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Avaliacdo microscopica e ultra-estrutural do
endotélio de veia safena preparada pela técnica

“no touch”

Microscopic and ultrastructural evaluation of the saphenous vein endothelium for CABG prepared

by the no touch technique

Virgilio Figueiredo SILVA!, Marcia Marcelino de Souza ISHIGAI? Edna FREYMULLER3,~Joéo Nelson Rodrigues
BRANCO?, Diego Felipe GAIAS Edmo Atique GABRIELS, Renata Aparecida Leonel ROMAQ?, Enio BUFFOLO?
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Resumo

Objetivo: O enxerto de veia safena (VS) utilizado em
revascularizagcdo miocardica possui uma vida Gtil, sendo o
estagio final a oclusdo do vaso. Esforgos em adquirir novas
técnicas de coleta da VS podem possibilitar uma viabilidade
maior do enxerto.

Métodos: Vinte pacientes foram randomizados e divididos
em dois grupos com o objetivo de avaliagédo do endotélio vascular.
A técnica “no touch” (NT) consiste em retirar o segmento de
VS com o tecido perivascular. A técnica convencional consiste
em retirar a VS, com remog&o “in situ” do tecido perivascular
e consequiente vasoespasmo. Houve um padrao de retirada das
VS com incisdes longitudinais escalonadas. Caracteristicas da
VS foram consideradas. A avaliacdo do endotélio das VS foi
realizada usando microscépio eletronico (ME) pelo método de
varredura e de transmissao. Cortes histolégicos das VS foram
corados em Hematoxilina-Eosina (HE). O colageno
subendotelial foi analisado pelos métodos de Picro-Sirius e
Tricromio de Masson.

Resultados: A ME evidenciou que o Grupo NT possui
maiores areas endoteliais ndo desnudadas, além de um
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menor nimero de células degradadas. A coloragdo em HE
nos permitiu verificar a forma e a integridade das camadas
das VS. Haum predominio maior de fibras colagenas coradas
no Grupo NT.

Conclusdes: A técnica NT permite uma melhor
preservacdo endotelial da VS, sugerindo um enxerto mais
viavel em longo prazo.

Descritores: Veia safena. Revascularizagdo miocardica.
Endotélio vascular. Ponte de artéria coronaria.

Abstract

Objective: Saphenous vein grafts (SV) used in coronary
artery bypass grafting have a limited life and vein occlusion
may be the final adverse effect. Efforts to develop new
techniques to harvest the saphenous vein may improve the
viability of the graft.

Methods: Twenty patients were randomly divided into
two groups with the objective of evaluating the vascular
endothelium. The No Touch (NT) technique consists in
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removing the saphenous vein with perivascular tissue. The
conventional technique consists in harvesting with “in situ”
removal of the perivascular tissue. The standard saphenous
vein harvesting procedure used bridged incisions.
Characteristics of the vein were considered. Evaluation of
the endothelium was achieved by electron microscopy and
histologic analysis using hematoxylin eosin staining. The
Picrosirius and Masson Trichrome methods were used to
analyze subendothelial collagen.

Results: Electron microscopy demonstrated that the NT
Group had larger non-denudated endothelial areas as well

INTRODUCAO

A doenca coronariana aterosclerética é a causa mais
importante de morbidade e mortalidade em nacgdes
industrializadas. Em todo o mundo, mais de um milhéo
de pessoas morrem anualmente da doenca arterial
coronariana [1].

A revascularizagdo miocardica é uma das mais
frequentes operacdes realizadas em todo o mundo, sendo
que, nas Ultimas trés décadas, desde a realizacdo da primeira
revascularizacdo direta do miocardio, muitos avangos
aconteceram, relacionados, sobretudo, a reviséo de varios
conceitos concernentes a aterosclerose, tecnologia e
técnica cirdrgica.

Um dos elementos chaves do sucesso em longo prazo
na cirurgia de revascularizagcdo miocardica é a escolha
do enxerto ideal. Anélises, tais como do estado nativo
das artérias coronarianas, das co-morbidades, da
apresentacao clinica e da possibilidade de competigdo
de fluxo sdo importantes na escolha do enxerto a ser
utilizado. Os condutos mais usados séo a artéria toracica
interna esquerda (ATIE) (mamaria); artéria toracica
interna direita (ATID); artéria radial (AR); artéria
gastroepiploica (AG); artéria epigastrica inferior (AEl) e
veia safena magna (VS) [2].

O uso da veia safena (VS) como enxerto coronariano,
introduzido na década de 1960, alterou profundamente a
situacdo de pacientes com doenca isquémica do coragdo,
trazendo para esses uma melhor qualidade de vida e
aumentando a sobrevida dos mesmos. Entretanto, a
perviedade limitada dos enxertos utilizando veia safena esta
associada a recorréncia de angina [3], além de ser uma das
principais causas de reoperacao.

Tem sido demonstrado que aproximadamente 30% dos
enxertos por uso de VS ocluem dentro do primeiro ano de
pos-operatorio e em 10 anos a taxa de oclusdo pode ser
maior que 50% [4].

A utilizaco de enxertos arteriais tem mostrado
resultados superiores em termos de perviedade a longo
prazo, principalmente quando nos referimos a artéria torécica
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as a smaller number of degraded cells. Histological analysis
showed the form and integrity of the saphenous vein layers.
A larger amount of collagen fibers were identified in the
NT Group.

Conclusions: The NT technique better preserves the
saphenous vein endothelium suggesting a more viable graft
in the long term.

Descriptors: Saphenous vein. Myocardial
revascularization. Endothelium, vascular. Coronary artery
bypass.

interna esquerda utilizada na revascularizacdo da artéria
interventricular anterior. Apesar disso, 0 uso da VS continua
aser largamente utilizado em revascularizagéo do miocardio,
jaque o nimero de enxertos arteriais adequados disponiveis
é limitado, restringindo uma revascularizacdo arterial
completa.

Dentro desta perspectiva, torna-se essencial a pesquisa
de métodos capazes de otimizar os resultados obtidos com
0s enxertos atualmente utilizados, em especial a VS. A
metodologia de preparo da veia possui importante papel e
seu modo de disseccao pode influenciar significativamente
no resultado obtido, na medida que trauma mecénico pode
comprometer a integridade endotelial com consequentes
danos morfo-funcionais [5].

Convencionalmente, durante a retirada da VS, o tecido
perivascular ¢ removido da veia com conseqliente
vasoespasmo, o qual é superado pela distensdo mecanica
intencional da veia. Estes procedimentos resultam em
significativa denudacao da superficie endotelial [6].

Recentemente, uma nova técnica cirdrgica tem sido
descrita na qual a veia safena € retirada junto com o tecido
perivascular através de minima manipulagao do vaso [7].
Esta técnica denominada “no touch” evita o vasoespasmo,
além de eliminar a necessidade de distensdo da veia. Quando
comparada a técnica convencional, esta técnica mostrou
um aumento significante na funcionalidade vascular do
enxerto venoso em longo prazo [8].

O presente estudo se prop6s, por meio de estudos
histoldgicos e ultra-estruturais, a reforgar as evidéncias de
que a chamada técnica “no touch” de retirada de VS
humanas é superior aos métodos tradicionais.

METODOS

Ap6s o projeto ter sido aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo - Escola
Paulista de Medicina, com n° de protocolo 0984/05, os
pacientes foram randomizados em dois grupos. Vinte
pacientes foram incluidos em nosso estudo, divididos em
grupo convencional e “no touch”, sendo que cada grupo
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possui 10 pacientes. O processo de selecdo dos pacientes
teve como objetivo a possibilidade de seguimento em longo
prazo. Como critérios de exclusdo para o estudo,
propusemos: pacientes portadores de doenga isquémica
que seriam submetidos a cirurgia de revascularizacéo
miocardica sem o uso de circulagdo extracorporea e que
apresentassem outras doencas, como neoplasias,
imunodeficiéncias e outras que pudessem alterar o padrdo
hemodin&dmico do paciente e mascarar os resultados.

Técnica de preparacdo da veia

Apos revisdo bibliografica da literatura, propusemos
uma técnica cirdrgica de coleta de veia, denominada “no
touch”, para enxerto coronariano que minimamente
agredisse a veia.

Grupos de estudo

Grupo “No Touch”

A técnica denominada “no touch” consiste na retirada
do segmento de veia safena magna da perna com o tecido
perivascular. I1sso permite que ndo haja manuseio da regido
intimal e ao redor da VS e que os possiveis fatores
moleculares produzidos por aquele tecido fossem
preservados (Figura 1).

e

Fig. 1 - Foto cirdrgica de um segmento de VS ““no touch”

Grupo convencional

A técnica convencional consiste na retirada da VS “in
situ”, na qual o tecido perivascular é removido com
conseqliente vasoespasmo, o qual é superado pela
distensdo mecénica intencional da veia. Estes
procedimentos resultam em significativa denudacdo da
superficie endotelial (Figura 2).

Em todos os pacientes, houve um padrdo de retirada
das VS com incisdes longitudinais escalonadas, o que torna
a cirurgia mais estética e diminui os riscos de infec¢do local.

Técnicacirlrgica

Cardioplegia anterograda (4°C) através do 0stio
coronariano com circulagdo extracorporea e moderada
hipotermia (28°C a 30°C) foram rotineiramente utilizadas.
Para evitar sangramento das anastomoses, vasos colaterais
das veias foram ligados com fios de algoddo 4.0. As
anastomoses distais foram inicialmente realizadas e 0s
segmentos proximais posteriormente ligados na aorta. A
artéria torécica interna foi utilizada como ponte para artéria
interventricular anterior. Caracteristicas da veia, como
qualidade e origem, foram consideradas.

Avaliag8o ultra-estrutural

Analise morfolégica do endotélio das veias foi realizada
usando microscopio eletronico. Para tanto, se procedeu a
coleta de um segmento proximal de 0,5 cm que foi fixado em
reagente apropriado. O segmento foi imerso em um frasco
com solugdo de glutaraldeido a 2,5% e acondicionado em
caixa térmica resfriada a 4°C. O conjunto foi levado ao setor
de microscopia eletrénica da UNIFESP-EPM. No local, o
segmento foi preparado por técnico especializado e lido em
microscopia de varredura, que permite visibilizar a superficie
endotelial, e também em microscopia de imersdo, que permite
visibilizar limites e contetdos celulares.

Avaliag&o microscopica

Outros dois segmentos da VS (proximal e distal) de 0,5
cm foram coletados e imersos em frasco com formol a 10%.
Os dois conjuntos foram levados ao Setor de pesquisas do
Departamento de Patologia da UNIFESP-EPM e
protocolados. As veias foram seccionadas transversalmente
e incluidas em blocos de parafina. Realizado o bloco de
parafina, o conjunto foi cortado em micrétomo e laminas foram
preparadas para coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE),
Tricromio de Masson e Picro-Sirius.

De cada bloco de parafina, foram preparadas trés
laminas, uma com cada reagente descrito.

O reagente HE permite uma visualizagdo microscopica
das estruturas gerais da VS, evidenciando as camadas
vasculares e possiveis depositos celulares. Tanto o regente
Picro-Sirius como Tricromio de Masson sdo utilizados para
corar o colageno subendotelial.

As laminas foram lidas por patologista que ndo tinha
conhecimento a que grupo a veia pertencia.

Plano piloto

Para uma otimizagao da coleta, técnica cirdrgica e preparo
das I&minas, elaborou-se um plano piloto. Foram coletadas
dez veias, preparadas como descrito anteriormente. Esse
material nos permitiu testar os reagentes, otimizando o uso
dos mesmos e assimilar erros durante a coleta e o preparo
do material, o que permitiu informar aos cirurgifes um
melhor meio retirar os segmentos.
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RESULTADOS

A andlise por microscopio eletrénico das pecas
cirdrgicas evidenciou que o Grupo “no touch” possui
maiores areas endoteliais ndo desnudadas, além de um
menor ndmero de células degradadas pelo processo de
manipulacdo (Figuras 3a6).

Fig. 3 - Foto de microscopia de imers&o, demonstrando uma célula
endotelial preservada (E)

h & Tas
Fig. 4 - Foto de microscopia de imers&o, demonstrando uma célula
endotelial danificada (E)

Fig. 5 - Foto de microscopia de varredura, demonstrando area
com células endoteliais preservadas. Célula endotelial (E)

Fig. 6 - Foto de microscopia de varredura, demonstrando area
desnuda de células endoteliais. Célula endotelial isolada (E)
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A coloragdo em HE permitiu verificar a presenca de todas
as camadas das VS. Isso é importante, pois exclui fatores
relacionados a trauma ou possiveis reagdes com o reagente
de preservacdo que pudessem interferir com as camadas
vasculares, além de nos dar uma visao do aspecto das veias.
O grupo convencional é caracterizado por um limen mais
estreito e por aspecto mais agredido da camada intima,
provavelmente pela manipulagdo manual da amostra
(Figuras 7 e 8).

Fig. 7 - Corte transversal de veia safena convencional corada por
HE. Note a luz em fenda caracteristica do vasoespasmo venoso
devido a distensdo pressorica

| Ve ; ’

Fig. 8 - Corte transversal de veia safena “‘no touch” corada por
HE. Observa-se o formato ovalado da luz e a continuidade da
camada intimal

A observacdo das laminas preparadas para avaliar o
colageno subendotelial nos permite inferir que ha um
predominio maior de fibras coradas pelo grupo “no touch”.
Isso demonstra que ha menor degradacédo das VS quando



SILVA, VF ET AL - Avaliagdo microscopica e ultra-estrutural do
endotélio de veia safena preparada pela técnica “no touch”

Rev Bras Cir Cardiovasc 2008; 23(3): 323-329

essas ndo sdo manipuladas e distendidas com altas
pressdes. As fotografias das 1aminas permitem uma
visualizacdo de areas mais homogéneas no Grupo “no
touch”, o que é um fator de preservagéo endotelial (Figuras
9e10).

. ¢ ‘_'_ N \ _I. e 4 --

et Ny S0 N Y
Fig. 9 - Corte longitudinal de uma VS convencional corado por
método de Tricromio de Masson e observado em contracoloragéo

método de Tricromio de Masson e observado em contracoloragao.
H& maior brilho emitido pela coloracéo nesta foto em relagéo a
anterior, o que demonstra um maior nimero de fibras colagenas
coradas e preservadas

DISCUSSAO

As células endoteliais formam uma monocamada que
reveste todo o sistema vascular. Sua integridade estrutural
e funcional constitui um requisito fundamental para a
manutencao da homeostasia da parede do vaso e da fungéo

circulatdria. O endotélio vascular € um tecido multifuncional
com propriedades sintéticas e metabdlicas, como a
manutencdo da barreira de permeabilidade do vaso;
elaboracéo de moléculas anticoagulantes e antitrombdticas;
elaboracdo de moléculas prd-tromboticas; produgédo de
matriz extracelular; modulagdo do fluxo sangiiineo e da
reativagéo celular; regulagdo da inflamacéo, imunidade e
crescimento celular [9].

O procedimento para implante de “bypass” (derivacao)
em artéria corondria é um procedimento cirdrgico crescente.
As derivagOes sdo realizadas utilizando-se mais
freqientemente os enxertos de VS e ATI. Diferentes
propriedades funcionais e estruturais entre artérias e veias
podem explicar os melhores resultados das pontes arteriais
[10]. Entretanto, algo merece destaque: o endotélio da ATl
é protegido durante toda a preparagao para o uso e em 90%
dos pacientes o enxerto permanece desobstruido dentro
de 10 anos [11]. Por outro lado, o enxerto de VS ndo €, como
dito, protegido pela técnica convencional de preparacéo
da veia, o que pode levar a importante lesdo endotelial [12].

Proliferaces da musculatura lisa da tinica média séo
similares na VS e na ATI [13]. Entretanto, proliferacGes se
tornam mais acentuadas em veias que sofrem lesdo
endotelial durante a preparacdo. Isto demonstra que a
grande causa de hiperplasia da camada intima, detectada
nos enxertos venosos, pode ndo se justificar apenas pelas
diferengas intrinsecas entre artérias e veias, mas pela grande
sensibilidade da veia ao trauma.

Muitas estratégias tém sido utilizadas para prevenir a
oclusdo das veias. Adventos oriundos das novas terapias
com agentes farmacologicas [14] e a terapia génica [15]
estdo sendo cada vez mais valorizados. Entretanto, é
necessario que surjam melhores técnicas cirdrgicas para
prevenir lesdes da parede venosa durante a operagao.

A técnica “no touch” (NT) de retirada veia safena, na
qual a veia é retirada com o pediculo de tecido perivascular,
é uma das técnicas que surgiram para contornar o problema
[7]. Estudos prospectivos com esta técnica demonstraram
que a integridade endotelial e a atividade da enzima Oxido
nitrico sintetase (NOS) foram melhor mantidas com o uso
da técnica NT no preparo da veia safena [16,17].

O 6xido nitrico (NO) é um potente vasodilatador que é
sintetizado a partir da L-arginina pela NOS [18]. Outra
propriedade do NO é a capacidade de inibir aativacdoe a
agregacdo plaquetéaria, adeséo leucocitéria e proliferacéo
das células musculares lisas. No sistema cardiovascular,
a NOS é expressa pelas células endoteliais, células
musculares lisas, células, nervos perivasculares e
plaquetas [19].

A atividade vasodilatadora e bloqueadora da agregacéo
plaquetaria causada pelo NO é responsavel pela protecdo
da veia contra o espasmo, como também pela alta perviedade
imediata da mesma. Além disso, as propriedades mecanicas
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providas pelo tecido gorduroso em volta da veia podem
contribuir para o melhor resultado desta nova técnica [17,20].

Por meio das técnicas morfoldgicas e de coloragédo
descritas anteriormente, podemos observar uma diferenca
importante no padrdo de conservagdo das veias quando
elas sdo preparadas pelas técnicas descritas. A manipulagdo
manual da amostra com distens&o abusiva e sua leséo local
com remocao do celularidade perivascular resulta em danos
morfo-funcionais, com vasoespasmo venoso, 0 que
favorece a trombose do vaso e sua oclus&o.

A agressdo endotelial observada pelas fotos de
microscopia eletrénica impossibilita que haja a produgéo
de fatores protetores locais como a NOS, além de possibilitar
a producdo de cininas que favorecem a venoconstri¢ao,
em uma situacdo em que ha um desbalango entre os fatores
enzimaticos.

A arquitetura celular foi mantida utilizando a técnica
“no touch”, o que se traduz por um conjunto de fibras
colagenas ndo danificas organizadas e dispostas ao redor
do vaso, possibilitando a tensdo adequada na parede
vascular.

Embora nossos resultados demonstrem VS com
caracteristicas que sugerem melhor preservacao das
mesmas, quando estas sdo retiradas com seu leito vascular
através da técnica “no touch”, nossos resultados até o
momento sdo caracterizados como observacionais. Nado
refletem valores numéricos da espessura intimal, propor¢édo
de células endoteliais por campo optico, refrigéncia por
pixel da expressao colageno subendotelial. Para a resposta
a estes questionamentos sera necessaria a avaliagdo
morfomeétrica e imunohistoquimica em estudos ulteriores.

CONCLUSAO

A integridade endotelial foi melhor observada usando a
técnica “no touch”. A ndo remocao do tecido perivascular,
com menor manipulagéo pressorica e manual da VS, sugere
que a mesma tenha sua estrutura preservada e que fatores
hormonais locais sejam mantidos.
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