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O Tabagismo Esta Associado com a Remodelacao de Juncoes
Comunicantes no Coracao de Ratos: Explicacao do Paradoxo dos
Fumantes?

Smoking is Associated with Remodeling of Gap Junction in the Rat Heart: Smoker’s Paradox Explanation?

Rosangela Novo', Cristiana M. Freire’, Sergio Felisbino?, Marcos F. Minicucci’, Paula S. Azevedo’, Leonardo A. M.
Zornoff', Sergio A. R. Paiva’

Faculdade de Medicina de Botucatu'; Instituto de Biociéncias de Botucatu?, Botucatu, SP — Brasil

Resumo

Fundamento: Em estudo anterior, utilizando o modelo de ratos, a exposicao a fumaca do cigarro durante 5 semanas
aumentou a sobrevida apés IAM, apesar da idade similar e tamanho do infarto entre fumantes e nao fumantes, e da
auséncia de reperfusao.

Objetivo: Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos da exposicao a fumaca do cigarro sobre
a intensidade, distribuicao ou fosforilacao da conexina 43 no coracgao de ratos.

Métodos: Ratos Wistar, pesando 100 g, foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos: 1) Controle (n = 25); 2)
Expostos a fumaca do cigarro (ETS), n = 23. Depois de 5 semanas, foram conduzidas anélise morfométrica do ventriculo
esquerdo, imuno-histoquimica e Western blot para conexina 43 (Cx43).

Resultados: A fracao do volume de coldgeno, as areas transversais e o peso ventricular nao foram estatisticamente
diferentes entre os grupos controle e ETS. O grupo ETS apresentou uma coloracao de menor intensidade da Cx43 em
discos intercalados (Controle: 2,32 + 0,19; ETS: 1,73 = 0,18; p = 0,04). A distribuicao da Cx43 em discos intercalados
nao diferiu entre os grupos (Controle: 3,73 + 0,12; ETS: 3,20 = 0,17; p = 0,18). Os ratos do grupo ETS mostraram um
nivel maior de forma desfosforilada da Cx43 (Controle: 0,45 = 0,11; ETS: 0,90 + 0,11; p = 0,03). Por outro lado, o Cx43
total nao diferiu entre os grupos de controle e ETS (Controle: 0,75 = 0,19; ETS: 0,93 = 0,27; p = 0,58).

Conclusao: A exposicao a fumaca do cigarro resultou na remodelacao das jungdes comunicantes cardiacas, caracterizada
por alteragoes na quantidade e fosforilacao da Cx43 em coragoes de ratos. Essa constatacao pode explicar o paradoxo
dos fumantes observado em alguns estudos (Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):274-280).

Palavras-Chave: Tabagismo/fisiopatologia, Lesao por inalacao de fumaca/mortalidade, Arritmias Cardiacas, Ratos.

Abstract

Background: In a previous study utilizing the rat model, exposure to tobacco smoke for 5 weeks increased survival after AMI, despite similar
age and infarct size between the smokers and nonsmokers, and absence of reperfusion.

Objective: Thus, this study aimed to analyze the effects of exposure to tobacco smoke on intensity, distribution or phosphorylation of connexin
43 in the rat heart.

Methods: Wistar rats weighing 100 g were randomly allocated into 2 groups: 1) Control (n = 25); 2) Exposed to tobacco smoke (ETS), n = 23.
After 5 weeks, left ventricular morphometric analysis, immunohisthochemistry and western blotting for connexin 43 (Cx43) were performed.

Results: Collagen volume fraction, cross-sectional areas, and ventricular weight were not statistically different between control and ETS. ETS
showed lower stain intensity of Cx43 at intercalated disks (Control: 2.32 = 0.19; ETS: 1.73 £ 0.18; p = 0.04). The distribution of CX43 at
intercalated disks did not differ between the groups (Control: 3.73 = 0.12; ETS: 3.20 = 0.17; p = 0.18). ETS rats showed higher levels of
dephosphorylated form of Cx43 (Control: 0.45 + 0.11; ETS: 0.90 = 0.11; p = 0.03). On the other hand, total Cx43 did not differ between
control and ETS groups (Control: 0.75 = 0.19; ETS: 0.93 = 0.27; p = 0.58).

Conclusion: Exposure to tobacco smoke resulted in cardiac gap junction remodeling, characterized by alterations in the quantity and phosphorylation
of the Cx43, in rats hearts. This finding could explain the smoker’s paradox observed in some studies (Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):274-280).
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Introducao

Apesar dos dados convincentes sobre os efeitos nocivos
do tabagismo, varios estudos relataram baixa mortalidade
ap6s infarto agudo do miocérdio (IAM) para fumantes em
comparagao com nao fumantes. Esse fendmeno é conhecido
como paradoxo dos fumantes'.

Muitas explicagbes foram propostas para os desfechos mais
favordveis em fumantes apds 1AM, incluindo: 1) os fumantes
serem mais jovens e apresentarem menos comorbidades;
2) possuirem uma maior mortalidade pré-hospitalar; 3) os
fumantes possuirem uma maior carga de trombo, o que induz
uma maior eficidcia da trombdlise intravenosa; 4) o efeito
semelhante ao pré-condicionante isquémico ser induzido pela
fumaca do cigarro. O pré-condicionamento isquémico é um
fendbmeno por meio do qual um breve periodo de isquemia
torna o miocdrdio resistente ao infarto a partir de um insulto
isquémico subsequente. O pré-condicionamento isquémico
limita o tamanho do infarto, reduz a incidéncia de arritmias
fatais, e protege contra miocérdio lesado®®.

Em um estudo anterior, utilizando o modelo de ratos,
a exposigao a fumaga do cigarro durante 5 semanas
aumentou a sobrevida apds IAM, a despeito das idades
semelhantes e tamanho do infarto entre fumantes e nao
fumantes, e da auséncia de reperfusio. E importante notar
que a redugao da mortalidade foi observada nas primeiras
24 horas ap6s oclusdo coronariana’. Neste modelo,
87% das mortes prematuras foram uma consequéncia
das arritmias ventriculares®. Portanto, presumimos que
o efeito paradoxal dos fumantes pode ser resultado de
acao semelhante ao pré-condicionamento. No entanto,
ainda sao desconhecidos os mecanismos potenciais desta
protecdo induzidos pela exposicao a fumaga do cigarro.

A protecao do pré-condicionamento isquémico depende
dos canais funcionais da comunicacao intercelular da
jungao de hiato®. As juncées comunicantes no miocardio
correspondem a contatos intercelulares especializados
que permitem a propagagao do impulso elétrico entre
cardiomidcitos. A conexina 43 (Cx43) é a proteina principal
da jungdes comunicantes em ventriculos do coragao™ e
desempenha um papel importante no pré-condicionamento
isquémico. Este fato é evidenciado pela constatagao de que
o pré-condicionamento isquémico nao pode induzir uma
protecdo em camundongos heterozigotos deficientes de
Cx43". No entanto, permanecem desconhecidos os efeitos
do tabagismo em Cx-43 cardiaca'?. Por isso, para solucionar
este problema, testamos a hipdtese de que a exposicao
a fumaga do cigarro possa interferir na intensidade,
distribuicao ou fosforilacao da Cx43 no coragao de ratos.

Materiais e Métodos

Grupos e Tratamento

Todos os experimentos e procedimentos foram realizados
de acordo com as diretrizes do NIH para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério e foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais de nossa Instituicao (protocolo
ndmero 399).
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Ratos machos Wistar, pesando 100 g, foram distribuidos
aleatoriamente em 2 grupos: 1) Grupo de controle (n = 25),
ratos de controle sem exposigao a fumaga do cigarro; 2) Grupo
de expostos a fumaga do cigarro (ETS), n = 23. A exposigao
a fumaca do cigarro durou 5 semanas.

Os ratos do grupo ETS foram expostos a fumaga de cigarro
numa camara (dimensdes 95 x 80 x 65 cm), conectados
a um dispositivo de fumaga tendo como base um modelo
adaptado de Paiva e cols.”’3"7. A fumaga foi retirada de
cigarros comerciais com filtro (composigao por unidade:
1,1 mg de nicotina, 14 mg de alcatrdo e 15 mg de monéxido
de carbono) com uma bomba de vacuo, tendo sido expelida
dentro da cAmara de fumo. Durante a 12 semana, o nimero
de cigarros foi gradualmente aumentado de 5 para 10 por
um periodo de 30 minutos, por duas vezes, no periodo da
tarde. Durante as préximas 3 a 4 semanas, aproximadamente,
até que os ratos atingissem o peso alvo, 10 cigarros foram
utilizados em cada ensaio de fumo, que foi repetido 4 vezes/
dia, duas vezes durante a manha e duas vezes no periodo da
tarde. Em um estudo anterior, com um tempo de exposicao
ao tabaco semelhante, os niveis de carboxihemoglobina nos
ratos expostos a fumaga eram maiores do que no grupo de
controle (ratos de controle: 0,9 = 0,7 % e ratos do grupo
ETS: 5,3 = 2,8 %, p = 0,008)"%. Dessa forma, o tltimo estudo
confirmou a eficacia da exposicao dos animais a fumaga
de cigarro. Todos os animais eram alimentados com uma
dieta na mesma quantidade, que se baseou na ingestao de
alimentos do grupo ETS. Depois desse periodo de exposigao a
fumaga do cigarro, os ratos foram sacrificados com uma dose
excessiva de anestesia (pentobarbital de sédio 100 mg/kg de
peso corporal). Os ratos do grupo ETS nao foram expostos a
fumaga do cigarro durante as 12 horas anteriores a eutanasia.

Analise Morfométrica

Quando da conclusdo do periodo de tratamento,
os ventriculos direito e esquerdo (incluindo o septo
interventricular) foram dissecados, separados e pesados. As
segbes coronais, com cerca de 3 mm de espessura, feitas
a 5 mm da ponta dos ventriculos, foram fixadas em uma
solucdo de formaldeido tamponado a 10% por 48 horas,
seguido de imersao em uma solugao de alcool a 70% por
48 horas. Apés a fixagao, os tecidos foram embebidos
em parafina. As segdes histolégicas de quatro e seis
micra de espessura foram coradas, respectivamente, com
Hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius vermelho coldgeno-
especifico. As dreas transversais de midcitos (MA) foram
medidas nas se¢oes coradas com HE por um microscépio
LEICA DM LS conectado a uma camera de video e um
computador IBM compativel, equipado com o programa
de analise de imagem Image Pro-plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, EUA). Cinquenta a setenta células
por lamina foram analisadas. As células selecionadas
apresentavam forma circular e estavam localizadas na
camada subendocardica das paredes ventriculares.
Esta precaugao objetivou otimizar a uniformidade do
formato dos midcitos entre os grupos. A area transversal
média obtida para cada grupo foi utilizada como um
indicador de hipertrofia celular. As laminas coradas com
Picrosirius vermelho foram utilizadas para quantificar a
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fracao de volume do colageno intersticial por meio de
videodensitometria. As imagens do tecido cardiaco foram
feitas e analisadas utilizando o sistema descrito acima.
Os elementos do tecido cardiaco foram identificados de
acordo com o nivel de cor. Portanto, as fibras colagenas
foram visualizadas em vermelho e os miécitos em amarelo.
A fragao do volume de colageno (CVF) foi calculada
automaticamente e correspondia a soma das dreas de
colageno dividida pela soma dos tecidos de coldgeno e
area dos miécitos. Uma média de trinta campos foram
analisados utilizando uma lente com uma ampliagao de
40X. O coldgeno perivascular foi excluido da analise'* .

Imuno-histoquimica para conexina 43

Os experimentos de imuno-histoquimica foram realizados
de acordo com Saffitz e cols."® com algumas modificagbes'.
Todos os coracoes, cortados transversalmente, foram fixados,
sucessivamente, em uma solucao de formaldeido tamponado
a 10% por 24 horas, agua corrente por 24 horas e dlcool a
70% por 24 horas. Ap6s a fixagao, os tecidos foram embebidos
em parafina e cortados em segoes de 3 um. Antes da
imunomarcagao, caracterizagao tecidual e orientacao, houve
registro com coloragao por hematoxilina-eosina.

As secOes (3 um) foram dispostas em laminas de
vidro revestidas com poli-D-lisina e, sucessivamente,
desparafinadas trés vezes, durante 5 minutos cada, em
banhos de xilol, dlcool 100%, édlcool 95% e alcool 70%,
seguido por rehidratagdo em dgua destilada por 10 minutos.
Os locais antigénicos foram recuperados por meio do
tratamento dos cortes em tampao de acido citrico de
0,01 M em um tampao fosfato-salino (PBS) com pH 6,0,
por 10 minutos, em ambiente de micro-ondas. Apoés este
periodo, os cortes foram mantidos congelados durante
20 minutos, seguido por lavagem em PBS com pH de 7,2. As
secoes foram bloqueadas com solugao de albumina de soro
bovino (BSA) de 3% em PBS por 30 minutos em temperatura
ambiente. Depois desse procedimento, as secoes foram
incubadas durante a noite com anticorpo policlonal de
coelho, anti-conexina 43 (Abcam Inc. Cambridge), diluido
a 1:100 em BSA a 2%, em PBS a 4 2C. Na manha seguinte,
as segoes foram lavadas em PBS durante 15 minutos, por
trés vezes e incubadas em um anticorpo secundario (IgG
anti-coelho vermelho Texas, Vetor) na diluigao de 1:50 em
BSA a 2%, em PBS a temperatura ambiente, durante 1 hora.

As secoes foram lavadas em PBS durante 15 minutos,
por trés vezes, e montadas em meio de glicerol. Dez secoes
foram processadas simultaneamente em cada execucao de
imunomarcacao enquanto controles negativos, nas quais
o anticorpo primario foi omitido, com execugao rotineira
em paralelo®, visando a monitorar qualquer ocorréncia
de coloragao inespecifica. A imunomarcagao da Cx43 foi
examinada por microscopia de epifluorescéncia (Carl-Zeiss,
Inc. North America), equipada com um cubo de filtro de
WG (excitagao = 550 nm e emissao = 650 nm), conectado
a uma camara de video e um computador compativel
(AxioPlan 4,1; Carl-Zeiss Inc.). Todas as imagens foram
registradas no mesmo dia da marcagao, e os tecidos foram
codificadas e examinados cegamente pela mesma pessoa.

Em cada coragdo, conforme descrito por Kostin e
cols.?!, 10 campos 6ticos tiveram registradas e analisadas
a distribuicdo da Cx43 nos midcitos (ou seja, presenga da
Cx43 dentro e fora do disco intercalado) e a intensidade da
coloracdo da Cx43 em discos intercalados.

Western blot para conexina 43

Os experimentos de Western blot foram realizados de acordo
com Rolim e cols.”2. As amostras foram homogeneizadas em
tampao de lise gelado (tampdo fosfato de potdssio de 50 mM,
pH de 7,0, 0,3 mM de sacarose, 0,5 mM de DTT, T mM de
EDTA, pH de 8,0, 0,3 mM de PMSF, 10 mM de NaF e coquetel
inibidores de protease).

O sobrenadante foi recolhido por centrifugacao a
12000 rpm durante 20 minutos e armazenado a -80 °C. A
determinagdo das proteinas foi realizada por curvas padrao
de proteina BSA (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e por meio do
método de Bradford. As amostras de proteina foram diluidas
em tampao de Laemmli (Tris-HCl 240 mM; 0,8% de SDS;
glicerol a 40%; 0,02% de azul de bromofenol e 200 mM de
beta-mercaptoetanol). Em seguida, 50 ug de cada amostra
foi separada em géis de empilhamento de poliacrilamida a
10% (Tris-HCl 240 mM, pH 6,8; poliacrilamida a 30%; APS e
TEMED) e géis separadores (Tris-HCl 240 mM, pH 8,8, 30%
de poliacrilamida; APS e TEMED). A eletroforese foi executada
em 120 V por 90 minutos.

A transferéncia para uma membrana de nitrocelulose
(Bio-Rad) foi realizada no sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA), com tampao de transferéncia (Tris 25 mM;
glicina 192 mM, metanol a 20% e 0,1% de SDS) por 90 minutos
a 120 mA. Os blots foram bloqueados com 5% de leite
desnatado, durante 2 horas a temperatura ambiente com
agitagdo e lavagem trés vezes com PBS Tween (Tris T mM,
pH 2,8, 5 mM de NaCl e Tween 20). Em seguida, os blots foram
imunomarcados durante a noite com um anticorpo primario
monoclonal de camundongo anti-Cx43 (Ab11369 - Abcam),
correspondendo a 130 — 143 aminoacidos de Cx43
diluidos a 1 : 250 em PBS Tween (Tris TmM, pH 2,8; NaCl
5 mM e Tween 20) ou camundongo monoclonal anti-Cx43
(13-8300 — Zymed) diluido a 3ug/mL, especifico para serina
368, e residuo nao fosforilado de Cx43.

Na manha seguinte, as membranas foram lavadas trés vezes
em PBS Tween (Tris T mM, pH 2,8; 5 mM de NaCl e Tween 20).
Isso foi acompanhado por incubagao de 2 horas a temperatura
ambiente com anticorpo anticamundongo conjugado HRP
(Sigma) diluido a 1:10000. Depois de enxaguar trés vezes em
PBS Tween (Tris T mM, pH 2.8; NaCl 5 mom e Tween 20),
as membranas foram incubadas por 1T minuto em solugéao de
ECL (Amershan) (Solugao I: luminol 2,5 mM; acido p-cumadrico
400 uM; tris T00 UM, pH 8.5; solucao II: 5,4 mM de perdxido
de hidrogénio a 30%; 100 uM de tris, pH 8.5). Depois desse
periodo, as membranas foram expostas a filme de raios-X
(Eastman Kodak Co, EUA) por 10 minutos em uma sala escura
e, depois, sucessivamente imersos em solugoes reveladora,
agua e fixador por 1T minuto cada. A reagdo entre o reagente de
ECL e o anticorpo conjugado anticamundongo com HRP nas
membranas emite uma luz que aparece como faixas escuras
sobre o filme de raios-X ap6s revelagao.

Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):274-280
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Ap0s este procedimento, as densidades das faixas escuras
obtidas foram analisadas por quantificagdo densitométrica
da intensidade do sinal com o software Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, Maryland, EUA), com as medigées de
fundo de intensidade de sinal a ser subtraidas individualmente
de cada Lane™.

Analise estatistica

Os dados foram expressos em média = DP. A andlise
estatistica foi realizada pelo teste t de Student. As diferengas
foram consideradas significativas ao nivel de 5%. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando SigmaStat para
Windows v2.03 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Resultados

As varidveis morfométricas nao diferiram estatisticamente
entre os grupos de controle e ETS (Tabela 1).

A exposicao a fumaca induziu uma coloragao de menor
intensidade de Cx43 no disco intercalado quando comparada
aos ratos do grupo controle (Controle: 2,32 = 0,19; ETS:
1,73 = 0,18; p = 0.04). A distribuicao da CX43 em discos
intercalados nao diferiu entre os ratos do grupo de controle e ETS
(Controle: 3,73 £ 0,12; ETS: 3,20 = 0,17; p = 0,18); (Figura 1).

Os ratos do grupo ETS mostraram valores maiores de
forma desfosforilada da Cx43 que os ratos do grupo controle
(Controle: 0,45 £ 0,11; ETS: 0,90 = 0,11; p = 0,03). Por outro
lado, o Cx43 total nao diferiu entre os grupos controle e ETS
(Controle: 0,75 = 0,19; ETS: 0,93 = 0,27; p = 0,58); (Figura 2).

Discussao

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos
da exposigdo a fumaca do cigarro sobre a intensidade,
distribuigao ou fosforilagao da conexina Cx43 no coragao de
ratos. Nossos dados indicam que a exposi¢ao a fumaga do
cigarro induziu a remodelagao das jungdes de hiato cardiacas.

Uma questao importante a ser considerada é que, além
dos efeitos ja conhecidos sobre o endotélio vascular e os
pulmées, os estudos anteriores mostraram que a exposicao

Tabela 1 - Dados morfométricos

a fumaca de cigarro por pelo menos dois meses induz
a remodelagao cardiaca, caracterizada por alteragoes
morfolégicas e funcionais. Na verdade, a fumaga produzia
aumentos nos diametros da sistole diastdlica e sistélica do
ventriculo esquerdo, induzindo também hipertrofia ventricular
esquerda. Essas alteragdes morfolégicas foram associadas com
aredugao da fungao sistélica ventricular esquerda’'3 1416192327,
Entretanto, ainda sao desconhecidos os efeitos da exposicao
a fumaca do cigarro nas jungées comunicantes cardiacas.

A principal conclusao do presente estudo foi que a
exposigao a fumaga do cigarro induz a remodelagdo das
jungdes comunicantes cardiacas. Com efeito, o processo de
remodelacao foi caracterizado por uma menor quantidade
de Cx43 em discos intercalados e por um aumento na forma
nao fosforilada da Cx43 no miocardio.

Outra questao importante é que a remodelagao cardiaca
comega tipicamente com alteragdes genéticas, moleculares,
celulares, bioquimicas e, em seguida, estruturais?-'.
Neste contexto, nossos achados de alteragao na Cx43 sem
diferengas nas variaveis morfolégicas dos ventriculos direito
e esquerdo podem ser interpretados como observacao
de estdgio precoce da remodelacdo cardiaca. Portanto,
presumimos que a remodelacdo da Cx43 precede as
alteragdoes morfolégicas e funcionais induzidas pela
exposigao a fumaca do cigarro.

As jungdes comunicantes sao aglomerados de canais
transmembrana que ligam os compartimentos citoplasmaticos
de células vizinhas. As proteinas do componente de canais de
jungoes comunicantes sao denominadas conexinas. Existem
diversos tipos de conexinas, mas a isoforma predominante
no coragao, principalmente no ventriculo, é Cx43'". O
principal papel das jungdes comunicantes no miocardio é
coordenar a excitacao elétrica e facilitar a troca intercelular
de pequenas proteinas, como as protefnas transdutoras
de sinal. E importante notar que as fungdes normais de
jungdes comunicantes estao relacionadas com a expressao
e distribuicdo normais da Cx43, dado que esta conexina
esta localizada principalmente no disco intercalado de
cardiomidcitos. Além do mais, o grau de fosforilagao da
Cx43 é essencial para a funcao da jungdes comunicantes'.

Controle ETS

(n=25) (n=23) P
PC () 2374205 230£196 0,30
VE (g) 0,52 +0,05 0,52 0,05 0,97
VD (g) 0,45 +0,015 0,150,014 045
VEIPC (g) 2.21£0,15 2,27 +0,14 0,15
VDIPC (g) 0,64 +0,05 0,67+0,10 0,11
Atrio (g) 0,050,015 0,045 +0,014 0,16
Area do midcito (1?) 190 51,6 184 +30,8 0,68
Colageno (%) 434275 441096 0,90

Os valores sdo média + DP. n: nimero de ratos; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; VE/PC: ventriculo esquerdo normalizado por PC;

VD/PC ventriculo direito normalizado por PC. Teste t de Student.

Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):274-280
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Figura 1 - Micrografias de imunofluorescéncia de Cx43 de segbes do miocardio de ratos: controle (A), expostos a fumaga do cigarro (B e C) e controle negativo (D). As
setas em A: Discos intercalados com sinal imunorreativo para Cx43; em B e C: sinal imunorreativo para Cx43 em discos intercalados e membrana plasmatica; em D:

discos intercalados livres da coloragéo de Cx43. Bar = 20 um.

As alteragdes na quantidade, localizacao e fosforilagao da
Cx43 foram observadas quando o coragao era submetido a
eventos isquémicos ou hipéxicos?'??33 e quando esses eventos
sao precedidos por pré-condicionamento isquémico®?°. A
referida isquemia leva a reducdo da jungbes comunicantes
cardfaca, caracterizada por uma menor expressao da Cx43%%3,
Dessa forma, as alteragdes observadas na intensidade da
Cx43 provocadas pelo tabagismo no presente estudo sao
semelhantes aquelas induzidas por isquemia.

No presente estudo, a diminuicao da intensidade da
coloragdo da Cx43 em discos intercalados induzida pela
exposicao a fumaga do cigarro se assemelha aos efeitos do
pré-condicionamento isquémico, que inicia um processo
de ocorréncia de Cx43 na membrana plasmaética livre, no
lado externo dos discos intercalados. Em decorréncia deste
efeito, o pré-condicionamento isquémico pode melhorar
a possibilidade de sobrevivéncia celular apés isquemia
prolongada?.
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Figura 2 - Anélise por Western blot. A: Blot com anti-total-Cx43, B: forma néo fosforilada de Cx43 detectada pelo anticorpo monoclonal de camundongo anti-np-Cx43.

C: Bandas de GAPDH.

No que diz respeito ao aumento da forma nao fosforilada
da Cx43 induzida pela exposicao a fumaga do cigarro, diversos
estudos demonstram que a desfosforilacdo da Cx43 causa
desacoplamento elétrico nos midcitos cardiacos™ e a inibicao
da desfosforilagao da Cx43 leva a efeitos protetores na funcao
cardiaca durante lesao hipdxica®. Nesse contexto, estudos revelam
que os agentes de desacoplamento de jungdes comunicantes
administrados antes da isquemia preservam o acoplamento elétrico
dos midcitos cardiacos durante um insulto isquémico subsequente,
de maneira similar ao pré-condicionamento isquémico®. Esses
autores sugerem que o desacoplamento parcial e reversivel das
jungbes comunicantes antes da isquemia resultam em um efeito
antiarritmico durante um insulto isquémico prolongado, de
maneira similar ao pré-condicionamento isquémico.

Nesse contexto, o presente estudo constatou que a exposi¢ao
afumaca do cigarro desencadeou um processo de remodelacao
nas jungdes comunicantes cardiacas, um efeito semelhante
ao pré-condicionamento isquémico. Portanto, nossos dados
sugerem fortemente que a exposicao a fumaca do cigarro pode
induzir um efeito semelhante ao pré-condicionamento isquémico
no coragao de ratos. Com efeito, esse fendmeno pode explicar o
paradoxo dos fumantes observado em alguns estudos'.

Os mecanismos envolvidos nos efeitos da exposigao a
fumaca do cigarro sobre as jungdes comunicantes cardiacas
sdo desconhecidos. Entre os possiveis mecanismos, a
remodelacdo ventricular induzida pela exposigao estd
associada com uma ativagao aumentada de proteinas quinases
ativadas por mitégenos?*. Além disso, ha evidéncias de que as
vias PKC p38 e p42/44 MAPK regulam a expressao da Cx43%.

Nosso estudo deve ser analisado considerando uma potencial
limitagao. Nao incluimos um grupo de pré-condicionamento.
No entanto, as alteragbes na Cx43 induzidas pelo
pré-condicionamento sdo bem consolidadas. Portanto,
acreditamos fortemente que os nossos dados contribuem com
informagbes importantes acerca do assunto aqui tratado.

Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):274-280

Conclusao

O presente estudo demonstrou que a exposigao a fumaga
do cigarro resultou na remodelagao de junges comunicantes
cardfaca, caracterizada por alteragbes na quantidade e
fosforilagdo da Cx43 em coragdes de ratos. Essa constatagao
pode explicar o paradoxo dos fumantes observado em
alguns estudos.
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