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RESUMO

A veia safena magna (VSM) segue relevante no contexto da cirurgia de revascularizagdo do
miocardio (CRM). Estudos que indicam perviedade limitada deste conduto em longo prazo
fazem com que a busca por melhores resultados cirirgicos para 0s enxertos venosos seja
constante. O objetivo deste estudo foi avaliar, com uso de microscopia eletrénica de varredura
(MEV), os efeitos do uso de diferentes solucdes de preservacdo de enxertos, e de diferentes
pressdes de distensdo intraluminal sobre a anatomia ultraestrutural e a integridade endotelial
de segmentos de VSM na CRM. 42 segmentos de VSM obtidos de doze pacientes submetidos
a CRM foram divididos em sete grupos. O grupo 1 (controle) foi constituido por segmentos
de VSM que, logo ap6s exérese cirlrgica foram imediatamente fixados em solucdo de
preservacdo. Segmentos dos grupos 2 e 3 foram distendidos e preservados com sangue
arterial autologo heparinizado (SAH) (grupo 2) ou solucéo fisiolégica a 0,9% (SF) (grupo 3) a
uma pressao de 30 mmHg e em mantidos sob esta mesma pressao com solucao de fixacéo.
Segmentos dos grupos 4 e 5 foram distendidos a pressdo constante de 100 mmHg com SAH
(grupo 4) ou SF 0,9% (grupo 5). VSM dos grupos 6 e 7 foram distendidas a uma presséo
constante de 300 mmHg com SAH (grupo 6) ou SF 0,9% (grupo 7). Enxertos venosos foram
encaminhados para analise por MEV, e um escore foi utilizado para mensuracdo do grau de
dano endotelial. Observou-se que segmentos de VSM preservados com SF apresentavam dano
endotelial significativamente maior tanto em comparacdo ao grupo controle, quanto em
comparagdo aos grupos distendidos com pressdes de 30 mmHg e de 100 mmHg. Segmentos
distendidos com pressdo de 300 mmHg apresentaram alto grau de dano, com consideravel
perda e separacdo de células endoteliais, extensos focos de exposicdo da membrana basal, e
numerosas fraturas da camada intima, sem diferencas quanto a solucdo utilizada. Segmentos
distendidos a 30 mmHg apresentaram diminuto dano endotelial, em comparagdo a segmentos
distendidos com pressdes superiores a esta. Em suma, conclui-se que o preparo da VSM com
uso de solucao salina e com pressdes de distensdo intraluminal acima de 30 mmHg séo fatores
relacionados a maior dano ao endotélio destes enxertos, 0 que poderia reduzir a perviedade
destes apds a CRM. Adicionalmente, o uso de solugdo de preservagdo sanguinea e de baixas

pressdes de distensdo foram fatores de protecdo ao endotélio.

Palavras-chave: Veia safena magna; Cirurgia de Revascularizacdo do Miocardio; Solugédo

Salina; Sangue Arterial; Pressdo de distenséo.



ABSTRACT

The saphenous vein (SV) remains relevant in the context of myocardial revascularization
(CABG) surgery. Studies that indicate limited long-term patency of this conduit imposes
constant search for better surgical results. The objective of this study was to evaluate, using
scanning electron microscopy (SEM), the effects of using different graft preservation
solutions, and different intraluminal distention pressures on ultrastructural anatomy, and in
endothelial integrity of SV segments in CABG. 42 segments of SV obtained from twelve
patients undergoing CABG were divided into seven groups. Group 1 (control) consisted of SV
segments that, after surgical excision, were immediately preserved in a fixation solution.
Segments of groups 2 and 3 were distended and preserved with autologous heparinized
arterial blood (AHB) (group 2) or normal saline (NS) solution (group 3) at a pressure of 30
mmHg and then kept under this pressure with fixing solution. Segments in groups 4 and 5
were distended at a constant pressure of 100 mmHg with AHB (group 4) or NS (group 5).
SVs of groups 6 and 7 were distended at a constant pressure of 300 mmHg with AHB (group
6) or NS (group 7). Venous grafts were analyzed by SEM, and a score was used to measure
the degree of endothelial damage. It was observed that SV segments preserved with NS had
significantly greater endothelial damage both compared to the control group and to the groups
submitted to distention pressures of 30 mmHg and 100 mmHg. Venous segments stretched
with a pressure of 300 mmHg showed a soaring degree of damage, with considerable loss and
separation of endothelial cells, extensive exposure of the basement membrane, and numerous
fractures of the intimate layer, with no differences regarding the preservation solution used.
SV distended with a pressure of 30 mmHg showed scarce endothelial damage, compared to
segments dilated with pressures higher than that. In summary, it is concluded that the
preparation of SV using saline solution and with intraluminal distension pressures above 30
mmHg are factors related to greater damage to the endothelium of these grafts, which could
reduce their patency after CABG. Additionally, adoption of blood as a preservation solution,

in association to lower distension pressures were factors related to endothelial protection.

Key words: Coronary artery bypass; Saphenous vein; Saline Solution; Arterial blood;

Distension Pressure.
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1 INTRODUGCAO

As doencas do sistema cardiovascular aparecem como uma das mais importantes causas
de morbidade e mortalidade no Brasil e em todo 0 mundo, sendo responsaveis por algo em
torno de 30% dos ébitos e, dentro deste grupo de afeccBes, a doenca arterial coronariana
(DAC) mostra-se como aquela de maior impacto (MACK, GOPAL, 2016; NEUMANN et al.,
2019; PIEGAS et al., 2009). Fisiopatologicamente, caracteriza-se pela formacdo de placas
aterosclerdticas no limen das artérias corondrias, o que acarreta reducao do fluxo sanguineo
arterial ao miocardio, resultando em isquemia desta musculatura e, em casos graves, quando
h& rotura na placa, pode ocorrer necrose miocardica com insuficiéncia cardiaca grave
associada e obito (HAJAR, 2017; MALAKAR, 2019).

Dentre as modalidades de tratamento disponiveis para 0s pacientes acometidos por
DAC grave e sintomatica, a cirurgia de revascularizacdo do miocardio (CRM) mostra-se
como a abordagem cirurgica mais amplamente realizada (NEUMANN et al., 2019). Este
procedimento, desde suas primeiras idealizacbes na década de 1950, € uma das areas de maior
destaque da cirurgia cardiovascular. Os trabalhos iniciais de Vineberg e Miller, nas décadas de
1940 e 1950, com o implante da artéria toracica interna esquerda (ATIE) na musculatura
miocérdica ventricular, a chamada revascularizacdo indireta, foram fundamentais para
despertar maior interesse no tema (HEAD et al., 2013; MELLY et al., 2018; VINEBERG,;
MILLLER, 1951). A primeira anastomose relatada com sucesso da ATIE para a artéria
interventricular anterior (AlA), a chamada revascularizacdo direta, foi realizada por Kolessov
em 1964, procedimento que até os dias atuais é considerado padrdo-ouro na revascularizacdo
miocardica (KOLESSQV, 1967). Outro fato de suma relevancia ocorreu em 1967 quando
Favaloro et al. introduziram na pratica médica a cirurgia de by-pass aortocoronariano com o
uso da veia safena magna (VSM), cirurgia realizada até os dias atuais no tratamento da DAC
grave (FAVALORO, 1968; HEAD et al., 2013).

Na CRM, os enxertos sejam eles arteriais ou venosos, permitem que o sangue arterial
chegue a artéria corondaria distalmente ao sitio da lesdo aterosclerdtica, “bypassando” a lesédo

e permitindo a restauracdo de fluxo sanguineo ao tecido miocardico isquémico.

Com o decorrer do tempo, estudos demonstraram que, apesar da grande melhora na
morbimortalidade proporcionada pela cirurgia de by-pass aortocoronariano, a VSM

apresentava perviedade limitada a longo prazo, com 60% destes enxertos permanecendo
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viaveis ap6s 10 anos de cirurgia (DE VRIES et al., 2016; MCKAVANAGH et al., 2017;
NEUMANN et al., 2019). Em curto prazo, isso ocorre devido a fenbmenos trombéticos na
VSM, e, em periodos mais tardios, a falha do enxerto deve-se sobretudo ao surgimento de
hiperplasia da camada intima, e desenvolvimento de doenca aterosclerdtica, aspectos ligados
ao dano gerado pela exposicdo do endotélio venoso a condi¢des nao-fisioldgicas para este
tecido (DE VRIES et al., 2016; HARSKAMP et al., 2013; MILLS;EVERSON, 1975).

Considerando a possibilidade de falhas do enxerto venoso, com prejuizo clinico aos
pacientes, muitos centros passaram a adotar o uso de enxertos arteriais, de modo a obter
melhores resultados. Dentro deste grupo de enxertos, a ATIE, por suas caracteristicas
anatdbmicas e histoldgicas, acabou por mostrar-se como 0 enxerto padrdo-ouro para a
revascularizacdo miocardica, com estudos indicando perviedade acima de 90% em 10 anos e
acima de 85% em 20 anos para este enxerto (CAMERON et al., 1995; LOOP et al., 1986).

Outros enxertos arteriais, como a artéria toracica interna direita, a artéria radial, a artéria
gastroepiploica e a artéria epigastrica inferior, passaram entdo a ser utilizados no contexto da
CRM (GAUDINO et al., 2019; HE, 1999; TAGGART, 2013). No entanto, o fato da exérese e
disseccdo destes enxertos associar-se a aumento da morbidade e de complicacbes operatorias,
sem que, como no caso da ATIE, houvesse demonstracdo absoluta de sua superioridade sobre
0S enxertos venosos, faz com que seu uso, atualmente, ainda ndo seja adotado
indiscriminadamente (NEUMANN et al., 2019). Esses fatores, associados a facilidade de
exérese e uso, a disponibilidade e a baixa taxa de morbidade decorrentes da utilizacdo da
VSM fazem com que este ainda seja utilizado em 70% das CRM dos Estados Unidos da
América (EUA) (D’AGOSTINO et al., 2018; FERNANDEZ et al., 2019; THOURANI et al.,
2019).

Tendo em vista todo esse contexto, a literatura cientifica vem destacando a
relevancia de metodologias que resultem em maior preservacdo do enxerto venoso durante
sua exérese e preparo para uso como enxerto para revascularizacdo miocardica (CALISKAN
et al., 2019; BOUHOUT,; ALI; PERRAULT, 2018; SAMANO; DASHWOOD; SOUZA,
2018; WISE; BROPHY, 2016; WOODWARD; ANTONIADES; TAGGART, 2016). Essas
técnicas envolvem, primordialmente, a manutencdo da integridade das camadas venosas,
sobretudo do endotelio, por¢do cujo dano estd associado ao precoce desenvolvimento de
hiperplasia intimal e, por conseguinte, oclusdo precoce dos enxertos (CALISKAN et al.,
2019; CHEUNG-FLYNN et al., 2017; DE VRIES et al., 2016).
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Apobs exérese, a VSM usualmente é mantida em uma solucdo de preservagdo, a qual
usualmente pode ser constituida por uma solucdo salina de soro fisiologico (SF), contendo
cloreto de sodio a 0,9%, ou por solucdo sanguinea, com sangue arterial heparinizado (SAH)
do paciente. Em ambas as situacdes a VSM ¢é mantida a temperatura ambiente média de 20°C.
Este enxerto venoso permanece nestas condi¢fes enquanto é realizada disseccdo das artérias
coronarias e preparo do sitio cirargico para confeccdo das anastomoses. Estudos atuais ainda
indagam qual seria a solucdo que permitiria, durante este periodo, preservacao das estruturas
venosas com menor grau de lesdo endotelial (BEN ALI; BOUHOUT; PERRAULT, 2018;
CALISKAN et al., 2019; FOUQUET et al., 2020; WINKLER et al. 2016).

Antes da realizacdo das anastomoses, a VSM é preparada sendo distendida com a
solucdo na qual foi preservada. Dessa forma, é possivel avaliar a presenca de pontos em que
h& perca da integridade da parede venosa e, consequentemente escape de liquido, o que
poderia resultar em sangramentos pds-operatorios. A distensdo da VSM sob altas pressdes é
fator determinante de dano celular, sendo recomendada atualmente a distensdo deste enxerto
venoso a no maximo 100 mmHg, pressdo semelhante a qual este estara submetido quando
inserido no sistema arterial (CALISKAN et al., 2019; DE VRIES et al., 2016). No entanto,
guestionamentos ainda existem quanto a solucdo a ser utilizada para distensdo, buscando-se
também reducdo dos danos endoteliais (ANGELINI et al., 1987; BONCHEK, 1980;
GUNDRY et al., 1980; LOESCH; DASHWOOD , 2018).

A avaliacdo do impacto destas metodologias de exérese, preservagéo e preparo da VSM
sobre a estrutura a celular pode ser feita analisando-se a integridade ultraestrutural tanto do
endotélio venoso como das camadas intima, media e adventicia deste vaso. Dentre as
metodologias utilizadas para esta analise estd a microscopia eletrénica de varredura (MEV),
também conhecida pelo termo em inglés, “scanning electron microscopy” (GUNDRY et al.,
1980; VASILAKIS, 2004).

A MEV utiliza feixes de elétrons que incidem sobre o material a ser estudado,
rastreando a superficie desejada. Variagbes nesta superficie, como depressbes e fissuras
apresentam-se como escuros, enquanto protuberancias e cristas mostram-se mais brilhantes. A
reflexdo dos elétrons pela superficie e a emissdo de elétrons secundarios de baixa energia por
esta fazem com que seja formada uma imagem, este processo é captado por detectores que 0s
convertem em um sinal enviado a uma tela, produzindo a imagem visualizada
(MOHAMMED; ABDULLAH, 2019; SCHATTEN, 2012; UL-HAMID, 2018).
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O uso desta modalidade de microscopia em tecidos bioldgicos vem sendo expandido
atualmente. A possibilidade de avaliar a estrutura de organelas e de microestruturas celulares
sob diferentes condi¢cbes, sejam de estresse térmico, quimico ou pressorico, traz novas
perspectivas acerca do funcionamento fisioldgico, da adaptabilidade dos sistemas bioldgicos e
dos processos fisiopatoldgicos envolvidos nas afeccBes, evidenciando em nivel molecular
como estes processos ocorrem, 0 que permite, além da compreensdo destes processos
bioldgicos, o desenvolvimento de novas metodologias para tratamento das doencas
(SCHATTEN, 2012; ZHOU, 2006).

Considerando-se 0 exposto anteriormente, estudos envolvendo abordagens que
promovam maior perviedade a longo prazo deste enxerto venoso mostram-se cOmMo
fundamentais para o sucesso a longo prazo deste procedimento indispensavel ao tratamento da
DAC. O uso da MEV para avaliacdo de enxertos de VSM em diferentes condi¢bes de
preservacdo e preparo cirargico € infrequente. Estudos utilizando tecnologias para precisa
avaliacdo dos efeitos de heterogéneas técnicas intraoperatdrias podem trazer novas
perspectivas acerca da anatomia ultramicroscépica fisiologica do endotélio venoso, acerca do
processo fisiopatoldgico envolvido no dano a VSM decorrente do preparo desta como enxerto
na CRM, bem como permitir elaboracdo de novas metodologias, de modo a reduzir a lesdo ao

enxerto venoso, ampliando a sobrevida dos pacientes submetidos a CRM.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia e morfogénese do sistema venoso

O desenvolvimento do sistema cardiovascular embrionario inicia-se em meados da
terceira semana de gestacdo, quando os nutrientes ndo mais sdo capazes de chegar a todo o
tecido fetal por meio da difusdo. Dessa forma, canais vasculares primitivos comegam a ser
formados pela diferenciagdo de angioblastos, células mesodérmicas extraembridnicas
(NICHOLSON; GLOVICZKI, 2005).

Woolard, em 1922, postulou os principios da formacao do sistema vascular, dividindo-
0 em trés fases. A fase um seria aquela em que este sistema é constituido exclusivamente por
capilares resultantes da diferenciacdo dos angioblastos. Na fase dois, estruturas plexiformes,
com redes vasculares intrincadas podem ser visibilizadas. Ja na fase trés, chamada também de
fase de maturacdo, as grandes artérias e veias do corpo ja se encontram formadas
(WOOLARD, 1922).

Especificamente em relacdo ao sistema venoso, sua formacédo torna-se mais especifica
na quinta semana de gestacdo com a formacdo de trés grandes pares de veias do embrido:
veias vitelinicas, veias umbilicais e wveias cardinais (EICHMANN, 2003;
LOHR;MOUAWAD, 2018).

As veias vitelinicas transportam sangue do saco vitelinico para o seio vemoso,
formando um plexo ao redor do duodeno e do sistema digestivo embrionario. Essa estrutura
posteriormente originara a drenagem venosa hepética e dos intestinos. As veias umbilicais,
por sua vez, existem de forma pareada por um curto periodo na circulagédo fetal, uma vez que
seu ramo direito e a por¢do proximal do ramo esquerdo séo obliterados, permanecendo apenas
a porcdo distal da veia umbilical esquerda, fornecendo sangue oxigenado da placenta para o
figado. Posteriormente forma-se o ducto venoso, comunicacao entre o remanescente da veia
umbilical esquerda e o canal hepatocardiaco direito, bypassando os sinusoides hepaticos e
fornecendo sangue mais diretamente para o cora¢do embrionario. Por fim, as veias cardinais,
que drenam a porcao cefalica, e a por¢do posterior do embrido e que se desenvolvem de forma

a formar as veias cavas, as veias renais, o sistema azigos e as veias iliacas.

O sistema vascular dos membros tem formacéo distinta, ao desenvolver-se como uma
fina rede de capilares surgindo de ramos da aorta. Com a diferenciacdo e formacdo dos

membros, seios venosos marginais sdo formados a partir desta rede de capilares e drenam o
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sangue, inicialmente, para plexos venosos superficiais. Progressivamente, esses plexos
Venosos tornam-se mais complexos, conectando-se a veias profundas que se formam em pares
com as artérias principais dos membros. Valvas sdo formadas ainda nessa fase inicial e
acredita-se que o nimero total de valvas do sistema venoso € definido ja no sexto més de vida
(GLOVICZKI et al., 2017; LOHR;MOUAWAD, 2018; NICHOLSON; GLOVICZKI, 2005).

Com relagdo especificamente a formacdo do plexo venoso dos membros inferiores,
Uhl e Gillot (2007) descreveram a teoria dos nervos guiadores da angiogénese. Tal teoria
postula que os nervos axial, pré-axial (ventral) e pés-axial (dorsal) guiam a formacédo do plexo
venoso. O nervo axial, que dar& origem ao nervo ciatico, induz a formagdo do plexo axial, o
mais importante dos trés durante as primeiras semanas de desenvolvimento, mas que regride
na maioria dos individuos, estando presente em apenas 5% dos adultos. O nervo pré-axial, que
darad origem ao nervo femoral, induz a formacdo do plexo que originara as veias femoral e
safena magna. J& o po6s-axial, nervo femoral cutaneo, induz a formacdo do plexo que dara
origem & veia safena parva. Durante o restante do desenvolvimento, haveria a formacdo de
anastomoses entre esses trés plexos, as quais originardo as outras veias dos membros
inferiores (GLOVICZKI, 2017; UHL;GILLOT, 2007).

2.2 Anatomia da veia safena magna

A apresentacdo anatdmica da VSM é estudada desde a antiguidade, continuando como
tema relevante até os dias atuais pela relevancia deste vaso em diversos procedimentos
diagndsticos e terapéuticos. O termo “safena” foi utilizado pela primeira vez por Avicena, em
seu livro “O Canone da Medicina”, escrito no século XI (CAGGIATI; BERGAN, 2002;
MARCOVECCHIO, 1993). Uma vez que os arabes ja realizavam sangrias com intuito
terapéutico a época, quando necessario utilizar as veias dos membros inferiores para este fim,
apenas a porcao distal da VSM, mais visivel, era utilizada. A por¢do proximal, por ndo ser
facilmente acessivel para flebotmias, era denomidada “el sefin”, termo que pode ser traduzido

como “escondido” em nossa lingua vernacula (MARCOVECCHIO, 1993).

Anatomicamente, o sistema venoso superficial dos membros inferiores € uma das
estruturas com maior variabilidade, mas algumas veias, como é o caso da VSM, apresentam
aspectos anatdmicos bem definidos (CAGGIATI; BERGAN, 2002; CAGGIATI; RICCI,
2000).

A VSM é a maior e mais continua veia superficial dos membros inferiores. Apresenta

cerca de 2-4 mm de diametro, e contém de dez a vinte valvas em sua extensdo, a maioria
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destas localizada no segmento distal. Diferentemente de outras veias do sistema venoso
superficial, a VSM localiza-se mais profundamente no tecido subcutaneo, repousando sobre a
fascia muscular, sendo visivel habitualmente apenas em sua origem na por¢do medial do
tornozelo, anterior ao maléolo medial (CAGGIATI; RICCI, 2000; GLOVICZKI et al., 2017).

Seguindo seu trajeto, a VSM ascende medialmente ao longo da perna, em proximidade
com o nervo safeno, e, chegando ao joelho, seu trajeto aprofunda-se ainda mais na hipoderme,
sendo ancorada a fascia muscular profunda por uma ldmina de tecido conjuntivo, cuja
denominacdo proposta é fascia safena (CAGGIATI; BERGAN, 2002; LOHR;MOUAWAD,
2018). Ao longo da coxa, diversas veias tributarias da VSM, estdo presentes, sendo a VSM
posterior acessoria, ou veia de Leonardo, um dos ramos mais recorrentes, ascendendo desde a
parte posterior do maléolo medial até a coxa para juntar-se a VSM no tergo proximal da coxa,
e contribuindo para a drenagem das porcdes posteromediais dos membros inferiores
(GLOVICZKI et al., 2017).

Em sua porgdo proximal, e terminando seu trajeto, a VSM forma a jungdo safeno-
femoral, confluéncia da VSM e de suas tributarias, com a veia epigastrica superficial inferior,
veia pudenda externa e veia iliaca circunflexa superficial. Este conjunto de veias drena para a
veia femoral comum (GLOVICZKI et al., 2017; LOHR;MOUAWAD, 2018).

2.3 Histologia da veia safena magna

Os tecidos venosos também apresentam peculiaridades em sua anatomia microscopica.
Histologicamente, as paredes das veias tém caracteristicas diferentes daquelas verificadas nas
artérias, uma vez que estas transportam sangue do coracao para os 6rgdos do corpo, enquanto
aquelas sdo as responsaveis por permitir o retorno do sangue para o coracdo (MESCHER,
2018; REHFELD; NYLANDER;KARNOV, 2017).

Estes tecidos vasculares desenvolvem-se e adaptam-se de modo a suprir suas fungdes
bioldgicas de transporte de oxigénio, de produtos do metabolismo celular, de horménios, e de
células imunes ao corpo. No processo de desenvolvimento dos angioblastos, descrito
anteriormente, ha a vasculogénese, em que as grandes artérias e veias do corpo sdo
constituidas. Apods isso, a formacdo vascular ocorre via angiogénese, onde novos vasos sao
formados a partir de estruturas ja existentes e primitivamente especializadas (DELA PAZ;
D’AMORE, 2009; NIKLASON;DAI, 2018; REHFELD; NYLANDER;KARNOV, 2017;
SWIFT;WEINSTEIN, 2009).

As forcas hemodinamicas, como direcéo, presséo, e velocidade de fluxo ndo séo os
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Unicos fatores que determinam a diferenciacdo de uma estrutura vascular primitiva em artéria
ou veia. Cada uma dessas estruturas ja expressa marcadores especificos, como alguns
receptores tirosina quinase, rececptores da familia das efrinas, como EphrinB2 e EphB4,
ilustrando que existem genes que codificam proteinas exclusivamente presentes em veias e
artérias mesmo antes do coracao entrar em funcionamento, e os estimulos externos ajudariam
a direcionar essa diferenciacdo, mas ndo sdo seus determinantes (NIKLASON;DAI, 2018;
SWIFT;WEINSTEIN, 2009)..

Estas células especializadas, portanto, acabam formando estes vasos estrutural e
funcionalmente distintos, que sdo as artérias e as veias, ambas compostas por trés camadas,
adventicia, média e intima, que a depender do vaso em que se encontram apresentam estrutura
distinta (REHFELD; NYLANDER;KARNOV, 2017; DELA PAZ; D’AMORE, 2009).

A camada adventicia contém um tecido conjuntivo constituido predominantemente por
coldgeno do tipo I, e elastina, além do vasa vasorum, estruturas vasculares que promovem o
aporte de Oz e outros metabolitos que ndo podem ser transportados exclusivamente por
difusdo proveniente do sangue do lumen vascular (MESCHER, 2018; REHFELD;
NYLANDER;KARNOV, 2017).

A camada média, por sua vez, é constituida predominantemente por feixes de musculo
liso de espessura variavel, interpostos com fibras elasticas e proteoglicanos. Em artérias, ha
uma camada de tecido conjuntivo entre as camadas média e adventicia, a chamada lamina
elastica externa (MESCHER, 2018; REHFELD; NYLANDER;KARNOV, 2017).

Por fim, a camada intima é constituida pelo endotélio, tecido especializado constituido
por uma camada de tecido pavimentoso e que controla 0s processos de resposta inflamatoria e
imune, ténus vascular, troca de metabolitos entre o lumen vascular, dentre outros a serem
explicitados posteriormente. Além disso, nesta camada tem-se o0 tecido subendotelial,
composto por tecido conjuntivo frouxo, com esparsas fibras colagenas e células musculares
lisas. Em artérias, entre a camada intima e a camada média, nota-se a presenca da lamina
elastica interna, outra estrutura de tecido conjuntivo mais compactado que atua para amenizar
a acdo das forcas hemodindmicas do sistema arterial e também auxilia na difusdo de
substancias pela parede vascular (MESCHER, 2018; REHFELD; NYLANDER;KARNOV,
2017).

Nos tecidos venosos, em especial na VSM, foco desse trabalho, a estrutura da parede
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vascular apresenta essas trés camadas, mas com uma constituicdo caracteristica. A camada
intima segue apresentando um tecido endotelial altamente especializado, e bem desenvolvido,
com presenca de valvas, projecdes da tunica intima constituidas por fibras elasticas e
revestidas por endotélio, que atuam para, em situagdes fisioldgicas, permitir o fluxo de sangue
unidirecional para o coracdo (MESCHER, 2018). A camada subendotelial segue presente,
com tecido conjuntivo frouxo, e esparsas células musculares lisas. Habitualmente ndo ha uma
lamina eldstica interna bem constituida entre as camadas intima e média, e nesta estdo
presentes apenas musuclo liso e fibras colagenas e elasticas. A camada adventicia € a mais
espessa do tecido venoso, contendo tecido conjuntivo frouxo, e um discreto vasa vasorum e
nervi vasorum (MARIN et al., 1994; MILROY et al., 1989; THIENE et al., 1980)

Sobre o endotélio, algumas consideracdes devem ser feitas. Este tecido atua em
diversos processos fisioldgicos e sua integridade é fundamental tanto para a homeostase
corporal, quanto para a perviedade de enxertos vasculares. O endotélio constitui uma
monocamada de células que forma uma barreira entre o sangue e o liquido intersticial.
Estima-se que existam 1,6 x 10*2 destas células e que estas recobram uma area de 7 m? em
cada individuo. Ceélulas endoteliais quiescentes produzem ativamente substancias
antitrombdticas e anti-inflamatdrias, além de regularem a permeabilidade proteica. No
entanto, as células endoteliais apresentam alto grau de especificidade na producdo destes
compostos e em sua organizacao a depender do local em que se inserem, ou de sua exposicao
a determinados estimulos (MESCHER, 2018; RIBATTI, 2016).

Os capilares de determinados 6rgdos apresentam endotelio com caracteristicas unicas.
Enquanto no cérebro, retina, masculo estriado esquelético e cardiaco e ovarios nota-se um
endotélio continuo, glandulas enddcrinas e capilares peritubulares renais apresentam endotélio
fenestrado, e figado, baco e medula Ossea ja apresentam células endoteliais descontinuas
(MESCHER, 2018; REHFELD; NYLANDER;KARNOV, 2017; RIBATTI, 2016).

Em analise do microambiente celular, diversos estimulos impactam a fungéo
endotelial, sobretudo no seu controle da trombogenicidade e da inflamacdo vascular. O
balanco na producéo e deplecao de 6xido nitrico (NO), endotelinas, e de prostaglandinas pelas
células endoteliais, por exemplo, tem papel fundamental para a manutencdo de adequado
tonus vascular e equilibrio &cido-basico. Com a alterades neste equilibrio na ha aumento na
quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROQ), sobretudo grupos superéxido (O2), que

atuam aumentando a regulacdo de genes produtores de células musculares lisas vasculares,
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hiperplasiando estas células, bem como recrutamento leucocitario, aumento na concentragdo
de citocinas pro-inflamatério, e, por conseguinte, hiperinflamacdo e disfuncdo celular
(BUCCIARELLI et al., 2009; ERIKSSON et al., 2005; RIBATTI, 2016; WARD et al., 2017).

Estes processos também modificam a expressdo de moléculas de adesdo, como
molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1), E-selectina e molécula de adesdo intercelular 1
(ICAM-1), aumentando a trombogenicidade vascular. Esta ativacdo seletiva de células
endoteliais de diferentes 6rgaos, com expressao destas moléculas esta relacionada ao processo
fisiopatoldgico de diversas doencas, como as vasculites, as neoplasias, as patologias cerebrais
como a doenca de Alzheimer, a insuficiéncia cardiaca e, em especial, a DAC (COLOMBO et
al., 2014;GANDA et al., 2010).

2.4 Doenga arterial coronariana

Dentro do grupo das doencas cardiovasculares, a DAC mostra-se como aquela de
maior impacto, uma vez que é a maior responsavel pela incidéncia de insuficiéncia cardiaca e
Obito em paises desenvolvidos, com crescente relevancia também nas nagdes em
desenvolvimento (LIBBY;THEROUX, 2005; MACK;GOPAL, 2016; NEUMANN et al.,
2019).

A fisiopatologia desta afeccdo é complexa, mas estad bem estabelecido que a presenca
de fatores como dislipidemia, tabagismo, hiperglicemia, hipertensdo arterial sistémica e
obesidade possuem papel importante em seu surgimento e progressdao. Uma vez que esses
fatores promovem um aumento do estresse e das lesdes oxidativas e inflamatorias sobre o
endotélio das artérias coronarias, ha lesdo endotelial direta com estimulo a liberagdo de
VCAM-1, ICAM-1, P-selectina e proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), havendo
rapido recrutamento de leucdcitos (HAJAR, 2017; MALAKAR, 2019; WARD et al., 2017).

Uma vez estabelecida a migracdo leucocitaria neste sitio ha ativacéo da via RAS, com
afrouxameto das liga¢des intercelulares no endotélio, o que facilita a migracdo de macrofagos
do limen vascular para a camada intima destes vasos. ApOs migrarem e agruparem-se a
camada endotelial, estre grupo de macréfagos rico em low-density cholesterol (colesterol de
baixa densidade) (LDL), chamados agora de células espumosas, passam a produzir uma
matriz extracelular rica em metaloproteinases, que promovem a ligacdo de lipoproteinas a
estas células, induzindo mais estresse oxidativo, com progressiva formacdo das placas

ateromatosas. Estas placas sdo estruturas focais, localizadas nas camada intima e média
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compostas por um centro repleto de células espumosas e recobertas por células endoteliais e
uma capa fibrosa no ldmen vascular (HAJAR, 2017; MALAKAR, 2019;
NABEL;BRAUNWALD, 2012).

Dentro do escopo fisiopatoldgico, € fundamental evidenciar que as lesdes tipicas da
DAC se localizam predominantemente nas porcdes proximais das artérias e em suas
bifurcacdes ou trifurcagbes, com o leito distal arterial sendo usualmente poupado, o que
constitui uma justificativa fisiopatolégica para o sucesso da CRM com by-pass das lesdes
aterosclerdticas, uma vez que com o procedimento, sangue oxigenado é levado as porcdes do
miocardio distais as lesdes (HEAD et al., 2013; LIBBY;THEROUX, 2005; NEUMANN et
al., 2019).

Todo esse processo ocorre ao longo de dezenas de anos, com progressivo remodelamento
das artérias até que haja ou estenose importante do didmetro intraluminal, ou ruptura da placa,
com liberagdo de material trombogénico para o limen arterial, promovendo quadros clinicos
que vdo desde a angina estavel, até as sindromes coronarianas agudas (HAJAR, 2017
MANN;DAVIES, 1999; NABEL;BRAUNWALD, 2012).

2.4.1 Anatomia Coronariana

O conhecimento anatdbmico das artérias coronarias tem papel fundamental na

compreensao fisiopatoldgica da DAC e de suas indicacgdes cirlrgicas.

Nos seios coronarianos direito e esquerdo da aorta ascendente situam-se as origens da
artéria coronaria direita e esquerda respectivamente. A artéria coronaria direita (ACD) em seu
curso passa anteriormente entre a auricula direita e o cone pulmonar onde origina 0 ramo
atrial anterior, uma artéria que, em 60% dos individuos da origem a artéria do noé
sinoatrial. Ela seque em volta do coracdo podendo originar ramos ventriculares marginais
para a regido anterior do ventriculo direito. Ao alcancar, em sua por¢do posterior, uma area
chamada cruxcordis, origina a artéria ventricular posterior e em aproximadamente 90% dos
casos origina a artéria interventricular posterior (AIP). A artéria coronaria que originar
essa Ultima é nominada como dominante (FISS, 2007; JAMES, 1965).

A artéria coronaria esquerda (ACE) usualmente tem um tronco, que mede em média 2 cm,
possui maior calibre que a direita e cursa lateralmente entre a base do tronco da artéeria

pulmonar e o atrio esquerdo. Ao chegar na altura do sulco atrioventricular, usualmente divide-
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se em dois ramos, a artéria interventricular anterior (AlA), ou descendente anterior
(DA), e a artéria circunflexa (ACx). Vale ressaltar que a AIA tem fundamental importancia
para 0 miocardico, uma vez que com seus ramos septais e diagonais ela é responsavel pelo
suprimento sanguineo de cerca de 50% da massa do coracgdo, fato que impacta mais ainda a
DAC em relacdo essa artéria. A artéria circunflexa origina os ramos marginais que irriga a
porcdo posterior do ventriculo esquerdo (VE) e em 10% das vezes emite 0 ramo
interventricular posterior, passando nesse caso a ser a artéria dominante (FISS, 2007; JAMES,
1965; MEDRANO-GRACIA, 2016).

2.4.2 Aspectos clinicos e indicacdes cirurgicas

Clinicamente, a DAC pode estar manifesta em trés apresentacdes principais: angina
estavel; angina instavel e infarto agudo do miocardio (IAM) sem elevacdo do segmento ST; e
IAM com elevagéo do segmento ST. A CRM pode estar indicada e ser efetiva em todas as trés
formas de apresentacdo da doenca, mas atualmente é na angina estavel onde a CRM apresenta
seu maior nimero de indicacBes cirdrgicas. Isso ocorre pois, nas outras apresentacdes, a
terapéutica percutdnea com angioplastia com ou sem o uso de stents intracoronarios é
preferivel, sendo o tratamento cirdrgico aplicavel quando esta abordagem menos invasiva é
invidvel ou ndo é factivel para tratamento do paciente (DOENST et al., 2019; JOSEPH et al.,
2018; NEUMANN et al., 2019).

Focando-se nos pacientes com angina estavel, a CRM encontra-se indicada nos casos
em que a terapia medicamentosa ndo foi eficaz, ou quando o prognostico for
consideravelmente melhor com a intervencdo cirargica (NEUMANN et al., 2019;
WINDECKER et al., 2019).

Além dos critérios clinicos, o sucesso de qualquer intervencao cirdrgica depende deum
minucioso planejamento de todo o procedimento pela equipe que assiste ao paciente. Para
definicdo da abordagem terapéutica, é necessaria a avaliacdo anatbmica da extensdo da DAC,
dos fatores risco de cada paciente, da decisdo de quais artérias serdo revascularizadas, e qual
abordagem, percutanea ou cirdrgica, para revascularizacdo ¢ mais adequada ao caso (JOSEPH
etal., 2018; NEUMANN et al., 2019; WINDECKER et al., 2019).

Dentre o0s exames complementares, a cineangiocoronariografia adquire papel
fundamental ao permitir a avaliacdo anatdmica do grau de comprometimento arterial pela

DAC, sendo indispensavel para definicdo da terapéutica. Outros exames como o
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ecocardiograma, o eletrocardiograma, a angiografia por tomografia computadorizada ou

ressonancia nuclear magnética também podem ser importantes (WINDECKER et al., 2019).

Visando esclarecer se a abordagem percutanea apresentava melhores resultados do que
a CRM no tratamento dos pacientes com angina estavel, foi elaborado, em 2006, o estudo
SYNTAX (The SYNergy between percutaneous coronary intervention with TAXus and
cardiac surgery study: Design, rationale, and run-in phase) (ONG et al., 2006). Neste trabalho
prospectivo, envolvendo 85 institui¢bes da Europa e dos Estados Unidos, avaliou pacientes
com angina estavel que apresentavam DAC em trés ou mais vasos € ou no tronco sem
intervencgdes cirdrgicas prévias, visando esclarecer qual tipo de tratamento promovia melhor
prognostico e menor ocorréncia de complicagbes maiores, tais como, acidente vascular
encefélico (AVE), 6bito, IAM, e necessidade de reintervencdo (ONG et al., 2006; SERRYUS
et al., 2009; THULJS et al., 2019).

Para isto, as lesGes ateromatosas foram classificadas pela sua gravidade, segundo um
escore anatdmico proposto pelo préprio estudo, com os pacientes agrupados de acordo com o
somatorio geral dos escores de cada lesdo: escores baixos (de 0 a 22), intermediarios (de 23 a
32) e altos (>32). Estes individuos foram randomizados para tratamento percutaneo com usos
de stents farmacoldgicos, ou CRM. O que se observou foi que nos pacientes com lesGes
criticas ou mais complexas anatomicamente, que apresentavam escores acima de 23, a CRM
apresentou taxas significativamente menor dos desfechos avaliados do que a abordagem
percutanea em cinco anos de seguimento (29,7% vs. 46,5% respectivamente) (MOHR et al.,
2013; SERRYUS et al., 2009).

Os guidelines atuais de revascularizacdo miocardica indicam que a CRM é o
procedimento de escolha em pacientes com angina estavel e que apresentam lesfes de maior
complexidade anatémica, sobretudo quando ha acometimento do tronco da ACE e/ou da
porcdo proximal da AIA (DOENST et al., 2019; JOSEPH et al., 2018; NEUMANN et al.,
2019).

2.4.3 Tratamento Cirurgico da DAC

A CRM, conforme ilustrado anteriormente, € um procedimento realizado ha mais de
cinguenta anos para o tratamento da DAC, e que segue sendo de grande relevancia
atualmente. As diretrizes enfocam alguns aspectos relevantes envolvidos neste procedimento,

indicando aqueles que apresentariam maior beneficio, dentre estes aspectos encontra-se a
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escolha dos enxertos, uma vez que sao estes novos condutos que possibilitardo a passagem do
sangue arterializado para o tecido miocardico isquémico (NEUMANN et al., 2019;
WINDECKER et al., 2019).

Diversos enxertos foram estudados ao longo do tempo, sendo recomendado o uso
predominante de enxertos arteriais. Dentre estes, a artéria toracica interna (ATI), artéria radial
e alguns outros merecem destaque (GAUDINO et al., 2019; HE, 1999; TAGGART, 2013).

A ATI é considerada o enxerto padrdo-ouro para revascularizacdo miocardica devido
aos excelentes resultados clinicos apresentados pelo seu uso, sobretudo com a anastomose da
ATIE para a AlA . O fato de seu endotélio ser particularmente pouco suscetivel & doenga
aterosclerdtica, e por este vaso poder ser anastomosado as artérias coronarias de forma
pediculada, sem necessidade de manuseio da aorta ascendente, sdo fatores que contribuem
para isso (CAMERON et al., 1995; LOOP et al., 1986; MARTINEZ-GONZALEZ et al.,
2017; MILLS, 1982). Embora muitos centros realizem a disseccdo bilateral das ATls, é valido
ressaltar que, em pacientes idosos, diabéticos, obesos e naqueles com outras comorbidades
importantes, isso estd associado a maior incidéncia de mediastinite, complicacdo grave no
pos-operatdrio de cirurgia cardiovascular e que ocorre devido a reducdo importante na
vascularizagdo esternal quando esse enxerto é dissecado bilateralmente (ALDEA et al., 2016;
TOUMPOULIS; THEAKOS; DUNNING, 2007).

A artéria radial é a segunda opgéo de enxerto arterial na maioria dos centros, esta sendo
crescentemente utilizada em virtude de sua perviedade a longo prazo ser comparavel, ou até
superior a da VSM segundo alguns estudos. No entanto, ainda sdo relatadas taxas elevadas de
oclusdo devido a competicdo de fluxo existente quando estes enxertos revascularizam
coronarias com lesbes ndo criticas (estenoses < 70%). Outro ponto a ressaltar é que sua
exérese esta relacionada a complicacbes neuroldgicas no membro em que a artéria foi
dissecada em até 30% dos casos (ALDEA et al., 2016; DENTON et al., 2001; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2017; NEUMANN et al., 2019).

Outros enxertos arteriais como a artéria gastroepiploica e a artéria epigastrica inferior
podem ser utilizados, mas as dificuldades de exérese e o aumento da morbidade
comprometem a difusdo de seu uso. Enxertos artificiais de dacron e politetrafluoroetileno
(PTFE) também ja foram objeto de estudo, mas sem resultados satisfatérios (ALDEA et al.,
2016; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2017).
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Dentre 0s enxertos venosos, a VSM, por sua vez, é o mais utilizado na CRM. Aprimeira
utilizacdo desta veia para como enxerto aortocoronariano aconteceu em 1962, quando o Dr.
David Sabiston Jr. anastomosou um segmento de VSM da aorta para a ACD, notando-se fluxo
sanguineo pulsatil no enxerto e na artéria coronaria. No entanto o paciente desta cirurgia
faleceu no pos-operatorio devido a um AVE, e um estudo angiografico ndo pode ser realizado
(SABISTON JR, 1997). Dois anos depois, os médicos Dr. Edward Garrett, Dr. Jimmy Howell,
e Dr. Michael DeBakey, realizaram com sucesso uma revascularizacdo miocardica com uso de
segmento venoso, publicando resultados angiograficos satisfatérios nove anos apos o
procedimento (GARRETT; DENNIS;DEBAKEY, 1973). Mas foram os trabalhos de Rene
Favaloro, na Cleveland Clinic, no final da década de 1960 que padronizaram e popularizaram
0 uso da VSM na CRM (FAVALORO, 1968; FAVALORO, 1971; MUELLER; ROSENGART;
ISOM, 1997).

Nestas Gltimas cinco décadas de uso, notou-se que, a despeito da consideravel melhora
clinica obtida com a revascularizagdo com uso destes enxertos venosos, um aspecto
continuava a ser desfavoravel: a perviedade de apenas 60% destes enxerto em dez anos de
seguimento e isso motivou 0 uso de outros condutos, como 0s enxertos arteriais ja ilustrados
anteriormente (CALISKAN et al., 2019; DE VRIES et al., 2016). No entanto, devido a sua
acessibilidade e aos baixos indices de morbidade relacionados a sua disseccdo, a VSM
continua a ser amplamente utilizado, tanto em situacfes de emergéncia, como quando ha
indisponibilidade para o uso de enxertos arteriais, ou quando alguns servicos apresentam bons
resultados com seu uso rotineiro (D’AGOSTINO et al., 2018; NEUMANN et al., 2019).

Esses fatores promoveram, sobretudo nos ultimos anos, reflexdes sobre a fisiopatologia
da doenca do enxerto venoso e de como a abordagem cirdrgica deste conduto vascular poderia
ser modificada de modo a preserva-lo e melhorar os resultados clinicos com seu uso. Estudos
ilustrando que um menor trauma durante a exérese cirurgica da VSM, além de melhor
manuseio perioperatério do enxerto, com uso de menores pressdes de distensdo intraluminal,
e de solucBes de preservacdo com composi¢fes mais fisiologicas reduziriam os danos
endoteliais e melhorariam os resultados clinicos do uso da VSM (DEB et al., 2019;
CALISKAN et al., 2019; KIM et al., 2017; SANDNER et al., 2020).

2.5 Doenga do enxerto venoso

Com a ampliagdo do uso da VSM como conduto em cirurgias vasculares, e com as
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limitacdes de perviedade notadas com isso, diversos pesquisadores passaram a investigar as
causas da obstrucdo e perda de funcdo dos enxertos venosos. Nessa patologia denominado
doenca do enxerto venoso, a inflamacdo vascular, a hiperplasia da camada intima e o
desenvolvimento acelerado de aterosclerose sdo 0s principais processos fisiopatoldgicos
envolvidos (DAVIES; HAGEN, 1995; DE VRIES et al., 2016; MOTWANI; TOPOL, 1998).

A falha do enxerto venoso é divida em trés fases, a depender do tempo entre o
procedimento e este desfecho do conduto. A fase aguda é definida quando ha oclusdo do
enxerto de horas até trinta dias apds o implante, a fase precoce é quando ocorre de um més até
um ano do implante, e a fase tardia da-se quando a oclusdo do enxerto acontece um ano apos
seu implante. Essa divis@o torna-se relevante devido ao fato de que estas fases apresentam
processos fisiopatoldgicos distintos que justificam sua ocorréncia (DAVIES; HAGEN, 1995;
DE VRIES et al., 2016; GOOCH et al., 2016; WARD et al., 2017).

Nas falhas do enxerto agudas e precoces, o fator causador de oclusdo da VSM é a
trombose, habitualmente causada por excessivo dano endotelial. A exérese cirurgica do
enxerto venoso é o primeiro fator que contribui para a destruicdo e perda de funcdo das
células endoteliais. Nesse processo, com uso das técnicas convencionais, ha remogdo do vasa
vasorum e do tecido perivascular, induzindo isquemia com posterior lesdo de reperfusdo no
enxerto, além de trauma direto a parede vascular. Além disso, habitualmente hahiperdistenséo
da veia, com infusdo de solu¢des no limen vascular sob altas pressdes, que podem chegar a
mais de 300 mmHg (DE VRIES et al., 2016; LOGERFO; HAUDENSCHILD; QUIST, 1984).
Em resposta a estes insultos, as células endoteliais venosas podem sofrer dano irreversivel,
deixando de exercer quaisquer fungdes, como também podem ter ativacdo citotdxica, com
producdo de ERO, e iniciando a expressdo de citocinas pro-tromboticas e pro-inflamatorias. O
aumento na producgdo de ions superoxido nesse processo de lesdo celular também resulta na
reducdo da expressdo das enzimas produtoras de NO, prejudicando a capacidade de
vasodilatacdo do enxerto e ocasionando maior dano tecidual (GOOCH et al., 2016;
HARSKAMP et al., 2013).

A destruicdo e disfuncdo da camada endotelial faz com que a camada subendotelial
fique exposta, com proteinas da matriz extracelular, como colégeno, e elastina tendo contato
direto com o sangue, produzindo um ambiente trombogénico, algo exacerbado pela
deficiéncia de NO e de prostaciclinas. Ha ativagdo do fator tecidual, agregacdo plaquetaria,

com producdo de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fibrinogénio,
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fibronectina, fator de von Willebrand (FvW), e de selectinas, com maior adesdo leucocitaria e
posterior deposicdo de fibrina, possivelmente acarretando na formacgdo de grandes trombos
que ocluem o Iimen vascular DAVIES; HAGEN, 1995; WARD et al., 2017).

Com a introducdo do enxerto venoso na circulacdo arterial, outras grandes mudancas
ocorrem no microambiente em que a veia se insere e na nova configuracdo hemodinamica a
qual este enxerto estd submetido (GOOCH et al., 2016; OWENS, 2010). Os vasos sao
expostos a forcas mecanicas que sdo transmitidas ao longo da espessura e do comprimento
destas estruturas, a destacar a pressdo hidrostatica, o estresse circunferencial, e as forcas de
cisalhamento (DOBRIN; LITTOOY; ENDEAN, 1989; GOOCH et al., 2016; OWENS, 2010).

A pressdo hidrostatica é exercida pelo préprio liquido intravascular e, no sistema
venoso, varia de dez até setenta mmHg, sendo estes ultimos valores obtidos em situagcdes mais
extremas de hipervolemia e/ou de exercicio fisico. Com a passagem para o sistema arterial,
estas pressdes praticamente dobram, chegando a 80 ou 100 mmHg em média, e assim
permanecendo constantemente, com esses valores sendo ainda maiores em pacientes com
hipertensdo arterial sistémica (GOOCH et al., 2016; OSCHNER; COLP JR; BURCH, 1951,
STICK;HIEDL;WITZLEB, 1993).

O estresse circunferencial refere-se a forca que o liquido exerce para distender o vaso,
paralelamente a orientacdo das fibras. Com o aumento da pressdo hidrostética, também ha
aumento no estresse circunferencial no enxerto venoso, o qual dobra de valor com a
introducéo da VVSM no sistema arterial (GUSIC et al., 2005).

As forcas de cisalhamento, por sua vez, sdo forgas tangenciais, que atuam
longitudinalmente sobre a camada intima vascular, resultantes do atrito decorrente da
movimentacdo de um liquido dentro de uma estrutura sélida. O estresse de cisalhamento é
uma das forcas mais relevantes para o remodelamento das células endoteliais, regulando sua
fisiologia e estrutura celular (BAEYENS et al., 2016; WARD et al., 2017; ZAKKAR,;
ANGELINI; EMANUELL, 2016). No sistema venoso, estas forcas variam de 0 a 4 dynes/cm?,
enquanto no sistema arterial chegam a 30 dynes/cm? (DE VRIES et al., 2016; GOOCH et al.,
2016).

A parede do tecido venoso difere consideravelmente dessa estrutura nas artérias,
conforme ilustrado anteriormente. Na VSM h& quantidade significativamente menor de

mausculo liso vascular na camada média, nem camadas circunferenciais organizadas de
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colageno e elastina, uma composicdo que, nas artérias atua para acomodar passivamente a
maior pressdo no sistema arterial (MESCHER, 2018; WARD et al., 2017). Além disso, as
células endoteliais venosas apresentam junc@es intercelulares mais frouxas do que aquelas
vistas no tecido arterial. Desprovida dessas estruturas, a VSM fica mais suscetivel as for¢as de
cisalhamento tendo que se adaptar a toda essa nova configuragdo mecanica, sofrendo processo
de arterializacdo (DE VRIES et al., 2016; WARD et al., 2017).

A conformacdo geométrica da VSM comeca entdo a alterar-se. H& dilatacdo do vaso, e
ativacdo das células endoteliais devido as alteracfes citoesqueléticas decorrentes das novas
forcas mecéanicas, que, no enxerto venoso arterializado, atuam em até nove direcdes
(BAEYENS et al., 2016; DOBRIN; LITTOOY; ENDEAN, 1989; GOLLEDGE et al., 2000).
A ativacdo endotelial induz maior expresséo de genes que transcrevem a producgdo de MCP-1,
ativacdo da via Ras, e producdo de fator nuclear Kappa-B (NF-kB). Com esse microambiente
pro-inflamatorio, as células musculares lisas vasculares perdem sua forma quiescente,
passando para um estado de menor diferenciacdo e maior proliferacdo, juntamente com
fibroblastos da camada adventicia. Essas células passam a migrar para a camada intima,
expressando fatores como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), endotelina-1, fato
de crescimento basico de fibroblastos (bFGF), PDGF e outras substancias que estimulam
maior recrutamento de fibroblastos e células musculares lisas. Ao longo do tempo, a camada
intima celular torna-se hiperplésica, repleta destes conjuntos celulares, gradativamente
reduzindo o lumen vascular e podendo oclui-lo a ponto de inviabilizar a sua funcdo (DE
VRIES et al.,, 2016; DOBRIN; LITTOOY; ENDEAN, 1989; MITRA; GANGAHAR;
AGRAWAL 2006).

O processo de hiperplasia intimal pode ser acelerado e agravado na presenca de
comorbidades como hipertensdo arterial sisttmica (HAS), diabetes mellitus tipo Il e
hipercolesterolemia. Somando-se aos estimulos mecénicos, haveria ainda mais substrato
inflamatorio no endotélio venoso, induzindo maior migragdo de células para a camada intima
e maior producdo de metaloproteinases de matriz (MMP), que degradam fibras colagenas e
promovem maior distor¢cdo das camadas vasculares (DAVIES; HAGEN, 1995; MOTWANI,;
TOPOL, 1998; SHARONY et al., 2016). Em especial com aumento nos niveis de LDL, h&
ativacéo das vias celulares promotoras de aterosclerose, e , uma vez que o tecido das lesdes
hiperplasicas intimais é avido pela absorcdo dessas particulas lipidicas, células espumosas e

placas aterosclerotica comecam a formar-se, contribuindo para a faléncia do enxerto venoso
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(KLYACHKIN et al., 1993).

Diversos autores ilustram que medidas perioperatdrias, como menor distensdo venosa,
uso de solucdes de preservacao mais fisiologicas, e exérese venosa com menor trauma ao vaso
e preservacdo do vasa vasorum e do tecido vascular, podem reduzir o dano endotelial
imediato a esses enxertos, e diversos estudos indicam que 0s segmentos venosos que logo
apos exérese apresentam menor grau de dano endotelial, estdo menos suscetiveis a trombose e
ao desenvolvimento de hiperplasia intimal (KIM et al., 2017; LOESCH; DASHWOOD,
2018). A producdo de novas ceélulas endoteliais, com re-endotelizacdo do enxerto comeca a
ocorrer 72 horas ap0s o procedimento cirurgico, e esse processo pode ser facilitado com
menor dano inicial ao enxerto, e com posterior controle rigido de comorbidades, reduzindo o
risco de complicagdes pos-operatorias (CALISKAN et al., 2019; DE VRIES et al., 2016;
HARSKAMP et al., 2013; WARD et al., 2017).

2.6 Microscopia eletronica de varredura
2.6.1 Principios e aspectos historicos

A necessidade humana de estudar estruturas muito pequenas, ndo Visiveis
naturalmente estimulou a busca pelo desenvolvimento de equipamentos que viabilizassem

este intuito.

Inicialmente, é importante definir que a resolucdo é definida como a menor distancia
na qual dois pontos podem ser vistos como distintos. O olho humano apresenta resolucédo de
200 um, ou seja, objetos cuja distdncia entre si € menor que esta medida ndo podem ser
distinguidos, aparentando ser apenas um objeto a nossa visdo. Microbios e células séo
exemplos de estrutura com dimensdes menores que a resolugcdo do olho humano e que,
embora sua existéncia fosse imaginada, s6 puderam ser visibilizados com o advento do
microscopio optico, instrumento no qual a luz é desviada com uso de lentes de modo a
magnificar a imagem e aumentar nossa capacidade de visibilizar certos detalhes (ROSE,
1948; UL-HAMID, 2018; ZHOU et al., 2006).

Um microscdpio optico e o olho humano utilizam a luz, em seu comprimento de onda
visivel (A = 380760 nm), para que possamos observar as estruturas. Este tipo de microscopio
apresenta uma resolugdo que chega a 0,2 um, permitindo que a maioria das células e
organismos pudesse ser visto e estudado. No entanto, havia uma necessidade crescente de

observar-se estruturas, sejam estas bioldgicas ou ndo, com maior detalhamento, fazendo com
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que novas formas de aquisicdo de imagens fossem pesquisadas, superando o limite imposto
pelas lentes e técnicas de magnificacdo dos microscépios opticos (UL-HAMID, 2018; ZHOU
et al., 2006).

Com o estudo dos elétrons e a descoberta de que esta particula pode se comportar
como particula e como onda, ainda no século XIX, imaginou-se que se imagens pudessem ser
formadas a partir de comprimentos de onda diminutos, como 0s obtidos utilizando feixes de
elétrons, obter-se-ia maior detalhamento de imagens, uma vez que quanto menor € o
comprimento de onda usado para criar uma imagem, maior é a resolucdo possivelmente
obtivel. Partindo desse principio, iniciaram-se 0s estudos para criacdo de um microscopio
eletrénico, ou seja, com uso de feixe de elétrons direcionado sobre uma estrutura
(HAGUENAU et al., 2003; OATLEY, 1982).

A Alemanha foi o local onde diversos prototipos foram criados, gerando resultados
inovadores, dentre os quais podemos destacar o trabalho de Max Knoll e Ernst Ruska, que,
ainda em 1935, foram os desenvolvedores do conceito aplicado de microscopia eletronica, a
partir do qual construiu-se um equipamento gque seguia 0S mesmos principios do microscopio
Optico, com a substituicdo do feixe de luz por um feixe de elétrons. Nos anos seguintes, lentes
eletrostaticas e melhorias nas metodologias para emissdo de elétrons e captacdo de seus sinais
foram desenvolvidas, porém apenas em 1965, em Cambridge, Inglaterra, foi criado o primeiro
um microscopio eletronico comercialmente disponivel, o “Stereoscan”, com resolucao de 15-
20 nm. Equipamentos atuais evoluem de modo que tém resolucéo consideravelmente superior,
chegando a 0,1 nm (BOGNER et al., 2007; HAGUENAU et al., 2003; OATLEY, 1982; UL-
HAMID, 2018).

2.6.2 Composi¢ao do microscopio eletrénico e formacao de imagens

Constitucionalmente, um microscopio eletrénico apresenta trés estruturas basicas: uma
coluna de elétrons, a cdmara de espécimes e um sistema computadorizado para formacao das
imagens e controle do equipamento (OATLEY, 1982; UL-HAMID, 2018).

A coluna de elétrons consiste em uma estrutura cilindrica localizada acima da cAmara
onde ficam os espécimes, e que contém logo em seu topo, um conjunto catodos e eletrodos
conectados a uma fonte de alta tensdo que € responsavel pela producdo e emissdo dos
elétrons, os quais sao acelerados ao longo da coluna em velocidades diferentes, que variam de

2-30 kV, a depender da estrutura analisada e das informacdes que o pesquisador deseja obter.
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Nessa coluna, cujo interior € mantido constantemente em vacuo durante a operagdo do
microscopio, existem lentes eletromagnéticas, e defletores de varredura que, respectivamente,
focalizam os elétrons emitidos e os direcionam para as areas do espécime que devem ser
analisadas, permitindo uma varredura da amostra, processo do qual provém a denominacao
MEV (HAGUENAU et al., 2003; UL-HAMID, 2018; ZHOU et al., 2006).

Ao fim da torre descrita, hd a cAmara onde se localiza a bandeja, em que se coloca o
objeto de interesse para estudo. Essa camara também estd sob vacuo para evitar
deslocamentos indesejados na trajetoria do feixe de elétrons. Na bandeja ha espagos para
acomodacdo de mais de uma amostra em pequenos discos, que podem translacionar nos trés
eixos (x,y,z) e rotacionar no eixo de fixacdo. Esses movimentos sd8o necessarios para
manipular o nivel de aumento da imagem, mudar a amostra observada, e retirar 0s espécimes
da cdmara (UL-HAMID, 2018; ZHOU et al., 2006).

Uma vez determinada a quantidade, direcdo e velocidade de aceleragdo dos elétrons,
estes incidem sobre a amostra e colidem com seus atomos, gerando diferentes formas de
emissdes energéticas, como elétrons, raios-x e fotons, sendo captadas por seus respectivos
detectores, que irdo gerar sinais para formacao da imagem ou para elucidacdo constitucional
do espécime. Quando a energia dessa interacdo € liberada na forma de elétrons, ela pode ser
feita de duas formas, elétrons retro espalhados e elétrons secundarios. Os elétrons retro
espalhados originam-se a partir de uma colisdo elastica entre o feixe de elétrons e os atomos
da amostra, de tal forma a liberar elétrons de nivel energético maior que 50 eV e com angulos
de deflexdo maior que 90°. Esse tipo de emissdo dard informacdes topogréficas e
constitucionais do material estudado. J& os elétrons secundarios, sdo emissdes de baixo nivel
energetico, resultantes das alteracdes eletrosféricas produzidas nos dtomos da amostra pelo
feixe de elétrons. Por serem de baixo nivel energético, elas sdo emitidas a curtas distancia da
amostra, possibilitando um maior contraste topografico da imagem formada. A emissdo de
raios-x e de catodoluminescéncia, como nos elétrons secundarios, resultam de alteracdes
eletrosféricas dos atomos da amostra, fornecendo informacdes acerca da constituicdo quimica
do material estudado (UL-HAMID, 2018; ZHOU et al., 2006).

2.6.3 Preparo de amostras bioldgicas para analise por microscopia eletrénica

Os tecidos bioldgicos tém caracteristicas particulares que exigem técnicas de preparo

especiais, ja que sua constituicdo organica, com grande presenca de dgua e superficie



36

heterogénea sdo fatores que se ndo modificados, impossibilitam a formacao de uma imagem
estavel pelo MEV (MEHDIZADEH et al., 2014; ZHOU et al., 2006).

Amostras bioldgicas, com sua estrutura superficial heterogénea, e composi¢do
organica com amplo conteldo de agua sdo, em geral, frageis, além de méas condutoras de
temperatura e de eletricidade. Ao ser atingidas pelo feixe de elétrons, as amostras podem ser
diretamente danificadas e ter sua analise distorcida, além desta interacdo com os elétrons
resultar em evaporacdo de agua e formacdo de gases, que danificam os sensores do
microscopio e impossibilitam a avaliagdo adequada das amostras. Portanto, estas amostras
devem ser submetidas a uma série de processos que evitem a sua deterioracdo pelas reagdes
enzimaticas naturais que ocorrem nestas substancias, sua degradacdo pela acdo do feixe de
elétrons, e a distorcdo de suas caracteristicas, de modo a obter-se analises fidedignas. Dessa
forma, na analise de material biol6gico por microscopia eletronica, sdo utilizados os seguintes
processos: fixacdo, desidratacdo e revestimento com substancias condutoras (BOYDE;
MACONNACHIE, 1981; GLAESER, 1971; SCHATTEN, 2011).

A fixacdo, que pode ser quimica ou fisica é necessaria para que ndo haja
decomposicdo do material organico pela acdo enzimatica e para que a amostra, mantenha sua

estrutura.

A fixacdo quimica consiste na imersdo do material estudado em solugfes que irdo
formar ligagbes com as proteinas da amostra, compondo cadeias que irdo inativar
quimicamente as moléculas organicas. As principais solucdes utilizadas sdo formaldeido,
glutaraldeido e tetroxido de 6smio. O glutaraldeido e formaldeido séo fixadores ndo aditivos,
ligando-se irreversivelmente a proteinas sem ocasionar sua desnaturacdo, preservando mais
sua estrutura, sendo habitualmente os elementos de escolha para amostras bioldgicas. O
tetroxido de 6smio € habitualmente utilizado como fixador secundéario, apds a acdo dos dois
compostos anteriores, uma vez que se fixa melhor a lipideos, sendo importante para a
estabilizacdo das membranas celulares e de amostras ricas deste substrato. Junto aos fixadores
quimicos sdo utilizados tampdes, habitualmente fosfato de sddio ou cacodilato de sodio, para
manter o equilibrio acidobasico das amostras e também evitar degradacdo destas (HAYAT,
1986; MIGNEAULT et al., 2004, SCHATTEN, 2011).

A fixacdo fisica é habitualmente realizada com congelamento da amostra, e embora

seja um processo rapido e que permite manutencédo da estrutura morfoldgica macrocelular,
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pode haver maior dano as estruturas intracelulares, devido a formacao de cristais de gelo que
podem fraturar-se durante manuseio e analise da amostra (SCHATTEN, 2011; UL-HAMID,
2018).

Depois da fixacdo, hd a desidratacdo e a secagem. Esse processo inicia-se com a
substituicdo da agua por um solvente intermediario com menor tensao superficial, para evitar
colapso e encolhimento celular com a remogdo da agua da amostras. Acetona e etanol sao o0s
compostos mais utilizados, e este processo de desidratacdo consiste em imersdes que duram
de dez até quarenta minutos em solucgdes gradativamente mais concentradas destes materiais,
habitualmente com 50%, 70%, 80%, 90% e 100% de graduacdo (SCHATTEN, 2011; UL-
HAMID, 2018; ZHOU et al., 2006).

A secagem, passo seguinte do processo, no passado era feita deixando-se a amostra
para secar em ar ambiente, 0 que, apesar da menor tensdo, causava artefatos na amostra.
Atualmente, 0 método em voga é a secagem a ponto critico, a qual consiste em substituir, em
uma camara pressorica, o solvente intermediario por diéxido de carbono liquido, que ira, no
ponto critico, passar do estado liquido para 0 gasoso sem um estado intermediario que
causaria a deformacédo das estruturas devido a tensdo superficial, permitindo a observacéo,
com qualidade, de estruturas da ordem de 100 nm (SCHATTEN, 2011; UL-HAMID, 2018;
ZHOU et al., 2006).

Por fim, a amostra precisa ser revestida por material condutor, j& que a constitui¢do
orgénica com baixa densidade atdmica ndo possibilita muitas interaces com o feixe de
elétrons, além de acumular carga e provocar alteragdes no campo eletromagnético da camara.
Anteriormente, o revestimento era feito por evaporacdo de metais na superficie da amostra, o
que causava muitos danos a superficie. Atualmente, utiliza-se a pulverizacdo de metais sobrea
amostra, com distribuicdo mais homogénea em sua superficie (SCHATTEN, 2011; UL-
HAMID, 2018; ZHOU et al., 2006).

2.6.4 Aplicabilidade do uso microscopia eletronica nas ciéncias médicas

O advento da MEV possibilitou avancos na andlise de diversos tecidos. As células
corporeas foram melhor definidas morfologicamente, e também, tornou possivel observar
alteracdes de vasos sanguineos e dos diversos parénquimas organicos, tanto em situacfes
fisiologicas quanto durante processos inflamatorios, e/ou naqueles decorrentes de

intervencOes farmacoldgicas ou cirargicas de modo a avaliar precisamente 0S processos



38

fisiopatoldgicos envolvidos e as melhores abordagens diagnosticas e terapéuticas
(FLECK;HUMBEL, 2019; SCHATTEN, 2011).

Nos ultimos anos, surgiram novos métodos que permitem, com algumas adaptacdes, a
analise por MEV de amostras Umidas. Tal avanco possibilitou melhorias no que tange a
observacdo mais precisa de organelas citoplasmaticas e ao desenvolvimento da engenharia
biotecnoldgica. Estudos demonstram, por exemplo, resultados promissores na interacdo entre
osteoblastos e um polimero utilizado como arcabouco para inducdo de regeneracdo 06ssea,
bem como avancos no desenvolvimento de matrizes biologicas para regeneracdo tecidual
(BOGNER et al., 2007; PAWLEY; SCHATTEN, 2007; SCHATTEN, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo este estudo foi avaliar, com uso de MEV, os efeitos do uso de diferentes
solucdes de preservagédo de enxertos, e de diferentes pressdes de distensdo intraluminal sobre

a anatomia ultraestrutural e a integridade endotelial de segmentos de VSM na CRM.

3.2. Objetivos especificos:
1. Avaliar a anatomia ultraestrutural habitual da VSM com uso da MEV;

2. Avaliar as diferencas na anatomia ultraestrutural da VSM resultantes da preservacdo desta

veia em solucdo salina ou em solucdo sanguinea, comparando os achados com uso da MEV;

3. Avaliar as diferencas na anatomia ultraestrutural da VSM resultantes da aplicacdo de
diferentes pressdes de distensao intraluminal com uso solugédo salina ou de solugdo sanguinea,

comparando os achados com uso da MEV.
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4 MATERIAL E METODOS
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Universidade Federal do
Ceara/PROPESQ) sob o parecer de numero 2.257.035 (ANEXO 1). O termo de

consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os pacientes (APENDICE 1).

4.1 Desenho do estudo

O estudo foi do tipo prospectivo, longitudinal, experimental, controlado e comparativo

ex-vivo.

4.2 Local da pesquisa

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Hospital Sdo Raimundo e no
Hospital Regional da Unimed, em Fortaleza, Ceara. As analises por MEV foram realizadas na

Central Analitica da Universidade Federal do Ceara.

4.3 Amostra

Doze pacientes submetidos pela mesma equipe cirirgica a CRM com uso de enxertos
venosos de VSM, no periodo de abril de 2019 a fevereiro de 2020, que concordaram com a
participacgao no estudo.

4.3.1 Critérios de inclusdo de participantes

Pacientes de ambos 0s sexos ndo-diabéticos, com idade entre 50 e 80 anos, e sem
doenca venosa cronica conhecida, com indicacdo cirdrgica de CRM eletiva, com programacao
pré-operatdria para uso de enxertos de VSM. Para ser analisada a VSM destes pacientes, em
avaliacbes por ultrassonografia pre-operatéria e por visualizacdo direta intraoperatroria,
deveria demonstrar auséncia de varicosidades, de refluxo, bem como auséncia de traumas

relacionados a exérese cirdrgica.
4.3.2 Critérios de exclusdo de participantes
Pacientes que se recusarem a permanecer no estudo em quaisquer de suas etapas.
4.4 Protocolo do estudo
4.4.1 Procedimento Cirurgico para obtencdo dos enxertos

ApOs monitorizacdo eletrocardiografica e invasiva da pressao arterial, bem como
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oximetria de pulso, o paciente é submetido a anestesia geral balanceada. A seguir sdo

realizadas insercdes de sonda vesical de demora e cateter venoso central.

O mesmo profissional realiza entdo a dissec¢do da VSM no membro inferior no qual a
ultrassonografia com Doppler realizada no pré-operatério ilustra melhores caracteristicas, por
meio de incisGes escalonadas, com técnica atraumatica e com minima dilatacdo durante o
preparo (HWANG et al., 2010). O segmento venoso foi excisado no minimo da coxa até o
nivel da articulagdo fémoro-tibial, ou até um nivel mais distal na perna a depender do nimero

de artérias coronarias a serem revascularizadas.

Apo6s mensuracdo do comprimento do segmento venoso a ser utilizado como enxerto
para revascularizacdo miocardica, avalia-se a presenca de segmento excedente de pelo menos
trés centimetros desta VSM. Obtendo-se esse segmento, a equipe cirdrgica entrega este
material para examinador que, em campo cirdrgico estéril, na sala cirirgica realiza os

procedimentos necessarios para preparo do enxerto para avaliacdo por MEV.

4.4.2 Randomizacao e alocagao nos grupos de estudo

Previamente a cada procedimento, randomizou-se para quais grupos seriam alocados
0s segmentos de VSM a serem obtidos de cada paciente. Os segmentos venosos excisados
foram alocados em sete grupos de estudo, com o0s respectivos procedimentos de preparo e
fixacdo, descritos a seguir. Cada grupo foi constituido de seis segmentos venosos de pacientes

distintos, de modo a se ter mais segurancga na analise dos achados.
4.4.3 Preparo dos segmentos venosos

Imediatamente apds sua exérese, 0s segmentos venosos foram lavados com soro
fisiologico para remocédo de detritos e hemécias. Os procedimentos seguintes dependem do
grupo em que os segmentos venosos foram alocados. As solugdes foram utilizadas em

temperatura ambiente.

Segmentos de VSM do grupo 1 (controle) foram, logo apos exérese, imediatamente
conservados em tubo de ensaio contendo solucdo de fixacdo com 4% de paraformaldeido e

2,5% de glutaraldeido e tampao cacodilato de sédio 0,1 M.

Segmentos de safena do grupo 2 (SAH 30) foram conservados em solugéo de SAH e

distendidos, com uso de seringa manometrada, a uma pressao constante de 30 mmHg
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durante 5 minutos. Apos isto, foram distendidos por 15 minutos em solucdo de fixacao e,
imediatamente apds este processo, conservados em tubo de ensaio contendo esta mesma

solucéo.

Segmentos venosos do grupo 3 (SF 30) foram conservados em SF e distendidos a uma
pressdo constante de 30 mmHg durante 5 minutos. Apds isto, foram distendidos por 15
minutos na solugdo de fixagdo e, imediatamente apos esse processo, conservados em tubo de

ensaio contendo esta mesma solucao.

Segmentos venosos do grupo 4 (SAH 100) foram conservados em solucdo de SAH e
distendidos a uma pressdo constante de 100 mmHg durante 5 minutos. Apdés isto, foram
distendidos por 15 minutos na solucdo de fixacdo e, imediatamente apOs esse processo,

conservados em tubo de ensaio contendo esta mesma solucéo.

Segmentos venosos do grupo 5 (SF 100) foram conservados em solucdo de SF e
distendidos a uma pressdo constante de 100 mmHg durante 5 minutos. Apdés isto, foram
distendidos por 15 minutos na solucdo de fixacdo e, imediatamente apOs esse processo,

conservados em tubo de ensaio contendo esta mesma solucéo.

Segmentos venosos do grupo 6 (SAH 300) foram conservados em solucdo de SAH e
distendidos a uma pressdo constante de 300 mmHg durante 5 minutos. Apdés isto, foram
distendidos por 15 minutos na solucdo de fixacdo e, imediatamente apOs esse processo,

conservados em tubo de ensaio contendo esta mesma solucéo.

Segmentos venosos do grupo 7 (SF 300) foram conservados em solucdo de SF e
distendidos a uma pressdo constante de 300 mmHg durante 5 minutos. Apdés isto, foram
distendidos por 15 minutos na solucdo de fixacdo e, imediatamente apOs esse processo,

conservados em tubo de ensaio contendo esta mesma solugao.

A FIGURA 1 ilustra o aspecto de segmentos de VSM logo apds exérese cirargica e
canulacdo. A FIGURA 2, por sua vez, ilustra a metodologia de distensdo, sob pressao

controlada, dos segmentos de VSM.



FIGURA 1 - Segmento de VSM seccionado e canulado para infuséo da solugéo de

preservacao e aplicacdo da pressdo de distensao

Fonte: Obtida pelo autor.

FIGURA 2 - Segmento de VSM distendido sob pressdo controlada com uso de seringa

manometrada

Fonte: Obtida pelo autor
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4.4.4 Conservacao e transporte

Ao término destes procedimentos, os tubos de ensaio contendo segmentos de VSM
foram mantidos em recipiente isotérmico, e conservados em resfriamento controlado (x 10
°C) até seu transporte a Central Analitica da Universidade Federal do Ceara, onde seriam
realizados o0s procedimentos seguintes para processamento e posterior analise por microscopia

eletrénica dos segmentos venosos.

4.4.5 Preparo das amostras para analise por MEV

As amostras entregues em solucédo de fixacdo padrdo contendo 4% de paraformaldeido
e 2,5% de glutaraldeido e tampdo cacodilato de so6dio 0,1 M, sdo entdo retiradas de seu

recipiente, e entdo lavadas com a solucdo tampé&o por trés vezes.

A etapa seguinte consiste na desidratacdo das amostras, que ocorre com sua imersédo em
solucbes com concentracdo crescente de etanol, a saber, 50%, 70%, 90% e 100%. Os
segmentos de VSM permanecem em cada uma destas concentra¢es por quarenta minutos,

sendo repetida a desidratagcdo na solucgéo de etanol a 100% por mais duas vezes.

Uma vez desidratadas, as amostras foram submetidas a secagem, para remocdo da
umidade e de solventes residuais, por técnica de ponto critico de didxido de carbono (CO2),
com uso do equipamento K850 Critical Point Drier. Nesta técnica, a amostra ja fixada e
desidratada, é colocada imersa em acetona em uma cadmara com temperatura controlada a 4-
5°C. Injeta-se entdo CO: liquido e lentamente aquece-se a cdmara de modo que este composto
se torne gasoso, com sua expansdo resultando em aumento da pressdo na camara igualando a
densidade da fase liquida a da fase gasosa, zerando a tensdo superficial e evitando que esta

forca altere a forma da amostra.

Amostras de VSM secas foram entdo montadas no suporte porta-amostras do MEV,
chamado “stub”, com uso de fita adesiva de carbono (FIGURA 3). Uma vez que tanto os
espécimes, quanto a fita adesiva sdo isolantes elétricos e térmicos, € necessario aumentar sua
condutividade para permitir a producdo de elétrons secundarios que formardo a imagem do
microscopio eletrdnico, bem como para reduzir o risco de aquecimento pelo feixe elétrons do
MEV, o que resultaria em destruicdo da amostra. Dessa forma, procedeu-se a cobertura

metalica das amostras com uma camada de 20-30 nm de ouro pela técnica de “sputtering”, na
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qual um elétrodo macico com ouro é bombardeado por ions positivos, fazendo com que este

material se deposite na superficie da amostra.

Os stubs com as amostras devidamente metalizadas foram armazenados em dissecador

contendo silica gel até sua analise microscopica.

FIGURA 3 — Aspecto de segmento de VSM ja submetido a processamento e montado em
stub para analise por MEV

Fonte: Obtida pelo autor

4.4.6 Anélise por MEV

O estudo dos segmentos de VSM por MEV foi feito em Microscopio Eletrénico de
Varredura Quanta 450 FEG — FEI. Os stubs contendo as amostras a serem estudadas foram
alocados no porta-amostras do equipamento, e entdo selados. As amostras sdo entdo
posicionadas a 10 mm da lente objetiva do MEV e camara ¢é entdo colocada em condicao de

vacuo. Apos isto, definiu-se um aumento de cinqueta vezes de magnificacéo, e ligou-se o
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feixe de elétrons do microscopio com uma voltagem de 10,0 kV para aceleracdo do feixe de

elétrons. Com isto, imagens foram formadas e selecionou-se qual amostra a ser estudada.

Em cada amostra foi selecionada uma area central, de 0,5 cm x 0,5 cm, a ser estudada
para analisar os efeitos das diferentes técnicas de preparo da VSM sobre o endotélio venoso.
Desta area central, magnificacdes crescentes foram empregadas para avaliagdo minuciosa da

estrutura do tecido.

Um avaliador do grupo de pesquisa deste estudo, com experiéncia na analise de tecidos
bioldgicos por MEV, avaliou cada segmento de VSM, sem o conhecimento de qual grupo de
estudo este fora incluido. Foram avaliados o aspecto habitual do endotélio e da camada intima
dos segmentos de VSM e os seguintes parametros: separacdo de células endoteliais; perda de
células endoteliais; exposicdo da membrana basal; exposic¢do de colageno fibrilar; e, por fim,

presenca de fraturas e fissuras na camada intima.

Estes aspectos foram graduados utilizando uma adaptacdo do escore proposto por
Gundry et al., (1980) graduando-se objetivamente estes parametros de 0 a 4. 0 indica auséncia
de alterac@es; 1 indica alteracGes em até 10% da amostra; 2 indica alteracbes de 10 a 25 % da
amostra; 3 indica alteracdes em 25 a 50% da amostra; e 4 indica altera¢cdes em mais de 50%
da amostra. Ao fim, soma-se 0s escores obtidos de todos os parametros para cada segmento
estudado em determinado grupo, obtendo-se dessa forma, um escore de dano tecidual global

uma média de pontuagdo para cada grupo e avaliando o grau de lesdo global ao tecido.

Apos andlise, a pontuacdo de cada um desses critérios foi somada, gerando um escore
total, podendo variar de O (zero) até vinte, e que, quanto maior, indicaria maior dano da
amostra estudada.

O mesmo avaliador examinou a presenca de artefatos nas amostras, ou seja, elementos
ndo pertencentes ao endotélio ou ao tecido celular, mas que se depositam sobre a VSM em
decorréncia dos processos de fixacdo e preparacdo para andlise por MEV. Estes artefatos
foram identificados e ndo influiram no escore de dano endotelial da VSM. Ao término da
avaliacdo das amostras, retornou-se a magnificacdo para cinquenta vezes, desligou-se o feixe
de elétrons e, ap6s cinco minutos, desligou-se também a bomba de vacuo, com remocdo das

amostras e recondicionamento delas ao dissecador.
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Os dados de cada um dos seis segmentos venosos de cada um dos sete grupos de

estudos foram entdo tabelados para analise estatistica.
4.5 Analise estatistica

A medida do dano estrutural global em segmentos de VSM, por se tratar de um
somatorio de escores, foi considerado uma variavel quantitativa, de modo que foi inicialmente
analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuic&o.
Como tal requisito foi constatado, entéo, para a estatistica descritiva, calcularam-se a media e
0 desvio padrdo (DP), bem como foram empregados métodos paramétricos para a estatistica
analitica. Assim, comparacdes entre 0s sete grupos de tratamento em relacdo a essa variavel
foram realizadas mediante o uso da analise de variancia para um fator de classificacéo,
associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre os

grupos aos pares.

Ademais, considerando apenas os segmentos de VSM expostos as solucbes de
preservacao e submetidos as pressdes de distensdo, um modelo de anélise de variancia para
dois fatores de classificacdo foi usado para avaliar os efeitos dos meios de preservagéo (fator
1: SF e SAH) e das diferentes intensidades de pressdes de distensdo (fator 2: 30, 100 e 300
mmHg) no grau de dano estrutural global dos segmentos de VSM, sendo complementada pelo
teste de comparacGes multiplas de Bonferroni, para verificar diferengas entre os dois meios de
preservacao para cada pressdo de distensdo, bem como entre as trés pressdes de distensdo para
cada meio de preservagao.

Os parametros que compdem o escore global de avaliacdo do dano estrutural de
segmentos de VSM, isto €, grau de separacdo de células endoteliais, grau de perda de células
endoteliais, grau de exposicdo da membrana basal, grau de exposi¢do de colédgeno fibrilar e
presenca de fissuras na camada intima, por se tratarem de variaveis ordinais, foram expressas
como mediana, percentil 25 e percentil 75 (intervalo interquartil) e valores minimo e maximo
e analisadas por métodos ndo paramétricos. Assim, para comparar 0s sete grupos de
tratamento em relacdo a tais varidveis, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, complementado
pelo teste de comparagfes maltiplas de Dunnet, para verificar diferencas entre 0s grupos aos

pares.

Em todas as analises, empregaram-se testes bicaudais, estabelecendo-se o nivel de

significancia em 0,05 (5%), considerando-se, por conseguinte, como estatisticamente
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significante um valor P menor que 0,05. Os softwares GraphPad Prism versao 8.0 (GraphPad
Software, SanDiego, California, USA) e IBM SPSS Statistics versdao 23.0 (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA) foram utilizados para a realizacdo dos procedimentos estatisticos. O

primeiro software também foi usado para a elaboragdo dos graficos.
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Do periodo de abril de 2019 a fevereiro de 2020, doze pacientes foram alocados neste

estudo prospectivo. Os dados demograficos e varidveis pré-operatdrias estdo descritas na

TABELA 1.

TABELA 1. Dados demograéficos e caracteristicas clinicas pré-operatorias dos doze

pacientes estudados.

Variavel

N

Idade (anos) (média * desvio padrédo)
Idade > 75 anos
Sexo feminino

Sexo masculino

IAM prévio

Classe Funcional 111/IV (NYHA)
IMC (média + desvio padrdo)

Historia de tabagismo

DPOC
Diabetes

Insuficiéncia Renal

Dislipidemia

Hipertensdo Arterial Sistémica
Lesdo de tronco da ACE
Doenca de dois vasos

Doenca de trés vasos

FE <35%

Doenca cerebrovascular
Doenca carotidea (lesdo > 60%)

Euroscore 1l (média + desvio padrao)

67,67 £ 5,54
1 (8,3%)

2 (16,6%)
10 (83,4%)
1 (8,3%)

0

26,83 + 3,43
6 (50%)

1 (8,33%)

0

0

12 (100%)
11 (91,6%)
2 (16,6%)

2 (16,6%)

8 (66,6%)

0

1 (8,33%)

0
1,03+0,52

IAM: infarto agudo do miocardio; NYHA: New York Heart Association; DPOC: doenc¢a pulmonar obstrutiva
cronica; EuroScore: European System for Cardiac Operative Risk Evaluation
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5.1 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA VEIA SAFENA MAGNA
5.11 GRUPO 1

Segmentos de VSM do Grupo Controle, que foram analisados logo ap6s exérese
cirdrgica, sem influéncia das metodologias de preparo da VSM para a CRM. Notou-se, em
quatro das seis amostras estudadas, total integridade da camada intima venosa, sem sinais de
dano endotelial. Em duas amostras, no entanto, ocasional separa¢do de células endoteliais, foi
visualizada, com este achado ocorrendo em area menor que 10% das respectivas amostras
analisadas. A FIGURA 4 e a FIGURA 5 representam os aspectos mais relevantes deste grupo,

na analise por MEV. O escore médio de dano tecidual global deste grupo foi de 0,33 + 0,51.

FIGURA 4 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 150 vezes, da camada intima de

segmento de VSM analisado logo apds exérese cirurgica (Grupo controle).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 150 vezes. Nota-

se a integridade da camada intima, sem sinais de dano celular.
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FIGURA 5 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 4319 vezes, da camada intima de

segmento de VSM analisado logo ap6s exérese cirurgica (Grupo Controle).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 4319 vezes.

Nota-se integridade das células endoteliais, sem exposicdo de membrana basal e/ou de fibras colagenas.

5.1.2 GRUPO 2

Segmentos de VSM do Grupo SAH 30, por sua vez, apresentaram alteracbes na
superficie endotelial, sobretudo com eventual separacdo e/ou perda de células endoteliais, e
ocasional exposicdo de membrana basal. Nao se houve exposicdo de fibras colagenas ou
fissuras na camada intima dos segmentos estudados neste grupo. A FIGURA 6, a FIGURA 7,
e a FIGURA 8 representam 0s aspectos mais relevantes deste grupo, na analise por MEV. O

escore médio de dano deste grupo foi de 3,5 £ 1,37
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FIGURA 6 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 59 vezes, de segmento de VSM
preservado em SAH e distendido com pressao de 30 mmHg (Grupo SAH 30).

—1mm—

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 59 vezes. Nota-
se a integridade geral do endotélio, com discretos artefatos do preparo para analise microscdpica na camada

intima (seta).
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FIGURA 7 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de trezentas vezes, de segmento de
VSM preservado em SAH e distendido com pressao de 30 mmHg (Grupo SAH 30).

i

400 pm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 300 vezes. Nota-
se a preservagdo da arquitetura endotelial da amostra, com eventual separacdo de células endoteliais (setas) e

exposicao de membrana basal (estrela).



FIGURA 8 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de mil vezes, de segmento de VSM
preservado em SAH e distendido com presséo de 30 mmHg (Grupo SAH 30).

100 pm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 1000 vezes.

Nota-se 0 aspecto do endotélio integro na analise microscopica.

54
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5.1.3 GRUPO 3

Segmentos do Grupo SF 30 apresentaram maiores alteracdes na camada intima em
comparagdo aos grupos 1 e 2. Houve maior grau de separacdo e perda de células endoteliais,
com perca do padrédo uniforme de distribuicdo endotelial, com maior perda e separacdo
celular, presenca de fissuras na camada intima e exposicdo de fibras colagenas (FIGURA 9 e
FIGURA 10). Com maior magnificagdo nota-se a separacdo celular, com presenca de
aglomerados plaquetarios (FIGURA 11), e inclusive trombo em formacdo (FIGURA 12). O

escore médio de dano deste grupo foi de 9,33 + 1,96.

FIGURA 9 — Aspecto, em MEV com baixa magnificacdo, de segmento de VSM

preservado em SF e distendido com pressdo de 30 mmHg (Grupo SF 30).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 300 vezes. Nota-
se extensa &rea com perda de células endoteliais, com associada separacdo celular e formacdo de fissuras na

camada intima (setas).
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FIGURA 10 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de mil vezes, de segmento de VSM
preservado em SF e distendido com pressédo de 30 mmHg (Grupo SF 30).

100 pm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 1000 vezes.
Nota-se importante separa¢do de células endoteliais com exposi¢do de membrana basal e fibras colagenas (seta),

além de fissuras na camada intima celular (estrela)



57

FIGURA 11 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 2500 vezes, de segmento de VSM

preservado em SF e distendido com pressédo de 30 mmHg (Grupo SF 30).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 2500 vezes.
Nota-se em maior detalhe o aspecto da separacdo endotelial (seta), além da presenca de hemacias (estrela) e de

pequenos aglomerados plaquetarios (circulos).
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FIGURA 12 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 5000 vezes, de segmento de VSM

preservado em SF e distendido com pressao de 30 mmHg (Grupo SF 30).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 5000 vezes.

Nota-se presenca de aglomerado de fibrina e de plaquetas na superficie endotelial (seta).
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5.1.4 GRUPO 4

Segmentos de VSM do Grupo SAH 100, submetidos a pressdo de distensdo de 100
mmHg apresentaram notadamente maior separacdo de células endoteliais e exposicdo de
membrana basal em relacdo ao Grupo SAH 30, mas mantiveram-se com rara ou ausente
exposicdo de fibras colagenas, mantendo, em geral, a estrutura da camada intima. A FIGURA
13, FIGURA 14 e FIGURA 15, ilustram os achados mais relevantes na analise por MEV. O

escore médio de dano deste grupo foi de 8,33 + 1,50

FIGURA 13 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de trezentas vezes, de segmento de
VSM preservado em SAH e distendido com pressédo de 100 mmHg (Grupo SAH 100).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 300 vezes. Nota-
se preservagdo da maior parte da camada intima, com apenas ocasional separacdo e/ou perda de células

endoteliais (seta).
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FIGURA 14 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de quinhentas vezes, de segmento de
VSM preservado em SAH e distendido com pressao de 100 mmHg (Grupo SAH 100).

200 pm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 500 vezes. Nota-

se areas de separagdo celular, (seta) e esparsas fissuras na camada intima (estrela).



61

FIGURA 15 — Aspecto, em MEV com magnificacdo, de segmento de VSM preservado em
SAH e distendido com pressdo de 100 mmHg (Grupo SAH 100).

s

100 ym ————

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 1000 vezes.
Nota-se separacdo de células endoteliais, com exposicdo de membrana basal (seta) e presenca de ocasionais

hemdcias (estrela).
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5.1.5 GRUPO 5

Segmentos venosos do Grupo SF 100 apresentaram caracteristicas mais marcantes na
analise por MEV. Houve consideravel aumento nas &reas com perca de células endoteliais,
com exposi¢do frequente da matriz coldgena e presenca de fissuras na camada intima
(FIGURA 16). Em alguns segmentos venosos, notou-se também padrdo de alongamento das
células endoteliais (FIGURA 17, FIGURA 18 e FIGURA 19). O escore médio de dano deste
grupo foi de 12,16 + 1,72.

FIGURA 16 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de cem vezes, de segmento de VSM
preservado em SF e distendido com presséao de 100 mmHg (Grupo SF 100).

1mm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 100 vezes.
Notam-se extensas areas com perca de células endoteliais, com exposicdo de membrana basal (estrela), e

presenca de fissuras na camada intima, expondo fibras colagenas (setas).
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FIGURA 17 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de quinhentas vezes, de segmento de

VSM preservado em SF e distendido com pressdo de 100 mmHg (Grupo SF 100).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 500 vezes. Nota-
se padrdo de alongamento das células endoteliais, com maior separacdo destas (setas), além de fissuras na

camada intima (estrelas).
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FIGURA 18 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 2000 vezes, de segmento de VSM

preservado em SF e distendido com presséo de 100 mmHg (Grupo SF 100).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 2000 vezes.
Nota-se em maior detalhe o alongamento das células (setas) e a exposicdo de camadas subendoteliais resultantes

desse processo (estrelas).
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FIGURA 19 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 12000 vezes, de segmento de VSM
preservado em SF e distendido com presséo de 100 mmHg (Grupo SF 100).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 12000 vezes.

Detalha-se a deformacéo estrutural das células endoteliais, que perdem seu aspecto tipicamente aplainado (setas).
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5.1.6 GRUPO 6

Segmentos venosos do Grupo SAH 300 foram distendidos com pressdes superiores
aquelas verificadas no sistema arterial e apresetnaram maior deformagdo da arquitetura
habitual da camada intima, com extensa perda de células endoteliais, e exposi¢cdo de
membrana basal, mas com infrequente exposicdo de fibras coladgenas. A FIGURA 20,
FIGURA 21 e FIGURA 22 ilustram esses achados. O escore médio de dano deste grupo foi de
17,66 + 1,21.

FIGURA 20 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de mil vezes, de segmento de VSM
preservado em SAH e distendido com pressédo de 300 mmHg (Grupo SAH 300).

e 100 pm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 1000 vezes.
Nota-se presenca de extensas areas de perda e separacdo de células endoteliais (setas), com exposicdo de
membrana basal (estrelas). Na area central da imagem, ha discreta drea com exposicdo de fibras colagenas
(circulo).
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FIGURA 21 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 1500 vezes, de segmento de VSM
preservado em SAH e distendido com pressao de 300 mmHg (Grupo SAH 300).
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Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 1500 vezes.

Nota-se extensa separacdo de células endoteliais (setas), exposicdo de membrana basal (estrela).
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FIGURA 22 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 2726 vezes, de segmento de VSM
preservado em SAH e distendido com pressao de 300 mmHg (Grupo SAH 300).

40 pm

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 2726 vezes.
Nota-se em maior detalhe a separacdo das células endoteliais da membrana basal (setas), com exposicdo desta

camada (estrelas).
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5.1.7 GRUPO 7

Segmentos do Grupo SF 300 apresentaram as alteracdes definidas no escore de dano
em alto grau, assim como no Grupo SAH 300. Em praticamente toda a extensdo dos
segmentos venosos analisados, um padrdo de exposicdo de separacdo de células endoteliais,
com subsequente exposi¢do de camadas subendoteliais foi notado (FIGURA 23 e FIGURA
24), além da presenca de considerdveis fissuras na camada intima (FIGURA 25), com
presenca de fibrina e aglomerados plaquetarios aderidos as fibras coladgenas expostas
(FIGURA 26). O escore médio de dano deste grupo foi de 18,83 +0,98.

FIGURA 23 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 150 vezes, de segmento de VSM

preservado em SF e distendido com pressao de 300 mmHg (Grupo SF 300).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 150 vezes.
Notam-se extensas e continuas fissuras ao longo da camada intima, com perda de células endoteliais (setas),

além de presenca de células endoteliais com padrdo alongado (estrelas).



70

FIGURA 24 — Aspecto, em MEV com magnificacédo de trezentas vezes, de segmento de

VSM preservado em SF e distendido com pressdo de 300 mmHg (Grupo SF 300).
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Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificacdo de 300 vezes. Nota-
se consideravel separacdo e perda de células endoteliais, com perda da homogeneidade habitual da camada

intima .
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FIGURA 25 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de mil vezes, de segmento de VSM
preservado em SF a 0,9% e distendido com pressdo de 300 mmHg (Grupo SF 300).

100 um'

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnifica¢do de 1000 vezes.
Nota-se, em maior detalhe, aspecto de fissura da camada intima (seta), com exposicdo das camadas

subendoteliais.
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FIGURA 26 — Aspecto, em MEV com magnificacdo de 5000 vezes, de segmento de VSM

preservado em SF a 0,9% e distendido com pressdo de 300 mmHg (Grupo SF 300).

Fonte: Obtida pelo autor. Superficie luminal da VSM analisada por MEV, com magnificagdo de 5000 vezes.
Nota-se em alto detalhamento, o microambiente de fissura da camada endotelial, com desarranjo das fibras

colagenas (setas), além da preenca de hemécias (circulos) e de aglomerados de fibrina e de plaquetas (estrelas).
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52 ANALISE COMPARATIVA DA INFLUENCIA DA SOLUCAO DE
PRESERVACAO E DAS PRESSOES DE DISTENSAO SOBRE O DANO
ENDOTELIAL DAVSM

O uso de SF ou com SAH, bem como a distensdo da VSM com diferentes pressoes
intraluminais, de 30 mmHg, de 100 mmHg e de 300 mmHg, foram fatores relacionados a
diferentes intensidades e padrGes de dano ao endotélio. A influéncia destes fatores sobre a
integridade endotelial foi mensurada com uso de um escore adaptado, em que se graduou de
zero a vinte, de forma crescente, o grau de dano endotelial das amostras de VSM estudadas. A
comparacdo do grau de dano endotelial do grupo controle em relacdo aos grupos em que
houve preservagcdo com SF ou SAH, bem como distensdo com pressdes intraluminais de 30
mmHg, 100 mmHg e 300 mmHg, encontra-se detalhada na TABELA 2 e no GRAFICO 1.

Constatou-se que o dano estrutural global verificado nos grupos expostos aos meios de
preservacdo e submetidos as pressdes de distensdo foi significantemente maior que o
observado no grupo Controle. Todavia, em comparagdo com a exposi¢cdo ao meio de
preservacdo SF, a exposicdo ao meio de preservacdo SAH reduziu significantemente o dano
estrutural global para as pressdes de distensdo de 30 e 100 mmHg. Ademais, tanto para a
exposicdo ao meio de preservacdo SF como SAH, o dano estrutural global aumentou

significantemente com o incremento da pressédo de distensdo para 300 mmHg.

TABELA 2. Avaliagdo do grau de dano estrutural global em segmentos de VSM expostos
ou ndo (Controle) aos meios de preservacdo com SF e SAH e submetidos ou néo

(Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.

30 mmHg 100 mmHg 300 mmHg

Controle
(Média + DP) SF SAH SF SAH SF SAH
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)

0,33+0,52 9,33+1,972 3,50 + 1,38P¢ 12,17+ 1,722¢ 833 +1,51*¢f 1883+0,98*"9 17,67 + 1,212%9

Fonte: Dados da pesquisa. Os dados correspondem a média e desvio padrdo das medigdes efetuadas em 6
segmentos de VSM de cada grupo. DP: desvio padrdo. As letras a(P<0,001) e b(P<0,01) denotam diferencas
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Controle, enquanto a letra ¢(P<0,001) significa diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao grupo tratado com SF na mesma pressdo de distensdo (teste de
comparagdes multiplas de Tukey). As letras e(P<0,05) e f(P<0,001) indicam diferencas estatisticamente
significantes em relacdo ao grupo submetido a pressdo de distensdo de 30 mmHg no mesmo meio de

preservacdo, enquanto a letra g(P<0,001) corresponde a diferencas estatisticamente significantes em relacéo ao
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grupo submetido a pressao de distensdo de 100 mmHg no mesmo meio de preservagdo (teste de comparagées

multiplas de Tukey).

GRAFICO 1. Avaliacdo do grau de dano estrutural global em segmentos de VSM
expostos ou ndo (Controle) aos meios de preservacao com SF e SAH e submetidos ou nao

(Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os dados correspondem a média e desvio padrdo das medices efetuadas em 6
segmentos de VSM de cada grupo. Os simbolos **(P<0,01) e ***(P<0,001) denotam diferencas estatisticamente
significantes em relagdo ao grupo Controle, enquanto o simbolo ###(P<0,001) significa diferencas
estatisticamente significantes em relagéo ao grupo tratado com SF na mesma pressao de distensdo. Os simbolos

+(P<0,05) e +++(P<0,001) indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo submetido a
pressdo de distensdo de 30 mmHg no mesmo meio de preservagdo, enquanto o simbolo xxx(P<0,001)
corresponde a diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo submetido a presséo de distensao de

100 mmHg no mesmo meio de preservacao.

A avaliacdo do grau de dano estrutural global em segmentos de VSM em decorréncia
da exposicao aos meios de preservacao com SF e SAH e submetidos a distensdo com pressfes
de 30, 100 e 300 mmHg encontra-se detalhada na TABELA 3 e no GRAFICO 2. Constatou-se
que a preservacdo com SAH reduziu significantemente o dano estrutural global em relacéo a
preservacdo com SF, quando foram aplicadas as pressdes de distensdo de 30 e 100 mmHg.

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significante entre os dois meios de preservagédo
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para a pressao de 300 mmHg. Ademais, tanto para a exposicdo ao meio de preservacdo SF
como SAH, o dano estrutural global aumentou significantemente nos segmentos de VSM
submetidos as pressbes de distensdo de 100 e 300 mmHg em comparacdo com aqueles
distendidos com 30 mmHg. lgualmente, para ambos os meios de preservacdo, o dano
estrutural global referente a pressao de distensdo de 300 mmHg foi significantemente maior

que o relativo a pressao de distensdo de 100 mmHg

TABELA 3. Avaliagdo do grau de dano estrutural global em segmentos de VSM expostos
aos meios de preservacdo com SF e SAH e submetidos a distensdo com pressdes de 30,
100 e 300 mmHg

TRV VIVY

Pressdo de SF SAH Diferenca Significancia”
distenséo Média £ DP Meédia £ DP de médias diferenca

30 mmHg 9,33+1,97 3,50+1,38 5,83 3,64 28,02 P <0,0001
100 mmHg 12,17 £1,72° 8,33 +1,51° 3,84 1,64 6,02 P =0,0003

300 mmHg 18,83 £ 0,982¢ 17,67 £ 1,213°¢ 1,16 -1,02 23,36 P =0,5609

Fonte: Dados da pesquisa. Os dados correspondem a média e desvio padrdo das medi¢des efetuadas em 6

segmentos de VSM de cada grupo. DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianga de 95% da diferenca de
médias; *Teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. As letras a(P<0,0001) e b(P<0,0079) denotam
diferengas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo submetido a pressao de distensdo de 30 mmHg no
mesmo meio de preservacdo, enquanto a letra ¢(P<0,0001) indica diferengas estatisticamente significantes em
relacdo ao grupo submetido a pressdo de distensdo de 100 mmHg no mesmo meio de preservacdo (teste de

comparagdes multiplas de de Bonferroni).
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GRAFICO 2. Avaliacdo do grau de dano estrutural global em segmentos de VSM
expostos aos meios de preservagdo com SF e SAH e submetidos a distensdo com pressdes
de 30, 100 e 300 mmHg.

#HiH

Grau de dano estrutural
global em segmentos de
veia safena magna (escores)

30 mmHg 100 mmHg 300 mmHg

Fonte: Dados da pesquisa. Os dados correspondem a média e desvio padrdo das medicBes efetuadas em 6
segmentos de VSM de cada grupo. O simbolo ***(P<0,001) denota diferengas estatisticamente significantes em
relacdo ao grupo tratado com SF na mesma pressao de distensdo. Os simbolos ++(P=0,0079) e +++(P<0,0001)
indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo submetido a pressdo de distensdo de 30
mmHg no mesmo meio de preservacdo, enquanto o simbolo ###(P<0,0001) corresponde a diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao grupo submetido a pressdo de distensdo de 100 mmHg no mesmo

meio de preservagao.

O escore para avaliagdo do dano endotelial da VSM foi obtido por meio da anélise de
cinco parametros: grau de separacdo de células endoteliais, grau de perda de células
endoteliais, grau de exposicdo da membrana basal, grau de exposicdo de colageno fibrilar e
presenca de fissuras na camada intima. Também se analisou como as diferentes solucdes de
preservacdo e as crescentes pressdes de distensdo intraluminal afetaram cada um destes
parametros. Estes dados encontram-se detalhados na TABELA 4 e no GRAFICO 3,
GRAFICO 4, GRAFICO 5, GRAFICO 6, GRAFICO 7.

Constatou-se um aumento significante de todos os parametros, em relacdo ao grupo
Controle, quando os segmentos de VSM foram submetidos a uma presséo de distensao de 300
mmHg, independentemente do tipo de meio de preservacdo. Observou-se, ainda, um aumento

significante do grau de perda de células endoteliais e de exposi¢édo de colageno fibrilar, em
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relacdo ao grupo Controle, nos segmentos de VSM que foram submetidos a uma pressdo de
distensdo de 100 mmHg, porém apenas quando expostos ao meio de preservacdo SF.
Ademais, considerando a exposi¢cdo ao meio de preservagdo SAH, verificou-se um aumento
significante de todos os parametros quando os segmentos de VSM foram submetidos a uma

pressao de distensdo de 300 mmHg em relacdo a pressao de distensdo de 30 mmHg.

TABELA 4. Avaliagdo do dano estrutural tecidual em segmentos de VSM expostos ou
ndo (Controle) aos meios de preservacdo com SF e SAH e submetidos ou ndo (Controle)
a distensdo com pressoes de 30, 100 e 300 mmHg, por meio da analise de cinco
parametros: grau de separacdo de células endoteliais, grau de perda de células
endoteliais, grau de exposicdo da membrana basal, grau de exposi¢cdo de colageno

fibrilar e presenca de fissuras na camada intima.

30 mmHg 100 mmHg 300 mmHg
Controle
Parametro Mediana SF SAH SF SAH SF SAH
nQ) Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana .
(11Q) (11Q) (11Q) (11Q) (g Medema (o)
Separacéo
0,00 2,00 2,00 3,00 2,50 4,00 4,00
Y (000a1,00) (20023000 (17522000 (275a300) (2,00a300) (40024000 (4,00 a4,00)*
endoteliais
Perda de 0.00
células ’ 2,00 1,00 3,00 2,00 4,00 4,00
L. (0,0020,00) (1,75a3,00) (1,00a1,00) (3,00a3,00° (2,00a2,00) (4,00a4,007 (4,00 a4,00)*
endoteliais
Exposicdo
da 0,00 2,00 0,00 2,50 2,00 3,50 4,00
membrana  (0,00a0,00) (1,75a2,25) (0,00a0,25)  (1,75a3,00) (1,00a2,00) (3,00a4,000° (4,00 a4,00)"
basal
Exposicao
decolageno 00 2,00 0,00 2,50 1,00 4,00 3,00
. (0,00a0,00) (1,00a2,00) (0,00a0,00) (2,00a3,00° (0,00a1,00) (4,00a4,000 (2,00a 3,00)
fibrilar
Fissuras na
0,00 1,00 0,00 1,50 1,50 3,50 3,00
1,00a1,25 0,002 1,25 1,00 a 2,00 1,00 a 2,00 2,75a4,000* (2,00 a 4,00)*
(‘i%rg?%%a (0,0020,00) (100a1,25) (000a125)  (1,00a2,00) (1,00a2,00) (2,7524,00) (2,00 a 4,00)

Fonte: Dados da pesquisa. Dados correspondem a média e desvio padrdo das medicGes em seis segmentos de
VSM. 11Q: intervalo interquartil. As letras 3(P<0,001), ®(P<0,01) e ¢(P<0,05) denotam diferengas estatisticamente
significantes em relacdo ao grupo Controle, as letras 9(P<0,05), ¢(P<0,01) e f(P<0,001) indicam diferencas
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo submetido a pressdo de distensdo de 30 mmHg e exposto a
SAH (teste de comparac6es de Dunnett).
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GRAFICO 3. Avaliagdo do grau de separacdo de células endotelias em segmentos de
VSM expostos ou ndo (Controle) aos meios de preservacdo com SF e SAH e submetidos

ou nao (Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.
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Fonte: Dados da pesquisa. Dados expressos como mediana, percentil 25 e percentil 75 (intervalo interquartil) e
valores minimo e maximo das medi¢cdes efetuadas em 6 segmentos de VSM de cada grupo. O simbolo
***(P<0,001) denota diferengas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo Controle, enquanto o simbolo
+(P<0,05) indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo submetido a pressdo de distensdo

de 30 mmHg e exposto ao meio de preservacdo SAH.
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GRAFICO 4. Avaliagdo do grau de perda de células endotelias em segmentos de VSM
expostos ou ndo (Controle) aos meios de preservagao com SF e SAH e submetidos ou ndo

(Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.
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Fonte: Dados da pesquisa. Dados expressos como mediana, percentil 25 e percentil 75 (intervalo interquartil) e
valores minimo e maximo das medicdes efetuadas em 6 segmentos de VSM de cada grupo. Os simbolos

*(P<0,05) e ***(P<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo Controle,
enquanto o simbolo ++(P<0,01) indica diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo submetido a

pressdo de distensdo de 30 mmHg e exposto ao meio de preservacdo SAH.
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GRAFICO 5. Avaliagdo do grau de exposicio da membrana basal em segmentos de
VSM expostos ou ndo (Controle) aos meios de preservagdo com SF e SAH e submetidos

ou nao (Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.
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Fonte: Dados da pesquisa. Dados expressos como mediana, percentil 25 e percentil 75 (intervalo interquartil) e
valores minimo e maximo das medicdes efetuadas em 6 segmentos de VSM de cada grupo. Os simbolos

**(P<0,01) e ***(P<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Controle,
enquanto o simbolo +++(P<0,001) indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo submetido

a pressao de distensdo de 30 mmHg e exposto ao meio de preservagdo SAH.
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GRAFICO 6. Avaliagdo do grau de exposic¢do de colageno fibrilar em segmentos de VSM
expostos ou ndo (Controle) aos meios de preservagao com SF e SAH e submetidos ou ndo

(Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.
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Fonte: Dados da pesquisa. Dados expressos como mediana, percentil 25 e percentil 75 (intervalo interquartil) e
valores minimo e maximo das medicdes efetuadas em 6 segmentos de VSM de cada grupo. Os simbolos

*(P<0,05) e ***(P<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo Controle,
enquanto o simbolo +(P<0,05) indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo submetido a

pressdo de distensdo de 30 mmHg e exposto ao meio de preservacdo SAH.
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GRAFICO 7. Avaliagdo da presenca de fissuras na camada intima de segmentos de VSM
expostos ou ndo (Controle) aos meios de preservagao com SF e SAH e submetidos ou ndo

(Controle) a distensdo com pressdes de 30, 100 e 300 mmHg.
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Fonte: Dados da pesquisa. Dados expressos como mediana, percentil 25 e percentil 75 (intervalo interquartil) e
valores minimo e maximo das medicdes efetuadas em 6 segmentos de VSM de cada grupo. O simbolo
***(P<0,001) denota diferengas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Controle, enquanto o simbolo
+(P<0,05) indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo submetido a pressdo de distensao

de 30 mmHg e exposto ao meio de preservacdo SAH.
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6. DISCUSSAO

A despeito das crescentes evidéncias recentes recomendando o uso exclusivo de
enxertos arteriais, a VSM, devido a sua facilidade de disseccédo, disponibilidade e baixa taxa
de complicac@es relacionadas a sua exérese, segue sendo amplamente utilizada na CRM. As
limitacdes do enxerto venoso envolvem sobretudo as baixas de taxas de perviedade em longo
prazo obtidas com esses condutos. No entanto, a necessidade de obter-se revascularizagdo
miocardica completa, e as complicagbes envolvidas na exerese de enxertos arteriais fazem
com que seu uso ainda seja restrito, sobretudo em servigos com menos recursos (CALISKAN
et al., 2019; WOODWARD; ANTONIADES; TAGGART, 2016).

Nesse contexto, diversos autores buscaram, ao longo das Ultimas décadas, desenvolver
metodologias de exérese, conservacdo e preparo perioperatorio dos segmentos venosos de
modo a reduzir os danos decorrentes do manuseio cirargico (WOODWARD;
ANTONIADES; TAGGART, 2016). O processo de obtencdo da VSM para uso na CRM
envolve a exérese desta veia de um ou ambos os membros inferiores, com sua habitual
conservagdo em uma solucdo, e distensdo intraluminal do conduto para verificar possiveis
danos a integridade estrutural do vaso, algo que, se presente, resultaria em vazamento de
sangue e complicacBes pos-operatorias. Esses processos, embora amplamente adotados na
rotina dos servicos de cirurgia cardiovascular, ndo sdo inertes ao endotélio venoso, podendo
ocasionar considerdvel dano a esta estrutura, aumentando o risco de oclusdo do enxerto
(BONCHEK, 1980; ANGELINI; NEWBY, 1989).

Diversos fatores patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento de leséo endotelial
nos segmentos venosos. Hofer et al., ainda em 1981, ilustraram que altera¢cbes morfoldgicas
nos enxertos de VSM utilizados na CRM podem ser decorrentes de cinco fatores
predominantemente: alteracdes intrinsecas ao paciente, que ocorrem no endotélio em
decorréncia do envelhecimento; lesdo mecéanica durante exeérese do enxerto; lesbes
decorrentes de hipoxia; lesGes decorrentes de distensdo dos enxertos; e lesGes decorrentes das
caracteristicas da solucdo de preservacdo da VSM (HOFER et al., 1981).

A VSM, assim como outros vasos do corpo, esta sujeita a alteracdes decorrentes da
menor capacidade de manutencdo da fisiologia resultante do envelhecimento. Estudos
avaliando o endotélio desta veia antes de seu uso como enxerto vascular demonstram que

pode haver a presenca de hiperplasia intimal com infiltracdo de células musculares lisas,
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esclerose da camada muscular média, calcificacdo endotelial e dilatacdo luminal por perda da
elasticidade (MARIN et al, 1993; MARIN et al, 1994; PANETTA et al., 1992).

Panetta et al. evidenciaram que na populacdo de pacientes com maior grau de
hiperplasia intimal e de degeneracdo endotelial, diabetes mellitus tipo 2 era comorbidade
significativamente mais incidente, fato corroborado pelo estudo de Marin et al., que ilustrou a
presenca desta comorbidade nos segmentos com maior grau de dano endotelial pré-operatério
(MARIN et al, 1994; PANETTA et al., 1992).

Os fatos acima descritos fizeram com que pacientes diabéticos fossem ndo fossem
incluidos no estudo desta dissertacdo, de modo a reduzir vieses decorrentes de possiveis danos
endoteliais pré-existentes. Ressalta-se que, neste estudo, pacientes com evidéncias
ultrassonograficas pré-operatorias de espessamento intimal, calcificacdo e/ou varicosidades na
VSM também ndo foram incluidos. Mesmo assim, no grupo controle, dois segmentos
apresentaram discreto grau de lesdo, menor que 10% de cada amostra, em que houve discreta

perda de células endoteliais, aspecto provavelmente relacionada a exérese cirurgica da VSM.

Desde o inicio do uso sisteméatico da VSM na CRM, diversos autores buscaram
desenvolver técnicas de exérese, preservacdo e preparo que promovessem menor dano
endotelial ao enxerto venoso. Sabe-se, desde a década de 1960, que o manuseio inadequado
do enxertos vasculares, com excessiva distensdo, compressdo, ou lesdes incisas sobre a parede
vascular, ocasiona ndo apenas dano endotelial direto, mas também disfuncdo da fibrinolise
vascular, gerando maior deposi¢do de fibrina com maior risco de formagdo de trombos e
oclusdo precoce do enxerto (ACINAPURA et al., 1966; ANGELINI; NEWBY, 1989;
CATINELLA et al., 1982).

Tendo isso em vista, as técnicas de disseccdo da VSM foram sendo aprimoradas
sobretudo focando em trés aspectos: reducdo do trauma direto durante exérese, com
preservacao o tecido perivascular; escolha de solucdes de preservacdo mais fisioldgicas; e uso
de menores pressdes de distensdo, de modo a apenas superar 0 Vvasoespasmo Venoso
(ANGELINI; NEWBY, 1989; BONCHEK, 1980).

A escolha da solucédo de preservacdo mais adequada para a preservacdo da VSM € um
debate que se estende ha décadas na literatura médica, e, embora conclusfes sobre os efeitos
potencialmente danosos do uso de SF sejam indicadas, ainda hoje nota-se a ado¢do desta

solucéo para preservacédo de enxertos vasculares, pela sua disponibilidade e facilidade de uso
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e pla asuéncia de consenso e de estudos que efetivamente indiquem a superioridade do SAH
ou de qualquer outra solugdo para preservacdo endotelial destes enxertos (TSAKOK;
MONTGOMERY-TAYLOR; TSAKOK, 2012; WOODWARD; ANTONIADES;
TAGGART, 2016).

Na década de 1970, Abott et al. evidenciaram que segmentos de VSM preservados em
solucdo salina normotérmica apresentavam consideravel dano endotelial, quando comparados
aqueles segmentos preservados com SAH (ABBOTT; WIELAND; AUSTEN, 1974). Gundry
et al., por sua vez, em estudo a ser detalhado a seguir, realizaram ampla analise, com uso de
MEV, de segmentos de VSM preservados com SF ou SAH sob diferentes pressdes de
distensdo evidenciando que os segmentos venosos preservados com solugdo de cloreto de
sodio a 0,9% apresentam separacdo e perda de células endoteliais, além de diversas fissuras
na camada intima, em quantidade maior que a verificadas nos grupos tratados com SAH
(GUNDRY, 1980).

Outros estudos avaliaram, ao invés da integridade morfoldgica, a capacidade funcional
endotelial. Em 1990, Lawrie, Weilbacher e Henry, avaliaram 139 segmentos de VSM
preservados com SF, solucdo salina tamponada ou SAH. Notou-se que nos segmentos
expostos a SF houve menor expressdo de NO, indicando maior disfungcdo endotelial
(LAWRIE; WEILBACHER; HENRY, 1990). Trés anos depois, Zerkowski analisou a
capacidade de contracdo e relaxamento endotelial ap6s administracdo de noradrenalina e de
acetilcolina respectivamente. Para isso, sessenta segmentos de VSM foram incubados em
diferentes solugdes, sendo estas SAH, solugdo de ringer, solugcdo de albumina humana e
solucdo cardioplégica composta por histidina, triptofano e ketoglutarato. Notou-se que
segmentos venosos preservados com sangue arterial apresentavam vasorreatividade
consideravelmente maior que aqueles preservados com outras solucdes, o que indicaria maior
integridade funcional do endotélio (ZERKOWSKI et al., 1993).

Mais recentemente, em 2013, Wilbring et al. analisaram a contratilidade vascular e
funcéo endotelial de 36 segmentos de VSM preservados com SF ou com SAH. Observou-se
piroa consideravel na capacidade contrétil, e na vasodilatacdo dependente do endotélio dos
segmentos venosos preservados com SF, com o0s autores contraindicando o uso de solucédo
salina com cloreto de sodio a 0,9% como meio de conservacdo da VSM (WILBRING et al.,
2013). Ha também indicios de que a preservacdo da VSM com SAH faria com que este

enxerto permanecesse em um microambiente celular com menor expressdo de fatores pro-



86

inflamatorios e menor quantidade de ERO, do que quando preservado em SF (CHEN et al.,
2019).

O mecanismo pelo qual a SF induz o dano endotelial em enxertos vasculares ¢ ainda
discutido, mas alguns autores ilustram o0s potenciais processos fisiopatoldgicos envolvidos.
Cheung-Flynn et al., em 2019, evidenciaram que a exposi¢cdo do endotélio a SF nao-
tamponada esta associada a ativacdo de uma via celular pro-inflamatéria, a saber a via
P2X7R/p38MAPK/MK2, resultando em perda da integridade celular endotelial e disfuncéo
destas celulas. Alem disso, o fato desta solugdo ndo-tamponada apresentar pH acido (~5,0),
seria fator também diretamente lesivo ao endotélio, com aumento da permeabilidade
endotelial, perda do relaxamento vascular dependente do endotélio, com menor expressdo de
enzimas produtoras de NO (CHEUNG-FLYNN et al., 2019; WISE et al., 2015). Este fato foi
corroborado por estudo com imunohistoquimica e microscopia de fluorescéncia que
evidenciou que a viabilidade das células endoteliais e das células musculares lisas vasculares
foi completamente perdida quando estas foram expostas a solugdes com pH abaixo de 6,0
(BISWAS et al., 2001).

Apesar destas evidéncias ilustrando efeitos detrimentais da SF para preservacdo da
VSM, alguns estudos demonstram resultados diferentes, contestando o potencial beneficio do
uso de solucgdes sanguineas. Alguns autores ilustram que, quando preservados em quaisquer
dessas solucBes os segmentos de VSM estudados apresentaram similar padrdo de dano
endotelial, expressando niveis similares de marcadores bioquimicos associados a lesdo celular
(BUSH et al., 1986; CHESTER et al., 1993). Outro ponto de debate, como foi verificado por
Weiss et al., é que segmentos de VSM preservados em SAH ou SF apresentaram as mesmas
caracteristicas pro-tromboticas apos arterializacdo, com perda dos beneficios advindos do uso
da solucéo sanguinea (WEISS et al., 2009).

Em suma, espera-se que uma maior preservacdo endotelial da VSM durante seu
manuseio cirargico resulte em melhores desfechos, em especial com menores taxas de ocluséo
do enxerto venosos, e melhores resultados clinicos. No entanto, sdo escassos 0s estudos
recentes que avaliam o impacto clinico destas medidas. Em modelos animais, Fouquet et al.
ilustraram que segmentos venosos preservados com solucdo salina ndo tamponada, seis
semanas ap0s serem anastomosados ao leito arterial, apresentaram taxas de oclusdo
significativamente maiores do que aqueles segmentos preservados com sangue arterial. Em

humanos, relata-se como digno de nota o estudo de Harskamp et al. que, em 2014, realizaram
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analise de 4323 enxertos venosos obtidos de 1828 pacientes. Estes foram preservados em SF
com NaCl a 0,9%, soluges salinas tamponadas ou sangue arterial autélogo. Evidenciou-se 0
uso de SF padrdo foi associada a piores desfechos clinicos, como morte, IAM e necessidade
de nova revascularizacdo, sendo os melhores desfechos obtido som uso de solucbes
tamponadas, sendo o sangue arterial um meio de preservacdo com resultados clinicos
intermediarios (HARSKAMP et al., 2014). Estes resultados clinicos, no entanto, ainda
requerem comprovagao por estudos randomizados enfocando apenas o0s aspectos relacionados
a solucdes de preservacdo, e com maior homogeneidade destas, uma vez que no estudo de

Harskamp, a adicdo de heparina e soluces cardioplégicas ndo foi uniforme.

A falta de consenso da literatura quanto a qual solucdo de preservacdo utilizar
ocasiona uma heterogeneidade no preparo da VSM pelos cirurgides cardiovasculares que
segue até os dias atuais. Isto é observado em pesquisa realizada com cirurgides de noventa
hospitais dos EUA. Os achados foram de que 83,3% desses utilizavam CRM com ao menos
um enxerto venoso, e que 56,7% dos enxertos permaneciam mais de 15 minutos preservados
ex vivo em solucdes de preservacdo. Em relacdo a estas solugbes, 28,9% dos centros
utilizavam SF, 40% solucdes salinas tamponadas e 26,7%, adotavam sangue arterial como
solucdo rotineira. Em 88,9% dos casos essa solucdo era heparinizada, e em 74,4% dos casos
permanecia em temperatura ambiente (WILLIAMS et al., 2015). Isso evidencia que, apesar
da VSM ser amplamente utilizada, ndo ha clara padronizacdo quanto as técnicas para sua
preservacdo, o que pode justificar parte dos resultados ndo satisfatorios em longo prazo

obtidos com esse enxerto.

A distensdo intraluminal da VSM ¢é o outro fator de suma relevancia para a integridade
endotelial da VSM. Relatos da década de 1980, ilustrando as técnicas ideais para preparo da
VSM na CRM, ilustravam que a distensdo desta veia a pressdes de 200-300 mmHg seria
pratica segura e recomendada como padrdo durante o preparo desta (LOGERFO;
HAUDENSCHILD; QUIST, 1984). No entanto, os impactos de pressdes de distensdo acima
de 100 mmHg sobre o endotélio venoso sdo deletérios, comprometendo sua integridade
estrutural e funcional (ANGELINI et al., 1987; HASSE et al., 1981; MILLS; EVERSON,
1995).

Enquanto fisiologicamente, as pressdes hidrostaticas as quais a VSM é habitualmente
submetida oscilam entre 5-35 mmHg, podendo a chegar a 50 mmHg em situagdes extremas, a
subita distensdo deste vaso a altas presses ocasiona consideraveis mudancas no endotélio e
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na camada muscular lisa vascular. Por exemplo, um aumento da pressdo intraluminal de 10
para 100 mmHg, ocasiona um aumento de quinze vezes no estresse circunferencial medido na
parede vascular, e que aumenta exponencialmente com pressdes de distensao superiores a esta
(GOOCH et al., 2018; GUSIC et al., 2005).

A utilizacdo de elevadas pressdes de distensdo intraluminal nos enxertos venosos
ocasiona notaveis alteragdes na camada endotelial (MILLS; EVERSON, 1995; STIGLER et
al., 2012; TINELI et al., 2007). Isto foi evidenciado por Viaro et al. que, em 2010, analisaram
a expressdo de NO e o aspecto do endotélio de segmentos humanos de VSM submetidos in
vitro a pressdes de distensdo de 100 mmHg, 200 mmHg e 300 mmHg por quinze segundos.
Notou-se que, nos segmentos distendidos até 100 mmHg ndo houve diferengas na expressdo
de NO nem na cobertura endotelial dos segmentos em comparacdo as por¢oes de VSM que
ndo foram distendidas. Distensdo a 200 mmHg reduziu a area de cobertura endotelial, mas
ndo de forma estatisticamente significativa, enquanto pressurizacfes de 300 mmHg resultaram

em praticamente total denudacéo da camada endotelial (VIARO et al., 2010).

Outros pesquisadores realizaram estudos similares, ilustrando limites para distensao
segura da VSM. Chester et al. observaram que, apds distensdo da VSM com 100 mmHg de
pressao por dois minutos, praticamente nao houve consideravel denudagdo endotelial, aspecto
ja notado com distensdes de 300 mmHg (CHESTER et al., 1998). Stigler et al., por sua, vez,
ilustraram que segmentos de VSM distendidos a 100 mmHg j& apresentavam perda de
aproximadamente 50% das células endoteliais em comparacdo a segmentos nao-distendidos,
enquanto o uso de pressdes de 300 mmHg ja ocasionou perda de 75 a 90% da camada
endotelial, com estimulo precoce a proliferacdo da camada intima outro fator relacionado a

fisiopatologia da doenca do enxerto venoso (STIGLER et al., 2012).

Os efeitos da distensdo ndo se restringem ao endotélio. Ao serem distendidas, as
células musculares lisas da camada média destes vasos reduzem sua quantidade de adenosina
trifosfato, o que seria indicativo de dano metabdlico a estas células (CALISKAN et al., 2019;
GOOCH et al., 2018). Além disto, ha maior recrutamento de moléculas pro-inflamatérias e
pré-tromboticas para o limen vascular, corroborando para formacdo precoce de trombos e

possivel oclusdo do enxerto (TINELI et al., 2007).

Esses fatores acima mencionados ilustram a relevancia de se buscar um controle da

pressdo de distensdo luminal da VSM durante a CRM. Distensfes manuais, ainda que
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cautelosas, podem fazer com que pressfes de até 400 mmHg sejam atingidas, ocasionando
dano endotelial consideravel aos enxertos, além de reduzir sua elasticidade e capacidade de
regeneracdo tecidual (TINELI et al., 2007; WISE et al., 2017; ZHAO et al., 2007). Uso de
sistemas manometrados, para buscar distensdo de até 100 mmHg seriam 0s mais
recomendaveis (CALISKAN et al., 2019). Outra opc¢do seria a adocdo da técnica no-touch,
na qual a VSM é excisada com o tecido perivascular, sem distensdo sob pressao, resultando
em maior preservacdo endotelial, com resultados clinicos em longo prazo similares até
aqueles verificados com o uso da ATIE (DASHWOOD et al., 2009; SAMANO et al., 2015).

No estudo desta dissertacdo, ilustram-se as alteragdes morfoldgicas no endotélio de
segmentos de VSM submetidos a diferentes metodologias de preparo, utilizando-se solucéo
de cloreto de sodio a 0,9% ou SAH, ambos em temperatura ambiente, como solucdes de
preservacdo dos enxertos, além de diferentes pressdes de distensdo. Dessa forma, avaliamos
de maneira mais sistematica os efeitos desses dois fatores, solucdo de preservacao e pressao

de distensdo, sobre o endotélio venoso.

Com relacdo ao impacto das solucGes de preservacdo sobre a ultraestrutura endotelial,
notou-se que, o uso de SF como meio de conservacdo da VSM resultou em dano endotelial
significativamente maior que aquele verificado no grupo controle (P<0,001) e nos grupos
conservados com SAH distendidos a pressédo de 30 mmHg (P<0,01), de 100 mmHg (P<0,001)
(P<0,001), sendo o uso de SAH, portanto, fator protetor ao endotélio neste aspecto
morfoldgico. Sob pressées de 300 mmHg apesar de haver tendéncia a maior dano com uso de
SF, ndo houve diferenca estatisticamente significativa, com segmentos de VSM preservados

com ambas as solugdes apresentando elevado grau de injuria endotelial.

A pressdo de distensdo também foi fator relacionado a dano endotelial, sendo este
significativamente mais importante, quanto maior a presséo utilizada. Ou seja, segmentos
distendidos a pressdo de 100 mmHg apresentaram dano significativamente superior (P<0,001)
aqueles distendidos com pressdo de 30 mmHg, e segmentos distendidos a 300 mmHg
apresentaram dano consideravelmente maior (P<0,001) que aqueles distendidos com pressoes

inferiores com a mesma solucéo de preservagéo.

Este estudo apresenta algumas limitagdes dignas de nota. Inicialmente, ressalta-se que
se avaliou apenas o aspecto morfoldgico da camada endotelial da VSM quando esta é exposta

a diferentes solucdes de preservacéo e pressdes de distensao, ndo podendo ser contemplados,
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com o método utilizado, dados sobre a funcionalidade celular e expressdo de marcadores de
dano celular. Além disso, o tempo de exposi¢do do enxerto venoso as respectivas pressdes de
distensdo de cada grupo, vinte minutos, ndo reflete 0 que acontece na prética cirdrgica, uma
Vez que 0S segmentos venosos sdo expostos por tempos consideravelmente menores. Ressalta-
se, contudo, que ndo ha dados robustos na literatura sobre os efeitos do tempo de distenséo
sobre o endotélio venoso, bem como que esse tempo era necessario para que a fixacdo

tecidual ocorresse, de modo a permitir analise fidedigna por MEV.

Em suma, neste estudo observou-se o efeito da exposi¢do do endotélio da VSM a dois
fatores habitualmente presentes no preparo deste conduto venoso para uso em cirurgias
vasculares e cardiovasculares, os quais interferem diretamente na integridade deste tecido, a
pressdo de distensdo, e a solucdo de preservacdo. Evidenciou-se maior dano ao endotélio
quando pressdes acima de 30 mmHg sdo utilizadas na distensdo deste enxerto, bem como
ilustrou-se que o uso de SAH como meio de preservacdo pode ser fator protetor para as
células endoteliais. Com estes dados, espera-se que as metodologias para preparo cirurgico da
VSM possam ser modificadas, de modo a melhor preservar o endotélio venoso, 0 que pode
resultar em melhores resultados clinicos a longo prazo para os pacientes submetidos a estes
procedimentos cirdrgicos. Outros estudos avaliando o impacto destes mesmos fatores na
funcionalidade das células endoteliais, bem como utilizando outras metodologias para analise
dos segmentos venosos podem trazer novas informacdes acerca do tema estudado, ilustrando

melhores métodos para manejo intraoperatdrio de enxertos venosos.
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7. CONCLUSAO

O dano estrutural ao endotélio de segmentos de VSM aumenta com o aumento da
pressdo de distensdo independente do meio de preservacdo. Ademais, 0 uso de SF como
solucéo resulta em maior dano estrutural em comparagdo a sua preservacdo com SAH para

pressdes até 100 mmHg, sendo o uso desta solugdo fator protetor ao endotélio.
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