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Resumo

Introdugéo: A visdo classica de tecido adiposo como um
reservatério passivo para o armazenamento de energia nédo
€ mais valido. Na ultima década, o tecido adiposo tem
demonstrado func¢des enddcrinas, sendo o peptideo mais
abundante secretado pelos adipécitos a adiponectina. O
tecido adiposo epicardico (RE) é distribuido em torno das
artérias coronarias e, a lesdo endovascular causada pela
presenca de stent metalico intracorondrio, poderia promover
alteracdes inflamatérias na gordura periadventicial,
contribuindo para reestenose.

Obijetivo: Determinar a expressao génica de mediadores
inflamatérios no tecido adiposo epicardico apds implante de
stent metalico com reestenose que haviam sido
encaminhados para tratamento cirdrgico.

Métodos:Amostras pareadas deTAE foram colhidas no
momento da cirurgia de revasculariza¢do miocardica (CRM)
em 11 pacientes (n = 22), uma amostra foi obtida do tecido
em torno da area com stent e outra amostra em torno da
artéria coronaria sem stent. Expressao local de adiponectina
foi determinada por reacdo em cadeia de polymerase em
tempo real utilizando Taq DNA polimerase.

Resultados:Em duas amostras, ndo houve expresséo do
gene da adiponectina. Fomos capazes de identificar
adiponectina em 20 amostras, no entanto, o padrao de
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expressao génica foi heterogéneo. Ndo percebemos
especificidade quando comparamo$AE obtido proximo a
area de stent ou distante da area de stent.

Concluséo:N&o houve correlagdo entre a expressdo do
gene de adiponectina e a presenca de stent intracorondario.

Descritores:Adiponectina. Reestenose camnaria.
Angioplastia transluminal percutanea coronaria.

Abstract

Background: The classical view of adipose tissue as a
passive reservoir for energy storage is no longer valid. In
the past decade, adipose tissue has been shown to have
endocrine functions and the most abundant peptide secreted
by adipocytes is adiponectin. Pericardial adipose tissue
(PAT) is distributed around coronary arteries and
endovascularinjur y, caused by the pesence of intracoonary
bare-metal stent (BMS), could promote inflammatory
changes in the periadvential fat, contributing to vascular
restenosis.

Objective: We sought to determine gene expssion of
inflammatory mediator in pericardial adipose tissue after
bare-metal stent implantation and vascular restenosis that
had been referred to operative treatment.
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Methods: Paired samples of RT were harvested at the samples, howeverthe pattern of gene expession wee
time of elective coronary artery bypass surgery (CABG) in heterogeneous.V¢ did not notice specificity when we
11 patients (n=22), one sample was obtained of the tissue compared PAT obtained nearBMS area or far from BMS
around BMS area and another sample around coronary artery area.
without stent. Local expression of adiponectin was Conclusion: There were no correlation between
determined by real-time polymerase chain eaction (RT- adiponectin gene expression and presence of BMS.
PCR) usingTaq DNA polymerase.

Results:In two samples, there was no gene expression of Descriptors: Adiponectin. Coronary restenosis.
adiponectin. We are able to identify adiponectin in 20 Angioplasty, transluminal, percutaneous coonary.

INTRODUCAO Considerando-se as caracteristicas peculiar@#\Ho

e suas similaridades com a gordura visceral, é natural a

Os resultados de diversos estudos realizados na Ultima elaboracao de hipéteses onde este tipo de gordura
década indicam que mecanismos inflamatérios desempenhe papel relevante na evolu¢cdo da doenca
desempenham papel central no processo de neoproliferacdocardiovascular e, possivelmente, no mecanismo de
da camada intima, responsavel pela restenose apds orestenose apés implante do stent (por provavel resposta
implante percutédneo de stent metalico intracoronério. O inflamatéria).
dano celular causado pela implantagdo do stent parece ser O objetivo deste trabalho é determinar o perfil de
o fator desencadeante para a liberacdo de moléculas expressdo génica da adiponectinaTAk de pacientes
quimiotaticas, como o fator de necrose tumoral (ANE& portadores de stent metalico submetidos a revascularizagédo
interleucinas(IL) pelas células endoteliais e leucdcitos, cirdrgica do miocardio (RCM) e avaliar o impacto sobre o
causando o recrutamento de células inflamatorias para o processo inflamatério decorrente da presencga deste
interior do stent [1]. dispositivo intracoronario.

Apesar dos mecanismos propostos para restenose pos-
implantacdo de stent usualmente considerarem fatores METODOS
inflamatorios de origem vascuja& razoavel supor que
fontes extravasculares possam contribuir de forma Apoés aprovacéo institucional do Comité de Etica e
significante para a ocorréncia desse fendmeno, é o caso doPesquisa, duas amostrasiéé foram obtidas por biopsia
tecido adiposo epicardico AE) localizado ao redor das em 11 pacientes submetidos a revascularizagdo cirdrgica
artérias coronarias. Postula-se qUé&\& seja um depdsito do miocardio (RCM), com restenose angiografica intra-stent
de reservas energéticas lipidicas para o coracdo e, diagnosticada por estudo hemodinamico. Uma amostra foi
possivelmente, oferega certo grau de protecdo mecanica retirada proxima a artéria corondria tratada com stent e outra,
para as artérias coronarias [2-A]ém dessas funcfes de uma artéria nao tratada. Os tecidos foram congelados
classicas, o tecido adiposo é hoje reconhecido como um imediatamente em nitrogénio liquido e transportados em
orgdo enddcrino e paracrino ativo, que secreta diversas seguida até o laboratorio para armazenamento em freezer -
moléculas bioativas, conhecidas coletivamente como 70° C até processamento para extracao de RNA.
adipocinas. Essas moléculas apresentam efeito modulador ~ Os pacientes concordaram em participar do estudo,
do processo inflamatorio, caracteristica comunT/AR, assinando o termo de consentimento informado.
gue é capaz de secretar adipocinas pro e anti-inflamatorias
e, possivelmente, assumir papel relevante no processo de  Extracdo do RNA
restenose apoés angioplastia com implante de stent [5,6]. O tecido congelado em nitrogénio liquido foi pesado

A gordura epicardica de individuos com doenca em balanca analitica e macerado usando pistilo e gral. Os
coronariana apresenta expressdo aumentada de TNF-alfa,fragmentos foram transferidos para tubo de 1,5 mL, no qual
IL-6, leptina, visfatina e diminuida de adiponectina na foi adicionado 1,0 mL de Trizol (Invitrogen) e, sem seguida,
comparagdo com a gordura epicardica de individuos sem homogeneizado vigorosamente. Centrifugou-se a 4°C,
doenca coronariana [7-10]. Os niveis de RNA mensageiro 12.000 g, por 10 minuto&.fase intermediaria foi transferida
(mRNA) de adiponectina e IL-6 eMAE estéo diretamente para outro tubo, desprezando o precipitado e a fase superior
associados a extensdo da doencga coronariana, observa-sdtriglicérides).Adicionou-se 200 L de clorobrmio e
gue, quanto maior o numero de artérias acometidas, menor homogeneizou-se lentamente por 15 segundos, ficando
o nivel de adiponectina e maior o nivel de IL-6 [9]. apos 3 minutos em repouso. Centrifugou-se nevaena
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4°C, 12.000 g por 15 minutos e passou-se a fase aquosainiciadores de reaca@rimerg descritos na literatura ou

para outro tuboAdicionou-se 500 ilde isopropanol e
deixou-se precipitar por 10 minutasemperatura ambiente.
Centrifugou-se a 4°C, 12.000 g por 10 minutos e desprezou-
se 0 sobrenadante.

Adicionou-se 1 mL de etanol a 75% ao sedimento e
centrifugou-se a 7.500 g por 5 minutos. Retirou-se
cuidadosamente todo o sobrenadante do tubo, que foi
desprezado. Centrifugou-se a vacuo £ 2,5 minutos.
Ressuspendeu-se o sedimento com 25 ilAdea
deionizada tratada com dietilpirocarbonato (DEPC),
homogeneizando com a prépria pipétdicionou-se 40 U
de inibidor de RNases (RNaseOUTnvitrogen),
homogeneizando novamentgmazenou-se a preparacao
de RNA a-70°C.

Determinacéo da qualidade da preparacéo de RNA

A gquantificag@o da concentracdo de RNA de cada
amostra foi realizada por meio do protocolo Qubit
Quantitation Platform, que se comp&e do aparelho Qubit
fluorémetro (Invitrogen) e dos reagentes do kit Quant-it
(Invitrogen). Preparou-se a solucdo de trabamrking
solution) com 200il de tamg@io e 1lil de corante. Para
calibrecdo do aparelho foram preparadas duas amostras-
padrdo com 190 de working solutione 10il de padao
negativo ou positivo. De cada amostra de RNA, foi utilizado
1i1, ao qual se adicionou 189e working solutionTodos

escolhidos em funcgéo das respectivas sequéncias de mRNA
depositadas no GenBamdicionou-se, em um tubo novo

e estéril, 2 uL de tampéo de PCR 10x sem magnésio (200 mM
Tris-HCI pH 8,4 e 500 MM KClI), 0,4 pL de dNTP (10 mM),
0,6 pL de MgCJ 50 mM (este volume é utilizado para
concentracao final de 1,5 mM de magnésio), O,dellaq

DNA polimerase (5U/uL) (Invitrogen), 1,0 pL de cDNA, e
1,0 yL dos pares de iniciadores de reagiomery, e
completou-se o volume até 20 pL de agua deionizada
autoclavada. Incubou-se a 94°C por 5 minutos, seguido de
um ciclo de 94°C por 1 minuto, 55-60°C por 1 minuto, 72°C
por 1 minuto, que se repete 35 vezes. Incubou-se, entdo, a
72°C por 10 minutog temperatura de anelamento no ciclo
de PCR foi ajustada paramsmersespecificos da seguinte
forma: 60°C (Adiponectina), 56°C (GAPDH) ou 55°C (IL6,
CD45, TNFalfa, MCP-1). Para padronizagdo da técnica, cada
reacdo de amplificac¢éo foi realizada trés vezes, variando-se
0 numero de ciclos de PCR (25, 30 e 35 ciclos), para se
encontrar condicdo de amplificacdo onde ainda ndo houve
saturacéo da reacdo e permitir a quantificagdo preliminar
dos produtos de PCR.

Analise de PCR por eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose 2% em tampa& a 100V e visualizados
por fluorescéncia com 1,5 e brometo de etidid.imagem

os tubos foram homogeneizados em vortex e incubados a do gel foi capturada por camera fotogréfica digifal.

temperatura ambiente (25°C) por 2 minufs amostras
foram entdo lidas no Qubit fluorémetro.

Sintese de cDNA
O RNA total foi transformado em cDNA por meio de

intensidade relativa das bandas foi quantificada por
softwareScion Image.

Andlise dos resultados (célculo de expressao relativa)
A analise das curvas de amplificagdo foi realizada

reagdo de transcricdo reversa, empregando-se reagenteautilizando o Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 (Qfagen

fornecidos pela InvitrogeAdicionou-se, em um tubo novo

e estéril, 1 uL de oligo 4], (0,5 ug/uL), 1 pg de RNA, 1 uL

de dNTP (10 mM) e 9 uL de agua deionizada tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC), totalizando um volume de 13
pL.Aqueceu-se a solugdo a 65°C por 5 minutos, incubando-
se, em seguida, em gelo, por 1 minuto. Centrifugou-se
rapidamenteAdicionou-se, entéo, 4 pde tampéo 5X First-
Strand (250 mM Tris-HCI pH 8,4; 375 mM KCI, 15 mM
MgCl,), 1 uL de DTT (0,1M), 1 pL de inibidor de Rnases
(RNaseOUT Invitrogen) (40 U/pL) e 1 plde enzima
Superscript R 111 (200 U/pL), e misturou-se por pipetagem.

Em raz&o da expresséo dessas enzimas serem relativa, o
calculo foi determinado pelo nimero de ciclos (Cts). O
resultado final foi obtido em relagédo a média dos ciclos do
grupo controle (amostra calibradora), o valor da amostra
calibradora foi 0 mesmo para todas as amostras, inclusive
para o calculo do préprio grupo controle.

RESUITADOS

Foram coletadas 22 amostras de aproximadamente 1 g
provenientes dGAE, de duas regifes distintas de cada

Incubou-se a 50°C por 60 minutos e, em seguida, a 70°C por paciente (uma amostra era retirada proxima a artéria coronaria

15 minutos.

Amplificacéo do cONA(RT-PCR)

O cDNA especifico dAddiponectina (ADIPOQ)TNF
alfa, CD45, Interleucina-6 (IL6), MCP-1 e GAPDH (controle)
foi amplificado por PCR (reacdo de polimerizacdo em cadeia)
utilizando-seTaq DNApolimerase (Invitrogen) e pares de

tratada com stent e outra de artéria ndo tratada).

Em 21 amostras houve expressdo de GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase), mostrando a
viabilidade do RNA. Em uma amostra ocorreu variacdo da
intensidade de amplificagdo, e sera necessdria a repeticdo
destas reacOes (retirada do estudodas as amostras
expressaram adiponectinA.expressdo corrigida de
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adiponectina foi correlacionada com os dados clinicos dos Em relacdo ao tecido adiposo subcutaneo do proprio
pacientes (@bela 1) e a sua variacdo em funcéo da presenca portador da doenca coronaria, observou-se maior expressao
ou ndo do stent foi analisada individualmente (Figura 1).  noTAE destes pacientes @iblF-alfa, IL-6, IL-1beta e menor

T T ——— expressao de adlp(N)necAtlr?a, CD45e Ieptmalp].Asa_m,
adiponectina — o o perfil de expresséo _genlca'ﬂ@I_E aproximou-se mais da )
= ;(5)8 7 —a-EPLOE gordura dos compartimentos viscerais, cujo acumulo esta
3 200 EPI-06D associado a risco aumentado de doenca aterosclerética
S 250 __E';::ggg [11,13,14]. Recentemente, Baker et al. [15] demonstraram a
3 200 e —e—EPO9E potencial contribuigdo da infiltragcdo de macréfagos através
£ 128 —% —_— ——EPH0E dos altos niveis de expressédo de CD45 e CD6BAdrde
3 o050 i s pacientes com doenca coronariana, sustentando o conceito
g 0.00 ' ' EPH13E de que os macréfagos desempenham um papel crucial na
R —— E— EPH14D atividade inflamatéria que conduz & aterosclerose.
Fig. 1 -variacdo de adiponectina em funcédo da presenca ou ndo A adiponectina &€ uma proteina sintetizada principalmente
do stent pelos adipécitos, embora existam relatos de outros sitios
produtores (como os cardiomiécitos) [18presenta um
DISCUSSAO papel protetor nos processos ateroscleréticos, com

concentragdo reduzida em situacdes de resisténcia a insulina

Os resultados de diversos estudos realizados na Ultima (tais como, obesidade e diabetes tipo 2), bem como nos
década indicam que mecanismos inflamatdrios portadores de doenca arterial coronéaria [17-20].
desempenham papel central no processo de neoproliferagdo  Gomes et al. [21], em estudo histolégico apds bidpsia
da camada intima que leva a restenose apos o implante deadjacente de musculo cardiaco e da propria artéria coronéria
stent intracoronario. O dano celular causado pela ao redor do stent, observaram intenso processo inflamatério
implantacao do stent parece ser o fator desencadeante paraagudo na intima das artérias associado a miocardite.
a liberacdo de moléculas quimiotaticas (comodNE-1 e Os resultados do nosso estudo demonstraram menor
IL-6) pelas @lulas endoteliais e leucocitos, causando expressédo de adiponectina MAE obtido das areas
recrutamento de células inflamatorias, principalmente intra- préximas ao stent quando comparadas aguelas obtidas em
stent. [1]. locais sem o dispositivo, em amostras do mesmo paciente.

Tabela 1.Correlacdo entre dados clinicos e resultados experimentais.

Caso Sexo Doencas associadas e habitos Amostras Stent Expressdo Génica
DM HAS DLP DPOC Tabagismo Adiponectina
EPI-2 M - + + - + D - 0,90
E + 0,84
EPI-3 M + + + + + D - 0,73
E + 0,81
EPI-6 M - + + - + D + 0,95
E - 0,83
EPI-7 M - + + - + D + 0,58
E - 0,88
EPI-8 F + + + - + D - 0,84
E + 0,71
EPI-9 M - + + - + D - 3,49
E + 1,53
EPI-10 F - + + - - D - 0,60
E + 1,58
EPI-11 M - + - - + D + 1,39
E - 1,30
EPI-12 M + + + - + D - 1,32
E + 1,32
EPI-13 M - + + - + D - 1,77
E + 2,27
EPI-14 M - + - - - D + 1,42
E - 1,34
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Apesar da inexisténcia de outros trabalhos analisando a 5. Ahima RS, Flier JSAdipose tissue as an endocringanm.
expressao génica da adiponectin@AB apds angioplastia Trends Endocrinol Metab. 2000;11(8):327-32.
percutanea com stent, lacobellis et al. [2] observaram num
grupo de 16 pacientes qu@AE em portadores de doenca
isquémica do coracdo sintetiza menos adiponectina na

Cor,npara_lgao com_grupo_ controle (sem doenca |§qyemlca). 7. lacobellis GCorradi D, Sharm&M. Epicardial adipose tissue:
Além disso, evidenciaram um aumento rapido na anatomic, biomolecular and clinical relationships with the heart.
concentracdo plasmatica dessa proteina logo apés a  Nat Clin Pract Cardiovasc Med. 2005;2(10):536-43.
operagdo para revascularizagdo miocardica, poderiamos

assim extrapolar um efeito deletério associado a presenca 8. Cheng KH, Chu CS, Lee KTin TH, Hsieh CC, Chiu CC,
do stent intracoronario, comprovado pela expresséao et al.Adipocytokines and proinflamatory mediators from
diminuida da adiponectina HPAE dos pacientes do abdominal and epicardial adipose tissue in patients with
estudo, porém esa afirmaco necessitara de comprovagdo ~ coronary artery disease. Int J Obes (Lond).
por outros trabalhos [22]. Trabalhos clinicos também 2008;32(2):268-74.

sugerem que a presenca d’o stent m,ej[allco p??'e 9. Eiras STeijeira-Fernandez E, Shamagian, IF8rnandealL,
comprometer de forma irreversivel o endotélio da artéria Vazquez-Boquetd, Gonzales-Juanatey JR. Extension of

coronaria e agravar o processo inflamatério [23-25]. coronary artery disease is associated with increased IL-6

Esse estudo permitira discutir se o tratamento dadoenga  expression and decreased adiponectin gene expression in
arterial coronariana por angioplastia percutanea com stent  epicardial adipose tissue. Cytokine. 2008;43(2):174-80.
metalico promove altera¢gdes especificas na gordura

epicardica que, eventualmente, possam determinar 10. lacobellis G Cotesta D, Petramala L, De Santjd/itale D,
diferentes rumos na evolugéo da doenca Tritapepe L, et al. Intracoronary adiponectin levels rapidly
As limitagdes deste estudo esté(; associadas a and significantly increase after coronary revascularization. Int

. . ) : - J Cardiol. 2010;144(1):160-3.
necessidade de maior nimero de amostras e confirmacao
estatistica dos resultados obtidakem disso, encontram- 11. MazurekT, Zhang L, ZalewskA, Mannion JD, Diehl JT
se em desenvolvimento no nosso laboratdrio optingers Arafat H, et al. Human epicardial adipose tissue is a source of
que irdo permitir analise da expressao de outros marcadores  inflammatory mediators. Circulation. 2003;108(20):2460-6.
de resposta inflamatéria presentesT&&E (IL6, CD45,

TNFalfa). 12.Iglesias MJ, Eiras S, Pifieiro R, Lopes-Otero D, Gallego R,
Em concluso, na analise preliminar dos resultados, é ~ FernandeaL, et al. Gender dférences in adiponectin and
possivel verificar uma tendéncia, ndo confirmada leptin expression in epicardial and subcutaneous adipose tissue.
estatisticamente, de que a expresséo de adiponectina seja Findings in patients undgoing cardiac sgery Rev Esp

o ’ o Cardiol. 2006;59(12):1252-60.
diminuida na amostra com stent em relagdo a amostra sem

stent do mesmo pacient&.presenca de stent metalico 13 gakerAR, Silva NF Quinn DW HarteAL, Pagano D, Bonser
intracoronario ndo alterou a expressdo génica de RS, et al. Human epicardial adipose tissue expresses a
adiponectina n@AE analisado de forma semiquantitativa pathogenic profile of adipocytokines in patients with
nos pacientes com reestenose intrastent submetidos a RCM.  cardiovascular disease. Cardiovasc Diabetol. 2006;5:1.

. Hutley L, Prins JB. Fat as an endocrine organ: relationship to
the metabolic syndrom&m T Med Sci. 2005;330(6):280-9.

14. Wajchenbeg BL. Subcutaneous and visceral adipose tissue:
their relation to the metabolic syndrome. Endocr Rev
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