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Resumo

Fundamento: O enxerto de bypass na artéria coronaria (CABG) continua a ser eficiente como tratamento para pacientes
portadores de doenca arterial coronariana; entretanto, o enxerto venoso tende a apresentar reestenose ou oclusao.
A adiponectina (ADP) é uma proteina hormonal plasmatica com a funcao de regular a proliferacao celular.

Objetivo: Foram utilizadas duas doses diferentes da proteina ADP em um modelo de enxerto venoso em ratos para estimular
a alteracao do enxerto venoso. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da ADP sobre a reestenose em enxerto venoso.

Métodos: Veias jugulares autélogas foram implantadas como enxertos interposicionais de carétida pela técnica de
anastomose de manga em ratos Sprague Dawley. A adiponectina (2,5 ug e 7,5 ug) foi entregue ao enxerto venoso por
bypass de forma perivascular, suspensa em gel Pluronic-F127 a 30%. O grupo tratado apenas com bypass e o grupo
tratado com gel veiculo carregado apenas com Pluronic funcionaram como controle. Foram feitas comparagées com
andlise de via dnica de variancia e teste post-hoc, com p <0,05 sendo considerado significativo.

Resultados: A proliferacao celular (indice de PCNA) foi significativamente baixa no grupo tratado com adiponectina em
comparacao com o grupo de controle e o grupo tratado com o gel veiculo na intima e na adventicia dos enxertos a partir
do dia 3 (p <0,01). VCAM-1 e ICAM-1 avaliados por imuno-histoquimica diminuiram significativamente em enxertos
venosos tratados com adiponectina na quarta semana (p <0,01). O tratamento de enxertos venosos com gel carregado
com adiponectina reduziu a espessura da intima, da média e da adventicia, em comparacao com os enxertos de controle
e tratados com gel veiculo no dia 28 (p <0,01).

Conclusdes: Este estudo oferece evidéncias adicionais do possivel papel terapéutico da adiponectina na modulacao de
lesao vascular e seu reparo.

Palavras-chave: Adiponectina; Proliferacao de Células; Hiperplasia.

Abstract

Background: Coronary artery bypass grafting (CABG) continues to be an effective therapy for coronary artery disease patients, but the vein graft
is prone to restenosis or occlude. Adiponectin (ADP) is a plasma hormone protein with the function of regulating cell proliferation.

Objective: This study used two different doses of ADP protein in a rat vein graft model to stimulate vein graft change. The aim of our study was
to investigate the effect of ADP on vein graft restenosis.

Methods: Autologous jugular veins were implanted as carotid interposition grafts through the anastomotic cuff technique in Sprague Dawley
rats. Adiponectin (2.5 g and 7.5 ug) was delivered to the vein bypass grafts in a perivascular fashion, suspended in a 30% Pluronic-F127 gel.
No treatment (bypass only) and vehicle loaded Pluronic gel served as controls. Comparisons were made with one-way analysis of variance and
a post-hoc test, with p < 0.05 considered significant.

Results: Cell proliferation (PCNA index) was significantly low in adiponectin-treated versus control and vehicle-gel-treated grafts, both in
intima and adventitia, as of day 3 (p < 0.01). VCAM-1 and ICAM-1 evaluated by immunohistochemistry significantly down-regulated in the
adiponectin-treated vein grafts in the fourth week (p <0.01). Treatment of vein grafts with adiponectin-loaded gels reduced intimal, media, and
adventitia thickness when compared with the control and vehicle-gel-treated vein grafts at day 28 (p < 0.01).
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Conclusions: Our studies provide further support for the potential therapeutic role of adiponectin in modulating vascular injury and repair.

Keywords: Adiponectin; Cell Proliferation; Hyperplasia.

Introducao

A doenga arterial coronariana (DAC) é uma doenca
mundial com crescente morbidade e mortalidade.” O
enxerto de bypass na artéria corondria (CABC) continua a
ser eficiente como tratamento para pacientes em estagio
avancado. Enxertos venosos de safena oferecem o duto para
bypass mais amplamente utilizado, e representam ~50% dos
enxertos utilizados em CABG devido a conveniéncia de sua
retirada, e por ndo serem facilmente afetados pelo fluxo de
sangue coronariano concorrente.”* Apesar das vantagens do
tratamento, a veia enxertada tem a tendéncia a reestenose
ou oclusdo sob a influéncia da pressao arterial, inflamagao
persistente e riscos de falha associados, com um indice
de paténcia de 65% - 80% em 5 anos apds a operagao.*®
Portanto, a inibigao a reestenose nos enxertos venosos ainda
representa um desafio.

A hiperplasia da intima (HI) tem um papel causal na
reestenose de veias enxertadas, caracterizada pelo acimulo
excessivo de células musculares lisas vasculares (CMLV)
levando a disttirbios oclusivos.®® Além disso, hd cada vez
mais dados que indicam que a adventicia também pode
estar relacionada a remodelacdo das veias enxertadas.”
Depois da lesao, os fibroblastos da adventicia se ativam e
proliferam, seguidos pela biossintese da adventicia, e liberam
uma variedade de citocinas para promover a proliferacao
de CMLV. Todo o processo resulta em HI e reestenose.'*'®
Comprovou-se que muitas citocinas estao envolvidas na
proliferagdo das CMLV, entre as quais VCAM-1 e ICAM-1,
que podem promover a adesao das células e a formagao da
lesdo aterosclerética.'®"

A adiponectina (ADP), uma proteina hormonal plasmética
especificamente biossintetizada por adipécitos, pode
exercer seu efeito ligando ao receptor de adiponectina nos
fibroblastos.'®' Além disso a ADP pode ser usada para atenuar
a disfungao endotelial.?® Pesquisas recentes demonstram
que a ADP desempenha papéis importantes na supressao da
proliferacao celular apds o dano aos vasos, bem como diminui
as citocinas que promovem a proliferagao celular.?'?

Considerando esses achados, levantou-se a hipétese
de que a ADP pode evitar a reestenose do enxerto
venoso pela inibigao da proliferacdo celular. A ADP foi
aplicada a superficie externa de enxertos venosos com
duas concentragoes diferentes para investigar o efeito da
ADP em reestenoses de enxertos venosos. Os resultados
demonstraram que a ADP reduziu significativamente as
espessuras de intima, média e adventicia no enxerto venoso.
Enquanto isso, a proliferagao celular e a expressao das
citocinas (VCAM-1 e ICAM-1) também diminuiram. Esses
resultados demonstraram primeiramente o papel da ADP na
prevencao da reestenose de enxertos venosos e esclareceram
o possivel mecanismo.
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Métodos

Este estudo recebeu aprovagao ética para experimentos
com animais do Comité de uso e cuidado com animais
do Primeiro Hospital Afiliado a Universidade de Ciéncia e
Tecnologia da China. Ratos Sprague Dawley (SD) (machos e
fémeas, com idade 10-12 semanas, peso corporal de 275-325
g e N=72) foram comprados do Centro de Pesquisa Animal
do Laboratério de Anhui e foram distribuidos aleatoriamente
entre grupos de tratamento com ADP (grupos de dose baixa e
alta), grupo de tratamento com gel veiculo (gel Pluronic-F127)
e grupo de controle (apenas o bypass). De acordo com
pesquisas anteriores, 72 ratos foram divididos em 4 grupos,
que foram posteriormente divididos em 12 grupos em trés
momentos do estudo diferentes.?* (n = 6 por grupo).

Construtos para entrega perivascular de farmacos

A abordagem de entrega de farmacos a adventicia
utilizou o gel Pluronic F127 como veiculo. Um total de 2,5
ug de adiponectina (Abcam) foi dissolvido em 25 ul de dgua
destilado e ressuspenso em 300 ul de gel Pluronic-F127 a
30% para entrega nos enxertos venosos apos a interposicao
da carétida, no grupo de tratamento com dose baixa (grupo
L-ADP), enquanto 7,5 ug de adiponectina foram usados para
revestir os enxertos venosos no grupo de tratamento com alta
dose de adiponectina (grupo H-ADP). Uma quantidade igual
de gel Pluronic-F127 foi aplicada ao grupo com tratamento
por gel veiculo (grupo VG). O gel Pluronic-F127 s6 foi retirado
do ambiente refrigerado a 4 °C no momento da aplicagao,
para que mantivesse sua forma liquida.

Modelo de enxerto venoso autélogo em ratos

Ratos SD foram anestesiados com hidrato cloral a 10% (300
mg/kg) e receberam heparina (200 U/kg) via injegao venosa
caudal. A veia jugular esquerda foi retirada para utilizagao
como enxerto interposicional de carétida. O bypass foi
realizado pelo modelo de anastomose de manga, conforme
descrito anteriormente.?® Especificamente, foram cortadas
mangas de 2 mm de agulhas arteriais vermelhas 20G (BD
Company). A artéria carétida foi isolada até as ramificagoes.
Foram colocadas linhas de tracdo para sutura e clipes de
hemostasia para bloquear o fluxo sanguineo nas extremidades
proximal e distal da artéria antes de serem seccionadas na
metade. As duas extremidades das artérias foram puxadas por
dentro da manga. Em seguida, as artérias foram evertidas e
presas & manga por sutura de seda 6-0. Apés a arteriotomia
na artéria carétida comum esquerda (ipsilateral), as mangas
foram inseridas e presas a artéria com sutura de seda 6-0. A
artéria foi seccionada para permitir a extensao longitudinal do
enxerto venoso interposicional. Foram aplicados tratamentos
a superficie externa do enxerto ap6s a retirada dos clipes.
Os dois grupos de tratamento com a adiponectina foram
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submetidos a aplicagao perivascular de 300 uL de gel de
ADP o grupo de tratamento com gel veiculo, com 300 uL de
gel Pluronic-F127, e o grupo de bypass apenas nao recebeu
gel. Além disso, o gel foi mantido resfriado até a aplicagao
perivascular e, em seguida, foi permitido que se solidificasse
a temperatura corporal, como descrito anteriormente.?

Coleta de enxertos implantados

Os ratos foram sacrificados no 32, 142 e 282 dias ap6s
o transplante de bypass, 6 ratos por vez. Apés a paténcia
dos enxertos venosos ter sido testada por ultrassonografia
por Doppler, foram coletados corpos de prova de enxertos
venosos, que foram divididos em 2 se¢oes. Um dos segmentos
foi imediatamente afixado apds a perfusao com solugao salina
heparinizada, seguida de formaldeido a 4% para hematoxilina
e eosina (H&E), coloracao de tricromio de Masson e andlise de
ensaios imuno-histoquimicos, enquanto o outro foi colocado a
-80 °C para realizagao do ensaio de Western blot. Os animais
foram sacrificados por overdose de pentobarbital sédico.

Analise morfométrica

Ap6s a fixagdo em formaldeido a 4% e o processamento
em alcool 70%, os corpos de prova coletados no 39, 142 e 282
dias foram embebidos em parafina; foram retiradas se¢oes de
3 um ao longo do enxerto; exceto pelas regides imediatamente
adjacentes as mangas da anastomose. As secoes foram
coloridas com hematoxilina e com o kit de Masson (Shanghai
Gefan Biological, China), e as secoes coloridas foram
observadas em um microscépio biolégico Leica-DM2000
(Leica, Hefei, China). Pelo menos cinco secoes dos enxertos
de bypass espagadas simetricamente foram analisadas para
cada corpo de prova. Medidas morfométricas padrao foram
registradas, incluindo a espessura intima, a espessura média,
e a espessura adventicia. Em seguida, esses dados foram
calculados pelo software ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, EUA).

Analise imuno-histoquimica

Tecidos embebidos em parafina (enxertos no 32, 142 e 282
dias) foram processados, e foram retiradas se¢bes de 3 um ao
longo do enxerto; exceto pelas regides imediatamente adjacentes
as mangas da anastomose. Depois da desparafinizagao, o
antigeno foi recuperado com tampao citrato por 20 minutos
em temperatura e pressao altas, depois desativado com
peroxidase endégena H,O, a 3% for 20 minutos, e bloqueio
de peroxidase endégena com albumina sérica bovina a 5%
por 10 minutos. As segdes foram tratadas durante a noite
a 4°C com anticorpo monoclonal anti-PCNA (D3H8P; Cell
Signaling), anticorpo anti-VCAMT1 (ab134047; Abcam, diluicao
1:500), e anticorpo anti-ICAM1 (ab119871; Abcam, diluicao
1:200). Trés segoes separadas por enxerto foram analisadas
em relacdo a todos os marcadores. Os cortes foram lavados
varias vezes. Foram adicionadas aos cortes a solucao funcional
de anticorpo secundario biotinilado, e de solucao funcional de
estreptavidina conjugada com horseradish peroxidase. Os cortes
foram lavados em PBS (pH 7.2) por 5 minutos. Foi utilizada a
diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) para a visualizagao,
e a hematoxilina foi utilizada para contracoloragao. Por tltimo,

os cortes foram desidratados, e em seguida foram montadas e
seladas. Todas as imagens foram capturadas por aquisicao de
sinal de imagem e sistema de andlise (Leica-DM2000, Hefei,
China). O indice de PCNA foi utilizado para descrever o nivel
de expressao de PCNA (indice de PCNA = ndmero de células
com PCNA positivo/ntimero total de células). A densidade dtica
média foi utilizada para descrever o padrao de expressdes de
VCAM-1 e ICAM-1 (densidade 6tica média = densidade 6Gtica
integral/area).

Analise de expressao de proteina VCAM-1 e PCNA pelo
ensaio de Western blot

As protefnas totais foram isoladas das veias enxertadas.
Apbs a eletroforese e a eletrotransferéncia, as membranas
foram bloqueadas com leite desnatado a 5%, e foram
incubadas a 4°C com anticorpos primdrios durante a noite
(com anticorpo monoclonal anti-PCNA D3H8P; Cell Signaling,
diluigdo 1:1000; anticorpo anti-VCAM1 ab134047; Abcam,
diluicdo 1:3000; anticorpo anti-B-tubulina GB11017;
Servicebio, diluicao 1:2000). Depois de serem incubadas com
anticorpos secundarios (IgG de cabra anti-IgG de camundongo
HRP SE131; Solarbio, diluicdo 1:3000), as membranas foram
lavadas com TBST. Em seguida, as membranas foram expostas
no filme de PVDF e a solugao de reagente ECL (PEOO10,
Solarbio) foi adicionada. Faixas imunorreativas separadas
foram processadas pelo software Odyssey v1.2. Valores cinza
foram medidos com base na referéncia interna da B-Tubulina.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio
padrao (DP) e foram processados pelo software SPSS v.21.0
(Chicago, IL, EUA). Como os dados seguiram a distribuicao
normal verificada pelo teste Kolmogorov—Smirnov, as
comparagoes entre varios grupos foram analisadas por
analise de variancia de via Gnica (ANOVA). As comparagoes
entre dois grupos foram analisadas pelo teste de diferenga
minima significativa de Fisher (LSD). Um p-valor <0.05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados

O método de operagao descrito anteriormente foi usado
para estabelecer o modelo de bypass autélogo em veia
jugular em ratos. Apds o procedimento, as veias jugulares
transplantadas foram totalmente preenchidas, e os vasos
sanguineos tinham bons batimentos. A entrega perivascular
local do gel Pluronic-F 127 cobriu uniformemente a superficie
do vaso sanguineo. A incisdo foi fechada apés a solidificagao
do adesivo. Os status de atividade e cura da incisdo nos
ratos foram verificados diariamente apés a operagao. Foi
realizado ultrassom por Doppler no dia da eutandsia, que
demonstrou que o sangue da veia jugular transplantada nao
apresentava uma clara oclusao. No grupo de controle de 28
dias, os enxertos venosos estavam espessados e ligeiramente
rigidos, e a adesao dos tecidos adjacentes estava relativamente
6bvia. Correspondentemente, no grupo de alta dose de
adiponectina, as veias nao se expandiram significativamente, e
os tecidos adjacentes poderiam ser separados com facilidade
(Figura 1).
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Figura 1 - Fotografias intraoperatdrias e p6s-operatorias e fotografias do ultrassom por Doppler. (A) a. Fotografias intraoperatorias dos grupos de controle
e alta dose de adiponectina; (B) fotografia pos-operatdria na quarta semana dos grupos de controle e de alta dose de adiponectina; (C) fotografias do
ultrassom por Doppler no dia da eutandsia dos grupos de controle e alta dose adiponectina.

A adiponectina atenua a hiperplasia de intima, média e
adventicia em enxerto venoso

Analises morfométricas de enxertos explantados apds
o bypass (Figura 2A) apresentaram redugao da espessura
intima, média e adventicia apés a entrega perivascular da
adiponectina. A quantificagao da espessura intima, média
e adventicia foi realizada por, pelo menos, cinco secoes
igualmente espacadas ao longo da veia ndo anastomética
em cada enxerto do bypass. Na visualizacao dos trés
momentos de andlise, dia 3, dia 14 e dia 28, nao houve
diferenca significativa entre a espessura da intima, da média
e da adventicia entre o grupo de controle e o grupo de gel
vefculo, o que significou que a aplicagao do gel Pluronic
F-127 como carga de gel nao afetou a fisiopatologia
dos enxertos venosos. Especificamente, a espessura da
intima do enxerto venoso no grupo H-ADP diminuiu
significativamente no dia 14 e no dia 28 em comparagéao
com o grupo de controle e o grupo de gel veiculo. De
forma semelhante, a espessura da intima no grupo L-ADP
evidentemente reduziu mais, em comparagao com o grupo
de controle e o grupo de gel veiculo no dia 14 e no dia 28
(Figura 2B, Tabela 1).

Comparada a hiperplasia da intima, a hiperplasia
da média nas veias enxertadas ocorreu mais cedo; o
espessamento da média no grupo de controle e no grupo
de gel veiculo, no dia 3 era mais 6bvia que nos grupos
L-ADP e H-ADP. Similarmente, a espessura do tecido da
média diminuiu nos grupos com alta dose de adiponectina
comparados aos grupos de controle e de gel veiculo no dia
14 e no dia 28. A mesma tendéncia também existiu no
grupo de baixa dose de adiponectina no dia 14 e no dia
28 (Figura 2C, Tabela 1).
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As relagoes intima-média nos grupos L-ADP e H-ADP foram
mais altas em comparagao com grupo de controle e o de gel
veiculo no dia 3. Posteriormente, a relacdo intima-média era
notavelmente mais baixa no grupo H-ADP no dia 14 e no dia
28 em comparagao com o grupo de controle e o grupo de
gel veiculo. Dados do grupo L-ADP revelaram uma tendéncia
similar no dia 14 e no dia 28 versus o grupo de controle e de
gel veiculo (Figura 2E).

Além disso, identificou-se que a aplicagdo de adiponectina
também pode inibir a hiperplasia da adventicia de veias
enxertadas em ambos os grupos com doses diferentes.
A espessura da adventicia foi atenuada pela alta dose de
adiponectina comparada aos grupos de controle e de gel
veiculo no dia 3, no dia 14 e no dia 28. A mesma tendéncia
também existiu no grupo de baixa dose de adiponectina
comparada aos grupos de controle e de gel veiculo no dia 3,
no dia 14 e no dia 28 (Figura 2D, Tabela 1).

A adiponectina diminui a proliferagao celular apés o
enxerto venoso

A proliferagdo celular foi quantificada pelo indice de PCNA
da intima e da adventicia (nGmero total de células com PCNA
positivo dividido pelo nimero total de células nucleadas)
em 3 momentos no tempo apés o bypass (Figuras 3A, 3B).
A proliferagao celular entre o grupo de controle e o grupo
de gel veiculo na intima e na adventicia foi similar nos
trés momentos no tempo. Veias tratadas com alta dose de
adiponectina demonstraram proliferagdo minima na intima
(26%) e na adventicia (10%) trés dias apds o bypass em relagao
aos grupos de controle e de gel veiculo. Em comparagao com
os grupos de controle (intima: 36%; adventicia: 36%) e de
gel veiculo (intima: 37%; adventicia: 37%), a proliferagao
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Figura 2 - A entrega perivascular local de adiponectina atenua a hiperplasia de intima, média e adventicia em enxerto venoso em ratos. (A) Microfotografias
de segdes de veias enxertadas com coloragdo de Masson (200x ampliagdo, barra: 100 um). (B) Mudanga da espessura neointima; (C) Mudanga da espessura
da média; (D) Mudanga da espessura da adventicia; (E) relagdo intima-média (I/M). Os resultados séo apresentados como média + £ DP. *p <0,05 versus
grupo de controle, **p <0,01 versus grupo de controle. #p <0,05 versus grupo de gel veiculo, ##p <0,01 versus grupo de gel veiculo. I: intima; M: média.

diminuiu no grupo L-ADP na intima (29%) e na adventicia
(19%) no terceiro dia. Além disso, a supressao da proliferagao
do grupo H-ADP também foi mais evidente na adventicia do
que no grupo L-ADP no dia 3. A proliferagao foi pronunciada
em enxertos venosos no dia 14 (intima: 48%; adventicia:
46%) e no dia 28 (intima: 61%; adventicia: 51%) no grupo
de controle, mas também no dia 14 (intima, 47%; adventicia,
46%) e dia 28 (intima, 59%; adventicia, 50%) no grupo de
gel veiculo. Aplicagao perivascular de adiponectina com alta
dose apresentou 34% de proliferacao na intima e 20% na
adventicia no dia 14 quando comparado com o grupo de

controle e o grupo de gel veiculo. A proliferacao no grupo
L-ADP era visivelmente mais baixa na intima (43%) e na
adventicia (37%) no dia 14 em comparagao aos grupos de
controle e de gel veiculo. As diferengas também podem ser
encontradas na intima e na adventicia entre os dois grupos
com doses diferentes no dia 14. A inibicao da proliferagao
também foi evidente no dia 28 no grupo L-ADP, 49% de
proliferacao da intima e 43% da adventicia, o que ilustra
diferencas significativas em relagao aos grupos de controle e
de gel veiculo. A expressao do PCNA nos grupos de H-ADP
apresentou uma tendéncia similar na intima (38%) e na
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Tabela 1 - Espessura da intima, média e adventicia nos grupos de controle, de gel veiculo (Pluronic-F127), L-ADP (dose baixa de ADP)

e H-ADP (dose alta de ADP).
f g Controle Gel veiculo L-ADP H-ADP -
Grupos Horario (dia) N=6 N=6 N=6 N=6 Andlise
3 25,47%1,02 25,10+1,53 26,55%1,05 26,46+0,71 ANOVA
Espessura da
intima 14 111,6945,31 106,6245,57 75,12+4,94* #4 75,4613,59** # ANOVA
(um) 28 196,09+6,78 190,44+7,68 128,30+6,01** # 96,96%5,45** # ANOVA
3 94,00+4,19 95,47+3,38 76,935,30** # 69,03+5,94** ## ANOVA
Espessura da
média 14 107,19+3,66 107,41+5,48 93,86x3,17** # 82,83+4,13** # ANOVA
(hm) 28 158,83£8,39 157,75£8,75 109,6747,16* 4 104,027, 12+ # ANOVA
3 56,09+3,42 53,03+4,59 54,51+3,95 59,21+4,28 ANOVA
Espessura da
adventicia 14 112,03+7,08 111,87+6,35 85,04+6,35** # 86,52+5,20* # ANOVA
(bm) 28 152,31+3,55 154,49+6,55 95,70%6,05** # 90,15+4,87** # ANOVA

Os valores das espessuras sdo apresentados como média + DP (=6). *: p <0,05 versus grupo de controle, **: p <0,01 versus grupo de controle.
#: p <0,05 versus grupo de gel veiculo, ##: p <0,01 versus grupo de gel veiculo.
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Figura 3 - A adiponectina diminui a proliferagéo celular. (A) Indice de PCNA da intima determinado por imuno-histoquimica (200xampliagdo); (B) indice
de PCNA da adventicia determinado por imuno-histoquimica (200xmagnificagdo); (C) indice de PCNA da intima; (D) indice de PCNA da adventicia. Os
dados representam média + £ DP. *p <0,05 versus grupo de controle, **p <0,01 versus grupo de controle. #p <0,05 versus grupo de gel veiculo, ##p

<0,01 versus grupo de gel veiculo.

adventicia (29%) no dia 28. A comparagao entre dois grupos de
adiponectina diferentes também demonstrou diferengas notaveis
na fntima e na adventicia no dia 28 (Figuras 3C, 3D). A expressao
do PCNA determinada pelo teste de Western Blot também
demonstrou os mesmos efeitos da adiponectina (Figuras 4A, 4B).
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A adiponectina diminui as expressoes de VCAM-1 e ICAM-1
ap6s o enxerto venoso

VCAM-1 foi expressado no estagio inicial, mas ndo houve
diferencas entre os grupos no dia 3. A diferenga nao foi observada
entre os grupos de controle e de gel veiculo. A expressao de
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Figura 4 - Inibicdo da expressdo de PCNA e VCAM-1 pela entrega de adiponectina. (A) Expressées de PCNA e VCAM-1 em todos os grupos em trés
momentos no tempo ap6s a operagado; (B) Expressdo de PCNA determinada por Western blot; (C) Expressao de VCAM-1 determinada por Western blot.
Os dados representam média + = DR *p <0,05 versus grupo de controle, **p <0,01 versus grupo de controle. #p <0,05 versus grupo de gel veiculo, ##p

<0,01 versus grupo de gel veiculo.

VCAM-1 no grupo de tratamento com alta dose de adiponectina
foi significativamente suprimida em relacao aos grupos de controle
ou de gel veiculo no dia 14 (0,25 versus 0,31, 0,30) e no dia
28 (0,30 versus 0,50, 0,50). A expressao de VCAM-1 no grupo
L-ADP também foi inibida em relagao aos grupos de controle ou
de gel veiculo no dia 14 (0,26) e no dia 28 (0,40). Além disso, a
diferenga entre os grupos H-ADP e L-ADP também foi marcada
no dia 28 (Figura 5A, Figura 5C). Os resultados determinados
pelo teste Western Blot também ilustraram uma tendéncia similar
(Figura 4A, Figura 4C).

A expressao de ICAM-1 analisada pelo ImageJ raramente foi
observada nos estagios iniciais. As expressoes de ICAM-1 nao
mostraram diferenca significativa no grupo H-ADP (0,10 versus
0,18 no grupo de controle, 0,19 no grupo de gel veiculo) e no
grupo L-ADP (0,10 versus grupos de controle e de gel veiculo)
até o dia 28 (Figura 5B). Nenhuma diferenca foi observada entre
os dois grupos com doses diferentes de adiponectina nos trés
momentos no tempo.

Discussao

Apesar dos avangos nas terapias de DAC, o CABG
continua sendo o principal tratamento cirdrgico, e, portanto,
a reestenose continua a afligir a paténcia de enxertos
venosos.?® Muitos experimentos tentaram entender melhor
os mecanismos de falha do enxerto venoso e identificar
novas abordagens para reduzir a lesdo ao vaso e melhorar
a cura.”’””? Este estudo demonstrou que a adiponectina

entregue a superficie externa dos enxertos venosos em
ratos no momento do implante por gel Pluronic-F nao s6
reduziu a hiperplasia intima no dia 28 em comparacao
com o grupo de controle em que s6 foi realizado o bypass,
mas também pode diminuir a hiperplasia da média e da
adventicia. Os resultados deste estudo sugerem que a
atividade antiproliferativa e a expressao de citocinas (VCAM-
1, ICAM-1) na parede do enxerto provavelmente devem
estar envolvidas nesse efeito. Esses resultados demonstram
o papel da ADP na prevengao da reestenose de enxertos
venosos e esclarecem o possivel mecanismo.

O processo complexo de remodelagao de vasos
resulta em reestenose dos enxertos venosos, mas o
mecanismo ainda ndo esta claro. Estudos demonstraram
que o processo de reestenose de enxertos venosos inclui
trombose, hiperplasia da intima, formagao da neointima,
e aterosclerose.® Depois do transplante dos vasos, a
proliferacao e a migragao celular do musculo liso vascular
foram afetadas pelas alteragoes na disfungdo das células
endoteliais, inflamacdo, hemodindmica, entre outros
fatores."" Além disso, a adventicia do vaso sanguineo
também é danificada. Os fibroblastos ativados da adventicia
se transformam em miofibroblastos, e se proliferam a
migram para a média e intima, onde sintetizam e liberam
uma série de citocinas que promovem a proliferagao
e a migragao celular.’3? Estudos ja revelaram que a
adiponectina pode ser ligada a receptores de adiponectina
expressos em fibroblastos da adventicia e desempenhar
uma importante fungao. Além disso, muitos estudos

Arq Bras Cardiol. 2021; 117(6):1179-1188

1185



Zhou et al.
A Adiponectina Previne a Reestenose do Enxerto Venoso

Artigo Original

A

3d 14d
- - -
- - -

I Controle

W Gel veiculo
I L-ADP
[Z1 H-ADP

28d

=
@
1

Densidade 6tica média de VCAM-1 €
o o
T s

=
o
I

3d 14d 28d

Controle

o - - -

0.25

L-ADP

H-ADP

o

0.20
0.15+
0.10+

0.05

il | il

3d 14d 28d

Densidade 6tica média de ICAM-1
-4

Figura 5 - A adiponectina diminui expressoes de citocina apds o enxerto venoso. (A) Expressao de VCAM-1 determinada por imuno-histoquimica (200xampliagéo);
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relataram que a adiponectina tem efeitos anti-inflamatérios
e anti-ateroscleréticos no sistema cardiovascular.??
Entretanto, os efeitos da ADP na prevencao da reestenose
permanecem amplamente desconhecidos. Neste estudo,
primeiramente demonstrou-se a possivel eficicia da ADP
na inibicao de hiperplasia em enxertos venosos.

Neste estudo, a adiponectina foi aplicada ao modelo
de enxerto venoso autélogo em ratos para estimular o
processo fisiopatolégico de enxertos venosos apés CABG.
Observou-se que a espessura da fntima nos grupos tratados
com adiponectina era significativamente mais baixa que
nos grupos tratados apenas com bypass e gel veiculo,
indicando que a adiponectina tem um efeito na inibigao
da hiperplasia da intima. Além disso, a dose mais alta de
adiponectina foi mais eficiente neste estudo. E interessante
notar que o fndice de PCNA da intima e da adventicia
também diminuiu nos grupos tratados com adiponectina,
demonstrando que a adiponectina pode ter um efeito
inibitdrio na proliferagdo celular na intima e na adventicia
de veias enxertadas. Este estudo apresenta apenas uma
visdo limitada dos mecanismos pelos quais a ADP reduziu
a intima do enxerto venoso neste modelo. Entretanto, ao
comparar estes dados com os dados obtidos no contexto
de estudos anteriores, concluiu-se que a adiponectina
conseguia ndo so6 inibir a hiperplasia da intima, mas
também inibir a proliferagao de miofibroblastos e limitar
sua migracao para a intima e a média.**?°
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Entretanto, o mecanismo especifico de interagao
entre a adiponectina e os receptores ainda exige estudos
posteriores. A farmacocinética de entrega perivascular de
adiponectina também precisa ser mais bem definida em
estudos futuros. Além disso, pesquisadores demonstraram
que a trombose desempenhe um papel central na fase
inicial das falhas de enxertos venosos. A veia é submetida
a um perfodo de lesdo de isquemia e reperfusao, levando
a uma reducdo na sintase endotelial do 6xido nitrico
(eNOS), expressando danos as células endoteliais e células
musculares lisas vasculares (CMLV) e liberacao de vérios
mediadores protrombéticos. Além disso, os processos de
remodelacdo de enxerto venoso se iniciam dias ap6s a
coleta e o enxerto, levando a formacao da hiperplasia da
intima.?® Considera-se que a ADP possa exercer um efeito
nos estagios iniciais e intermediarios. Este estudo apresenta
informacdes apenas sobre os efeitos em curto prazo.
Pesquisas posteriores precisam ser realizadas para que se
entenda o mecanismo especifico no curto prazo e para
saber como a ADP influencia o resultado no longo prazo.

Depois de o endotélio ser lesionado, um processo
fisiopatoldgico inicial de reestenose, as moléculas de
adesao ICAM-1 e VCAM-1 sdo liberadas, o que pode
levar a adesdo e a infiltragao de mondcitos/macréfagos
que diferenciam e fagocitam uma grande quantidade
de ox-LDL, e, em seguida, formam células espumosas.
Nestes experimentos, detectou-se a expressao de VCAM-1
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e ICAM-1 por imuno-histoquimica, e identificou-se que
os valores de VCAM-1 e ICAM-1 nos grupos tratados por
adiponectina eram marcadamente mais baixos do que
os do grupo tratado por gel veiculo e do grupo tratado
apenas por bypass, o que elucidou como a aplicagao da
adiponectina pode reduzir a expressao de VCAM-1 e
ICAM-1 para promover a disfuncao do endotélio.

Conclusao

No presente estudo, confirmou-se que a entrega
perivascular local de adiponectina atenua a hiperplasia
de enxertos venosos em um modelo de bypass de
carétida em ratos. O efeito parece ser mediado tanto pela
diminuicdo da proliferacao celular quanto pela diminuicao
da expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 dentro do enxerto.
Embora os efeitos de curto prazo da adiponectina parecam
promissores, os efeitos de longo prazo e a significancia
clinica da adiponectina no CABG precisa ser estudado no
futuro. Espera-se que estes estudos, em algum momento, se
traduzam em aplicagao clinica na prevencao de reestenose
e falha nos enxertos em bypass.
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