteriormente devido a correta manutencao da volemia inicial dos animais. Caso a
manutencdo da pressao arterial seja dificil para o organismo, faz-se necessario o
suporte terapéutico através de farmacos vasoativos, objetivando restabelecer o
equilibrio hemodinamico do paciente (ORNSTEIN et al., 1998).

A trombocitopenia justifica-se pelo traumatismo decorrente da passagem de
sangue pelos tubulos do sistema de CEC. Entre outras altera¢des verificadas
destacam-se a hemodlise, anemia (KOMTEBEDDE, 1993) e a hemorragia (KLEMENT

et al., 1987b; ORTON, 1994). O procedimento cirurgico, os componentes do circuito
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da CEC, tipo e duracao da perfusao, o uso da sucgao por cardiotomia, a técnica de
priming, e hipotermia constituem as principais causas dos disturbios na hemostasia.
Dias apos a CEC, a imunidade celular do cdo ainda encontra-se suprimida, e por
essa razdo, o uso de antibidticos profilaticos é altamente recomendado (KLEMENT
et al., 1987a).

O aumento nas concentragdes séricas de glicose por nds observado esta
associado a CEC em diversos estudos presentes na literatura compilada. A
hiperglicemia tem sido encontrada como ocorréncia em criangas submetidas a CEC
(BANDALI et al.,, 2003). Fatores hormonais e metabdlicos permitem o
desenvolvimento da hiperglicemia durante a CEC, mas esta depende também da
quantidade de glicose infundida durante o procedimento (BRADEN et al., 1998). Os
niveis de glicose sérica devem ser mensurados rotineiramente, durante e apds a
CEC (DOBBS et al, 1997). A hiperglicemia durante a CEC aumenta
significantemente ao niveis de lactato cerebral, sem no entanto alterar o
metabolismo cerebral, o seu fluxo sanguineo e o pH do fluido cerebroespinhal
(FEERICK et al., 1995). A funcao pancreatica endocrina e exdcrina sao influenciadas
pela CEC, ou seja, ocorrem alteragdes patofisiologicas (WANG et al., 1998). As
células endoteliais do sinusdide hepatico sao essenciais a regulagao da circulagao
sanguinea no sinusoide. Ha uma funcéo diminuida destas células durante e apos a
CEC (OKANO et al., 2002).

Embora hemodiluicdo proteja a integridade renal tubular e aumente a fungao
renal, Klement et al. (1987a) observaram alteragao na funcao renal.

Em 1977, Kajihara et al. descreveram alteragdes ultra-estruturais no miocardio
de caes apés a instituigdo da circulagao extracorpoérea. A hemorragia subendocardial
foi comumente identificada em ambos os ventriculos, porém aparece inicialmente e
mais severamente no ventriculo direito em relagcéo ao ventriculo esquerdo.

Mister se faz frisar, evidentemente, que o sucesso da técnica de circulagao
extracorpérea depende de uma minuciosa e cuidadosa monitorizagdo do paciente
durante e apds a intervencao cirurgica. Klement et al. (1987a) postulam que a
monitoragcdo cardiaca, respiratoria, renal e da fungcdo neurolégica antes, durante e
depois da cirurgia permitira que a CEC possa ser feita com uma minima mortalidade
e morbidade.

Apesar dos diversos estudos relatando as alteragdes ocasionadas pela CEC,

as informagdes sobre sua aplicacdo em animais domésticos, principalmente nos
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caes, ainda sao genéricas e esparsas (KWASNICKA, 2003) Assim, torna-se
fundamental e necessario a realizacdo de novos estudos multidisciplinares para se
avaliar cada particularidade da técnica de circulagao extracorporea, solucionando ou
pelo menos minimizando seus efeitos deletérios ao organismo do paciente.

Dentro desse contexto, nos propusemos ao estudo da conexina 43, proteina
presente em diversos tecidos, inclusive no miocardio e responsavel pela formagao
das jungdes intercelulares do tipo gap.

O objetivo inicial do presente estudo consistia em estabelecer as possiveis
modificacdes, alteragdes da conexina 43 em animais da espécie canina quando
submetidos a técnica de circulagdo extracorporea. No entanto, verificamos a
importancia e a necessidade em realizar-se previamente o estudo da referida
proteina (Cx43) no miocardio de cdes indenes, através de imunofluorescéncia,
western blot e RT-PCR, objetivando uma padronizagdo da mesma. Segundo Severs
et al. (2003) as jungcbes gap no coragao variam em tamanho, abundancia,
distribuicdo e se compde de acordo com sua localizacdo nos diferentes tecidos
miocardicos.

A andlise da imunofluorescéncia das regides do miocardio dos animais
saudaveis, observamos a marcagao da Cx43 em todas as regides. No entanto,
aparentemente ocorre maior marcagdo da referida conexina nas regides
correspondentes ao septo interventricular e aos ventriculos direito e esquerdo em
relacédo as regides correspondentes aos atrios direito e esquerdo. Vozzi et al. (1999)
e Severs et al. (2003) referem que na maioria dos mamiferos, incluindo o homem, a
Cx43 é expressa tanto nos ventriculos quanto nos atrios. Porém a Cx40 é
abundantemente expressa na maioria dos cardiomiécitos atriais, estando co-
localizada com a Cx43. Tanto no ventriculo quanto no atrio de humanos, a Cx45
esta presente em pequena quantidade, apresentando niveis maiores nos atrios. Os
miécitos do nd sinoatrial também expressam a Cx45, assim como os do né
atrioventricular. Ja os cardiomiocitos do sistema de condugdo His-Purkinje
expressam a Cx40.

Curiosamente, ao analisarmos o resultado do western blot e do RT-PCR
realizado para cada animal indene avaliado, as regides correspondentes ao septo
interventricular, ventriculos e atrios ndo apresentaram diferenga significativa na
expressao, indo ao encontro da informagcao de Severs et al. (2003), de que estudos

apontam que a conexina nado apresenta uma variacdo randdémica, sendo as
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conexinas do coracdao (Cx43, Cx40 e Cx45) expressas em combinagdes
caracteristicas e quantidades relativas.

Por outro lado, a alta varidncia observada em nossos resultados pode ser
devido ao efeito animal, uma vez que no presente estudo, foram utilizados caes sem
raca definida, diferentemente de estudos que utilizam animais isogénicos. Dentro
desse contexto, ao analisarmos individualmente o western blot de cada animal,
observamos que existe uma tendéncia com relagao a expressao relativa da conexina
43, ou seja, a presenga de uma marcagado mais intensa nas regides correspondentes
ao septo interventricular e ventriculos direito e esquerdo em comparacdo a
marcagao das regides correspondentes aos atrios direito e esquerdo, corroborando
com os achados da imunofluorescéncia.

Dentre os trabalhos na literatura perquerida, encontramos dois estudos
realizados em pacientes humanos que correlacionaram a instituicdo da circulacao
extracorpérea com as conexinas, objetivando-se identificar as provaveis alteragdes
das proteinas (YEH et al., 2002; PAVLOVIC et al., 2006).

Durante a isquemia cardiaca, segundo Huang et al. (1999) ocorre modificagao
na distribuicdo e na concentracdo da conexina 43, sendo a perda da proteina
heterogénea e a desfosforilagdo ocorrendo apés uma hora de isquemia. Na
insuficiéncia cardiaca congestiva humana ocorrem alteragdes quantitativas na
expressao da conexina bem como uma reducdo dos niveis ventriculares da Cx43
(SEVERS et al., 2003). Em estudo realizado em 2007, por Lin et al. (2007), verificou-
se alteracao na restauracéo e distribuicdo da Cx43 apds a isquemia do miocardio em
animais da espécie canina.

Modificacdes na fosforilagcdo e na localizagao da conexina 43 podem contribuir
para disfungdo nas jungdes do tipo gap, diminuigdo na velocidade de condugao e
também para arritmias (SEVERS et al., 2003; AKAR et al., 2004). No mesmo ano,
Poelzing e Rosembaum demonstraram que uma redug&o na expressao da conexina
43 produz desunido entre as camadas musculares transmurais promovendo uma
condugao mais lenta e uma dispersao de repolarizacao entre a camada epicardica e
as camadas miocardicas mais profundas. Entretanto, a forma da expressao da
conexina 43 pode contribuir potencialmente para a ocorréncia de arritmias em
animais cardiopatas.

A permeabilidade dos canais das jungdes gap € regulada por alteragdes

especificas na composicao id6nica citosdlica, fosforilagdo e na voltagem



78

transjuncional. Peracchia (2003) em seu estudo sugere que o aumento na
concentracdo de calcio rapidamente promove o fechamento do canal, porém a
concentragdo que ativa o canal ainda é incerta. Com relagdo ao pH, nas ultimas
duas décadas varios estudos aceitam que a acidificagcao citosdlica das células
promove uma diminuigdo nas jungdes gap. Concordamos com o autor supracitado,
uma vez que em nossa pesquisa, os animais submetidos a CEC apresentaram uma
diminuicdo nos valores do pH e as regides do miocardio estudadas apresentaram
uma menor expressdo da conexina 43, ao analisarmos as fotomicrografias
referentes a imunofluorescéncia.

Em 2004, Freitas verificou durante a avaliagdo ultra-estrutural do musculo
cardiaco de caes submetidos a CEC por duas horas e reperfusao por uma hora, a
presencga de figuras de mielina indicativas de degeneragao de organelas. Este grau
de injuria, ao ponto comprometer as organelas, pode influenciar diretamente a
sintese das conexinas, ao analisarmos o ciclo de vida de uma conexina (LAIRD,
2004).

Como mencionamos anteriormente, as arritmias podem ser observadas entre
os animais submetidos a CEC (KOMTEBEDDE, 1993), sendo que tais disturbios
podem ser decorrentes da diminuicao da expressao da conexina 43. Tal teoria pode
ser comprovada em estudos realizados em humanos portadores de insuficiéncia
cardiaca, nos quais foi reportado uma reducao na expressdo da Cx43 de 50% em
relacdo ao valor normal (DUPONT et al., 2001; KITAMURA et al., 2002; KOSTIN et
al., 2003; KOSTIN et al., 2004; FALCAO et al., 2007). Posteriormente, no ano de
2007, Falcao et al. conduziram estudo em caes demonstrando que a reducido na
Cx43 pode contribuir para a ocorréncia de disturbios de condugdo. Uma das
limitagbes do presente estudo é o fato de nédo termos conseguido obter resultados
referente as técnicas de western blot e RT-PCR, o que poderia confirmar a teoria
sugerida.

Dois estudos semelhantes ao nosso, porém realizados em pacientes
humanos, corroboram com os resultados encontrados nos caes submetidos a CEC.
Em 2002, Yeh et al. verificaram uma diminuicdo das conexinas acompanhadas por
uma redugao nas jungdes do tipo gap em cardiomiocitos do ventriculo direito de 21
pacientes operados com a utilizacdo da circulacdo extracorpérea. Foram analisadas
as trés conexinas (Cx40, Cx43 e Cx45) por imunofluorescéncia e western blot.

Estudo semelhante a este, realizado em 2006, por Pavlovic et al., avaliou 16
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criancas submetidas a cirurgia cardiaca corretiva, verificando uma diminui¢cdo da
expressao da Cx43 atrial durante a CEC e por outro lado, ndo observando nenhuma
modificacdo na expresséo da Cx40 atrial durante o mesmo periodo de CEC.

Através deste estudo verificamos a importancia da conexina 43 no miocardio
dos caes e pudemos perceber que a referida proteina encontra-se intimamente
relacionado aos processos fisioldgicos e fisiopatoldégicos no coracdo saudavel ou
doente. Novas pesquisas deverao ser conduzidas no intuito de se estudar melhor as
alteracbes, tanto da conexina 43, quanto das conexinas 40 e 45 presentes no
miocardio de caes, quando da instituicdo da circulacdo extracorpérea. Para tal fim,
aguardamos a normatizagdo de uso de caes de biotério a fim de prosseguirmos

nessa linha de investigagéo.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou-nos concluir que:

- em caes indenes nao operados, a expressao da conexina 43 apresenta localizagao
em todas as regides estudadas, septo interventricular, ventriculos direito e esquerdo,
atrios direito e esquerdo, ndo apresentando diferenga significativa com relagdo a

expressao entre as mesmas.

- em caes submetidos a circulagao extracorpérea, de acordo com a analise realizada
por imunofluorescéncia, a conexina 43 no miocardio apresenta-se diminuida,

principalmente apés duas horas do procedimento.

- a circulacdo extracorpérea por duas horas com uma hora de restauracdo da
circulagdo espontanea é técnica exequivel, porém determina sérias alteracbes

clinicas e induz a processos patolégicos nos organismos de caes.
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