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Resumo

As células endoteliais vasculares estdo expostas a uma
variedade de forcas mecénicas in vivo, resultantes do fluxo
sanglineo pulsatil. Dentre essas forcas, destacam-se: forcas
de cisalhamento, tangenciais a parede do vaso, produzidas
pelo atrito com o fluxo sangiiineo viscoso, tensdo de
complacéncia da parede vascular e a pressao hidrostatica do
conteddo sangiiineo no interior da vasculatura. Diversos
autores estudaram as alteracdes hemodinamicas, funcionais
e morfoldgicas em veias safenas humanas causadas por esses
tipos de forcas com resultados conflitantes. A motivacdo dessa
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revisdo foi analisar dados da literatura e alguns dados
experimentais do nosso laboratério. Os aspectos revistos sao:
1) Respostas endoteliais e regulagdo génica causadas pelo
shear stress; 2) Efeitos da pressao hidrostatica na morfologia
da célula endotelial, expressdo génica da superficie celular
endotelial e proliferagdo das células endoteliais, 3) Efeitos
da tracgdo no endotélio de veias safenas humanas.

Descritores: Endotélio. Veia safena. Oxido nitrico.
Revascularizagdo miocardica.
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Abstract

Vascular endothelial cells are exposed to a variety of in
vivo mechanical forces, specifically, shear stress for the blood
flow, tensile stress from the compliance of the vessel wall
and the hydrostatic pressure from containment of blood
within inside the vasculature. Many authors studied
hemodynamic, functional and morphological human
saphenous veins alterations caused by these different forces
with conflictant results. This review text was motivated with
the specific aim of analyze literature data and some

INTRODUCAO

A eficacia da revascularizacdo do miocardio foi
estabelecida por trés grandes estudos: o European
Coronary Surgery Study Group, o Veteran’s Administration
Coronary Artery Bypass Surgery Cooperative Study Group
(VA) e o Coronary Artery Surgery Study Group (CASS).
Estes trés estudos estabeleceram a superioridade da
revascularizacdo direta do miocardio para certos subgrupos
de pacientes portadores de doenca arterial coronariana. Com
0 seguimento em longo prazo dos pacientes selecionados
nestes trés estudos, ficou evidente que os beneficios do
tratamento cirdrgico comparados com aos do tratamento
clinico diminuiram com o tempo de evolucdo. O que se
esperava da revascularizagcdo do miocardio, como uma
solucéo para a doenca arterial coronariana, foi frustrada pela
longevidade das pontes de safenas.

Sabe-se que a paténcia da veia safena é muito inferior a
paténcia dos enxertos arteriais. Isto se deve, em parte, ao fato
que a parede da veia safena normal tem diferentes
caracteristicas estruturais e funcionais que podem ser afetadas
por altas pressdes de distensdo, tanto na fase de preparacdo
da veia, quanto pela sua insercdo no sistema arterial. Além
disso, durante o processo de preparacdo, a sua manipulacdo
acaba por exp6-la a variados graus de distensdo, que podem
ser extremamente altos. Quando implantado na circulacéo
arterial, um enxerto venoso troca um ambiente de fluxo baixo,
ndo pulsatil e com baixa pressdo por um ambiente de alto
fluxo pulséatil com alta pressdo e for¢as de cisalhamento (shear
stress), sendo sujeitado a significativas alteracdes
hemodindmicas. Essas alteragdes hemodinamicas podem ser,
pelo menos em parte, responsaveis por alteracdes funcionais
e morfoldgicas, precoces ou tardias da parede venosa, que
culminam na hiperproliferacdo da camada intima seguida de
alteracdes ateromatosas, que contribuem para trombose
precoce do enxerto.
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experimental data carried out in our laboratory. The adopted
review subjects were: 1) Endothelial responses and gene
regulation to shear stress; 2) Effects of the hydrostatic pressure
in the endothelial cell morphology, gene expression of the
endothelial cellular surface and proliferation of endothelial
cells; 3) Effects of the traction on the human saphenous vein
endothelium.

Descriptors: Endothelium. Saphenous vein. Nitric oxide.
Myocardial revascularization.

A dependéncia de remodelamento na presenca de
endotélio intacto e flutuacdes morfoldgicas que refletem as
forcas de cisalhamento sugerem que o endotélio vascular é
um sensor de forcas mecénicas de fluido locais. A
distribuicdo ndo-randémica de lesBes ateroscleroticas
observadas em doentes humanos e projetos experimentais
favorece as forcas hemodindmicas locais como fatores
cruciais no desenvolvimento dessa doenga. Assim, as forcas
hemodinamicas se apresentam como importantes estimulos
ao endotélio vascular, perfazendo papel importante em
processos fisioldgicos e patoldgicos (aterosclerose,
hipertenséo, trombose).

Diversos autores estudaram as alteracdes
hemodinamicas, funcionais e morfol6gicas em veias safenas
submetidas as condi¢des de enxerto no sistema arterial, tanto
in vivo e in vitro. Esses estudos estdo inseridos em diversas
linhas de pesquisa, muitas vezes, chegando a resultados
discrepantes. A motivacao desta revisdo foi reunir os dados
apresentados na literatura, bem como conclus6es do nosso
laboratorio.

FORCAS MECANICAS QUE AFETAM A CAMADA
INTIMAVASCULAR

As células endoteliais vasculares estdo expostas a uma
variedade de forcas mecanicas in vivo, resultantes do fluxo
sanguineo pulsatil. Dentre essas forcas, destacam-se: forcas
de cisalhamento, tangenciais a parede do vaso, produzidas
pelo atrito com o fluxo sangiiineo viscoso, tensdo de
complacéncia da parede vascular e a pressdo hidrostatica
do contelido sangiiineo no interior da vasculatura.

Os efeitos da pressao hidrostatica tém recebido atencdo
apenas recentemente, contudo, resultados de inimeros
estudos sugerem que as respostas das células endoteliais a
pressdo hidrostética diferem da tensdo da parede ou das
forcas de cisalhamento.
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Tais estudos demonstram que a exposigao, tanto de células
endoteliais bovinas e humanas, a pressdes hidrostaticas
mantidas estimula a proliferaco celular e altera a morfologia
celular, evidenciada pelo alongamento celular (sem uma
orientacdo celular predominante), concomitantemente com a
reorganizacao citoesquelética [1-4]. Ademais, exposicao de
células endoteliais humanas a pressdes sustentadas nado
altera a expressdo na superficie celular de moléculas de
adesdo (ICAM-1), molécula de adesdo celular (VCAM-1) E-
Selectina, CD31, e p96 [5]. Esses resultados estdo em
contraste com a supra-regulacdo de ICAM-1 e a infra-
regulacdo de VCAM-1 e E-Selectina [6] induzidas em células
endoteliais por forcas de cisalhamento.

RESPOSTAS ENDOTELIAIS INVITRO AS FORCAS DE
CISALHAMENTO

Evidéncias da acdo direta das forgas hemodindmicas
sobre a estrutura endotelial e sua fungdo advém de estudos
in vitro, nos quais células humanas e animais do endotélio
foram sujeitas a forcas mecénicas definidas [7-9]. Resultados
desses experimentos imitam a resposta in vivo do endotélio
a diferentes forcas de cisalhamento. Células endoteliais
expostas ao cisalhamento unidirecional alongam e se alinham
em dire¢do ao fluxo laminar, mudancas que foram
acompanhadas pela formacdo de fibras de stress e
redistribuicdo das fibras de actina e microtibulos. Sob efeito
ndo laminar, essas mesmas células se tornaram poligonais,
sem uma direcdo fundamental. O stress pelo fluxo laminar
leva ao esgotamento do ciclo celular, enquanto baixos niveis
de fluxo turbulento por intervalo minimo de 3 horas, ou fluxo
desordenado, ativam o ciclo celular, contudo, sem
evidéencias de retracdo celular ou lesdo [10-12].

A reposta as forgas de cisalhamento se inicia
instantaneamente apos o inicio do fluxo, onde mudangas
agudas na estrutura da membrana, organizacdo do
citoesqueleto e composicao, além de fosforizagdo de
proteinas de adesdo, foram observadas [13-15]. Esta resposta
continua com modificac6es na atividade e distribuicdo dos
canais idnicos através da membrana celular endotelial [13,16],
alteracdo no célcio intracelular [16-18], assim como na
ativagdo e fosforilagdo de muitas moléculas sinalizadoras
como as proteinas G, MAP kinase, Erk e outras [19,20]. Outras
respostas imediatas, como a produgdo de metabdlitos do
acido araquiddnico e mediadores vasoativos, também séo
detectadas [7,21-23]. Amaioria das respostas imediatas ndo
requer sintese protéica e parece envolver a regulagdo ao
nivel das enzimas ou disponibilidade de substrato.

As respostas mais tardias (minutos a horas apds o inicio
do fluxo) incluem a up e downregulation das moléculas
endoteliais, muitas das quais sdo componentes chaves de
sistemas efetores fisioldgicos ou mesmo patoldgicos,
localizados no endotélio vascular que modulam a trombose

e hemostasia, tbnus vascular, crescimento vascular e reac6es
inflamatorias. O que se verificou é o fato de muitas das
moléculas sdo reguladas ao nivel da expressdo génica,
provendo um (Gtil paradigma para a investigacdo da
regulacdo génica pelas forgas biomecénicas.

EFEITOS DA PRESSAO HIDROSTATICA NA
MORFOLOGIA DA CELULAENDOTELIAL

A morfologia de uma célula é, além de indicador de funcéo,
um participante dindmico em sua funcdo. Alteraces na
morfologia celular estdo associadas com a diferenciagdo
celular, proliferagdo, migracdo e as interacoes célula-célula
[24]. Invivo, células endoteliais vasculares estdo alongadas
e alinhadas com direcdo do fluxo sangliineo. Contudo, em
vasos sangiineos, onde o fluxo sangliineo esta alterado,
estas células séo arredondadas e presentes em morfologia
de revestimento de pedra [25]. No nivel da capilaridade, as
células endoteliais estdo planas e células simples percorrem
ao redor para formar a luz do vaso. No processo de
angiogénese, células endoteliais passam por varias
alteragBes morfolégicas em ordem para formar um novo
pequeno vaso sangiiineo; especificamente, células no sitio
de um novo capilar alongado, entdo migram, invadindo a
matriz extracelular, que originalmente circunda a parede do
vaso [26]. Ademais, a iniciacdo da apoptose ou proliferacdo
sdo reguladas por um grau de extensdo celular e é
independente da area total de adeséo de placas por célulg;
contudo, um efeito sinérgico existe entre a area celular total
e as proteinas de adesdo das superficies celulares, de modo
que células com superficies com fibronectina e colageno
tipo | sdo mais propensas a entrar em processo de apoptose
que células em superficies com vitronectina [27]. Deste
modo, mesmo sendo um importante fendmeno em sua propria
origem, as alteracdes morfoldgicas que ocorrem quando as
células estdo expostas a pressdes podem contribuir ou
mesmo controlar mudancgas de funcéo celular, como um
acréscimo na proliferagdo celular e mudancgas na expressao
de proteinas celulares.

Exposicdo in vitro de células endoteliais bovinas e
humanas a pressoes estaticas de 1.5-109 cm por 1-9 dias
resulta em elongacdo sem uma orientacdo celular
predominante [1-4]. Tais mudancas na forma celular estdo
acompanhadas por reorganizacdo concomitante do
citoesqueleto. Especificamente, células endoteliais
submetida a pressao perdem suas caracteristicas periféricas
da banda de actina e reorganizam regides internas do
citoesqueleto de uma matriz tipo “teia de aranha” para uma
formac&o alinhada, com fibras paralelas [1-4] . Em adi¢&o, o
citoesqueleto se reorganiza de um simples plano em células
mantidas sob condi¢des controladas para uma estrutura
multilaminada ap6s sua exposi¢do a pressao; o nimero
dessas camadas (até cinco distintos planos abaixo de 10cm),
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assim como as fibras individuais em sua largura, dependem
da magnitude e duracdo de tal pressdo aplicada [3].

As mudancas na morfologia celular e do citoesqueleto,
que ocorrem enquanto as células estdo expostas a pressao
hidrostatica mantida, sao similares as mudancas observadas
na angiogénese e durante outro evento de proliferacéo
celular. E interessante notar que o alongamento celular e o
alinhamento do citoesqueleto sdo similares aos do inicio da
angiogénese. Ademais, o alongamento celular (sem
predominio de orientagdo celular) observado durante a
exposicao de tais células a pressdo hidrostatica e similar as
mudangas morfoldgicas observadas durante a exposi¢do
de tais células a turbuléncia do cisalhamento, forca mecanica
também associada com acréscimo da proliferacdo celular e a
mudancas morfologicas que resultam de espalhamento
celular que inibe a apoptose e inicia proliferacdo celular
endotelial in vitro [27]. Deste modo, as mudancas
morfoldgicas que ocorrem conseqiientes a exposi¢cdo de
células endoteliais a pressao sugerem que as mesmas exibem
um tipo proliferativo ativo.

EFEITOS DATRACAOSOBRE OENDOTELIODAVEIA
SAFENA

Em experimentos in vitro, os segmentos de VSH foram
estirados longitudinalmente e se demonstrou que a manobra
aumenta a expressdo de metaloproteinases, enzimas que
degradam a matriz extracelular, e dos receptores para estas
enzimas, além de estimular a proliferacdo celular,
especialmente na adventicia [28]. Os fatores de crescimento
e as metaloproteinases atuam em conjunto, favorecendo a
formacdo da neointima. As metaloproteinases degradam a
substancia extracelular na qual estdo embebidas as células
de musculo liso e as liberam do suporte que as mantém em
um estado de laténcia, com baixa velocidade de reproducéo,
facilitando, assim, sua migracao e proliferacdo. Também se
observou que a atividade aumentada das metaloproteinases
coincide com a proliferacao de células de musculo liso e
com a formacao de neointima em pontes de VS de carneiros
colocadas na circulagdo carotidea [29].

A VS é submetida a uma certa manipulagéo durante sua
extracdo e implante como ponte, como a sua distensdo mediante
a perfusdo com solugdo fisioldgica a alta presséo para localizar
seus ramos colaterais, liga-las e poder selecionar os segmentos
que serdo utilizados como pontes. Na VSH, distendida
experimentalmente com a mesma pressdo que se utiliza,
previamente a selecdo do segmento a ser implantado (350 mmHg,
durante 2 minutos), descreveu-se 0 aumento da expressao do
RNA mensageiro para genes que induzem a produc&o de fatores
de crescimento celular [30]. A inibicdo da expressdo destes
genes em segmentos de VS de carneiro, antes de coloca-los
como pontes na artéria carétida, diminui a formagao da neointima
nos primeiros meses do implante [31].

90

Recente investigacao utilizando segmentos de VSH néo
distendida e extraida através de maltiplas pequenas incisdes
escalonadas evidenciou falta de resposta a acetilcolina.
Concluiu-se que a possivel causa de disfungdo endotelial
poderia ser causada por lesdo de tracdo [32].

REGULACAO GENICAENDOTELIAL PELOESTRESSE
CAUSADO POR FORCAS DE CISALHAMENTO

O remodelamento de vasos sangiiineos acompanha
processos fisioldgicos e patoldgicos, tais como a
angiogénese, vasculogénese, aterosclerose, hipertenséo e
reestenose. O remodelamento vascular ocorre em resposta
tanto a um estimulo bioquimico como biomecanico, e tem
sido demonstrado ser independente da presenca de uma
camada endotelial intacta. Em virtude de sua posi¢édo
anatdmica, células endoteliais estdo constantemente expostas
a forcas hemodinamicas geradas pelo fluxo sanglineo, forgas
que consistem do stress do fluido e presso. Tais forcas afetam
a estrutura das células endoteliais e fun¢do, mudangas que
comumente sdo mediadas pela estimulacéo ou inibi¢do dos
genes endoteliais.

Atualmente, alguns genes tém sido descobertos como
reguladores de tais forcas hemodinamicas, esses elementos
de resposta as forcas de cisalhamento (SSREs) se ligam a
fatores de transcricdo, dentre eles, os fatores nucleares
NFkapaB e NFATc2; e os fatores de transcri¢do Spl, Fos e
Jun, que sdo ativados por forgas hemodin&micas.

EFEITOS DA PRESSAO HIDROSTATICA NA
EXPRESSAO GENICA DA SUPERFICIE CELULAR
ENDOTELIAL

Em adicdo as modificacGes morfologicas e
citoesqueléticas, a exposicao das células endoteliais a
pressdo sustentada pode alterar a expressdo basal ou
estimular a mesma de antigenos de superficie como a51 e
E-selectina (CD62E), uma molécula de adesdo induzida
por citocina e pensada em participar de papel importante
mobilizacdo de neutrdfilos e na angiogénese. Integrina
51 tem papel nas interagdes célula-matriz célula-célula,
assim como na transducgdo de estimulos mecanicos nas
células endoteliais. A exposicdo de células endoteliais
aorticas bovinas a pressdo de 52 cm, por periodos de
tempo de 12-48 horas, resulta em maior enclustamento da
vinculina, talina e integrina 5 em placas focais de adeséo,
no estreitamento da laminina e colageno tipo 1V na matriz
extracelular, e no acréscimo da deposicao de fibronectina
e laminina (mas ndo vitronectina) na matriz extracelular
[33]. Exposicédo de células endoteliais da veia umbilical
(HUVEC) a4 cm de pressdo mantida por um dia ndo altera
a expressao na superficie celular da ICAM-1 ou CD54,
VCAM-1 ou CD106, E-Selectina e CD31 e p96 [5].
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Contudo, a exposi¢do de HUVEC a pressao parece tanto
prolongar como aumentar a expressdo de E-Selectina que
ocorre apds exposigdo dessas células a 100ng/ml de
lipossacarideo E. coli [4].

EFEITOS DA PRESSAO HIDROSTATICA NA
PROLIFERACAO DA CELULAENDOTELIAL

A maioria das células endoteliais in vivo exibe uma
taxa de renovacdo baixa (<1/ano). A proliferacéo celular
endotelial, contudo, é observada sob um nimero de
condig0es fisioldgicas normais, como na cicatrizagdo de
um ferimento, embriogénese e ovulagdo. Em adic¢do, um
nimero de estados patologicos, incluido o glaucoma
induzido por microangiopatia, artrite reumatdide e
crescimento de tumores s6lidos estdo associados a
acréscimo da proliferacéo celular. Interessantemente, tais
doencas tambhém estdo associadas ao acréscimo, ou melhor,
elevacdo da pressdo hidrostatica local.

A associacdo in vivo entre as pressdes hidrostaticas e o
aumento da proliferacdo celular pode ser somente
circunstancial, embora uma relagdo causal ndo possa ser
excluida. Uma possivel ligacao é sugerida por estudos in
vitro de muitos laboratérios que demonstraram que a
exposicao de células bovinas, suina e humana de células
endoteliais a pressoes hidrostaticas mantida num intervalo
de 1.5-260 cm ou periodos de tempo de 1-9 dias estimulam
aproliferacéo celular e perda da inibigdo pelo contato celular,
formando multicamadas celulares.

EFEITOS DA PRESSAO DE DISTENSAQ IN VITRO

A veia safena magna continua sendo enxerto mais usado,
juntamente com a artéria toracica interna pediculada, na
revascularizagdo cirdrgica do miocardio, mesmo diante das
vantagens dos enxertos arteriais, que por serem adaptados
a territdrio de pressdo apresentam melhores resultados em
longo prazo. Essa adaptagdo depende, necessariamente, da
funcdo paracrina do endotélio que, pela producdo de
substancias vasodilatadoras e antiplaquetarias, previne o
espasmo, trombose, proliferacdo e, mesmo, prote¢éo contra
0s mecanismos de aterosclerose.

Muito se tem estudado em fungéo dessa inferioridade
funcional da veia safena, atribuindo-se grande importancia
as possiveis lesdes traumaticas e/ou funcionais, j& na sua
extracdo e preparo para a revascularizagdo cirrgica do
miocardio. Uma vez colhida, a veia é canulada, suavemente
pressurizada para identificar e ligar colaterais previamente
ndo identificadas. As taxas de paténcia podem estar
relacionadas com lesGes da veia durante a sua retirada e
preparacdo [34-36]. Embora existam comprovadas vantagens
funcionais das técnicas que manipulam o minimo possivel
0s enxertos venosos (técnicas “non-touch”), a canulagdo e

a pressurizacao das veias, pela sua praticidade, ainda é uma
pratica quase que universal.

Nas décadas de 60 e 70, foram estabelecidas, claramente,
lesbes morfologicas ndo so do endotélio, mas também das
outras camadas que formam a parede da veia. Por esses
estudos, a pressurizacdo das veias seria até uma pratica
proibitiva, o que ndo se observou na evolucdo da cirurgia
da revascularizagao do miocardio. Assim, surgiu um grande
desafio de investigacdo que seria descobrir até quando as
lesbes morfoldgicas causadas pela pressurizagao estariam
associadas a lesdo funcional. Em outras palavras, existiria
um “barotrauma” funcional em veias safena pressurizadas?

Na década de 90, trabalhando na Mayo Clinic
(Rochester, MN, USA), constatamos que a infusdo que
infusdes in vivo de solugdo cardioplégica cristaldide (acima
de 600 mmHg) ndo induziu disfungéo endotelial (estudo in
vitro utilizando “organ chambers”) pelo comprometimento
da liberacdo de NO em coronarias caninas normais [37].

Um outro estudo, motivador de investigacfes
laboratoriais na Divisdo de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -USP, foi ressaltado
na introdugdo desse trabalho como, talvez, o mais bem
delineado até 0 momento, com a finalidade de investigar a
relacdo da magnitude da pressdo de distenséo e o grau de
lesdo, estrutural, bioquimica e funcional da parede vascular
da veia safena. Neste estudo, 0s segmentos de veias safenas
humanas de 20 pacientes foram distendidos com pressdes
de 100 a 300 mmHg, sendo sua reatividade vascular estudada
em banhos organicos. Além dos estudos funcionais, as
lesdes estruturais foram avaliadas por microscopia de
varredura e pela localizagdo imunohistoquimica da NOS
endotelial.

Segmentos de veia safena distendidos com pressédo de
100 mmHg mantiveram a sua capacidade de resposta ao
cloreto de potéassio (90 mmol/l) e a fenilefrina (10-° mol/l),
mas aqueles pressurizados com 300 mmHg perderam a sua
reatividade a estes agentes. Veias distendidas com 300 mmHg
também tiveram comprometimento dos relaxamentos
dependentes do endotélio causados pela acetilcolina (10
- 10® mol/l) e bradicinina (10 - 10 mol/l). Estudos
quantitativos das lesGes estruturais endoteliais foram
aparentes quando se utilizou a pressdo de 300 mmHg, mas
células endoteliais remanescentes mantiveram forte
coloragdo imunohistoquimica positiva para a NOS
endotelial. Ao contrario das veias submetidas a pressdes
de 100 mmHg, as veias pressurizadas a 300 mmHg mostraram
grandes areas de endotélio desnudo. Este estudo concluiu
que a distensdo das veias safenas a pressdes equivalentes
a pressoes arteriais elevadas resulta em alteracGes estruturais
e bioquimicas do endotélio “que ndo sdo acompanhadas de
alteragdes funcionais imediatas”. Em outras palavras, o
endotélio apresenta uma grande reserva funcional.

Durante o decorrer das investigacdes em andamento no
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nosso laboratério, foram sendo colhidas informagdes na
literatura sobre os efeitos de for¢as mecénicas sobre a fungéo
endotelial. Essas informagGes nos pareceram bastante
especializadas, mas interessantes para o aprofundamento
de conhecimentos sobre a revascularizagdo do miocardio,
que €, sem duavida, a cirurgia cardiaca mais freqliente. O
leito arterial que consiste de vasos musculares e elasticos
de grande luz, assim como arteriola e vasos pré-capilares,
estdo constantemente expostos a forgas hemodinamicas que
variam enormemente em magnitude, freqiiéncia e dire¢éo.
Tais forgas consistem de presséo agindo perpendicularmente
e tangencialmente (cisalhamento) na parede vascular.

Quando a veia safena ¢ interposta na circulagao arterial,
ela passa a sofrer a agdo desses fendmenos fisicos. Acresca-
se a esses tipos de forgas os possiveis efeitos da tracdo na
funcionalidade da veia safena. O delineamento de nossas
investigacBes centrou-se apenas na pressdo hidrostatica
gerada pela infusdo de solucéo fisioldgica de Krebs, na fase
de sua extracdo e preparo. Os segmentos estudados foram
todos correspondentes ao inicio da veia safena junto ao
maléolo interno da perna direita. Essas veias foram pouco
manipuladas, ndo apresentavam varicosidades ou reagdes
inflamatdérias macroscopicas. Ndo foram, também,
inicialmente pressurizadas e nem expostas a nenhuma droga
vasodilatadora.

Achamos que um numero de 20 veias, de diferentes
pacientes, seria, embora sujeito a criticas, um nimero razoével
para “diluir” a extrema variabilidade dos vasos de paciente
para paciente. Permanecia um possivel viés que seria a
utilizagdo sempre do inicio da veia com a possibilidade da
existéncia de diferencas da fungdo endotelial, conforme a
regido da retirada da veia. Esse viés foi aliviado por recente
publicagéo do Texas Heart Institute que, utilizando ensaios
in vitro com veias safenas sob agdo vasodilatadora da
acetilcolina (dependente do endotélio) e do nitroprussiato
de s6dio (independente do endotélio) ndo revelou diferengas
funcionais entre segmentos de veia safena da coxa e do
inicio da perna [38].

Os principais achados experimentais por nds obtidos
até o momento foram: 1) A partir da pressurizagéo com 200
mmHg jé& se observa uma tendéncia a diminuigéo da expresséo
do CD34, tornando-se estatisticamente significante para a
pressurizagdo com 300 mmHg (Figura 1); 2) Amicroscopia
de alta resolugdo néo revelou diferengas em relagdo ao
percentual de superficie intimal recoberta por endotélio; em
relacdo ao didmetro das veias safenas (camadas intima e
média), ao perimetro e ao didmetro interno das veias safenas;
3) Ocorreu um aumento ndo significante da expresséo da
eNOS no endotélio na pressurizagdo com 100 mmHg, sequida
de uma tendéncia a diminuigdo a partir de 200 mmHg,
diferenca essa que se tornou significante em niveis de 300
mmHg; 4) A expressdo da eNOS na musculatura lisa foi
equivalente a expressdo endotelial e ndo sofreu o efeito da
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pressurizacdo (Figura 2); 5) Ndo houve expresséo
significativa da nNOS, tanto no endotélio como na
musculatura lisa; 6) Ndo houve expresséo significativa da
iNOS no endotélio da veia, ao contrério da musculatura lisa,
que revelou a expressdo dessa enzima nédo afetada pelas
pressurizaces experimentais (Figura 3); 7) A expressdo da
nitrotirosina ndo foi relevante, aparecendo fracamente no
endotélio venoso de 7 pacientes, sendo completamente
ausente nos outros 13 pacientes; 8) Auséncia de aumento
dos niveis teciduais de nitrato/nitrito determinados por
quimioluminescéncia, 9) Diminuicdo do MDA nas veias
submetidas a pressdes de 300 mmHg. e; 10) N&o houve
comprometimento da contratilidade e dos relaxamentos
estudados in vitro com auxilio de “organ chambers”.

100 200 300
mmHg

Fig. 1 - Expressdo imunohistoquimica do CD 34 (n=20, ANOVA,
p<0,05). O asterisco indica diferenca estatisticamente
significante

o

e G B
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Fig. 2 - Imunohistoquimica para a eNOS. As setas indicam a
expressdo da eNOS no endotélio da veia safena e os asteriscos
indicam regifes de expressdo da eNOS na musculatura lisa

vascular (400 X)
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Fig. 3 - Imunohistoquimica da iNOS. As setas indicam a quase
nula expressao da iNOS no endotélio da veia safena e 0 asterisco
indica uma exuberante expressdo da iINOS na musculatura lisa
vascular (100 X)

Nessa linha de pesquisa, um excelente trabalho
experimental foi publicado pelo grupo do Instituto do
Coragdo do Hospital das Clinicas - FMUSP. Nesse trabalho,
quarenta (40) segmentos de VVSH foram cultivados “ex-vivo”,
sob condi¢do hemodindmica venosa (CHV) (sem pressdo,
fluxo:5 ml/min) e sob condigdo hemodinémica arterial (CHA)
(presséo: 80mmHg, fluxo:50mL/min). Foram analisadas:
viabilidade celular (coloragdo MTT), densidade celular
(coloragdo Hoechst 33258) e apoptose (ensaio TUNEL),
antes e um, dois e quatro dias apds o procedimento.
Determinaram-se alvos moleculares alterados precocemente
nas veias cultivadas sob condigdo arterial, através da analise
“cDNA microarray” de segmentos das VS. A busca desses
alvos foi realizada por meio de pool homogeneizado do RNA
desses segmentos venosos, interagindo por homologia em
lamina contendo 16000 genes humanos predeterminados
(Agilent Technologies slide). Os genes com expressao
alterada foram certificados por PCR em tempo real, em veias
de 16 diferentes individuos. Observou-se diminui¢éo gradual
da densidade celular e da viabilidade tecidual nas VS
cultivadas mediante CHA, enquanto nenhuma alteracéo
ocorreu quando a veia foi cultivada até quatro dias na CHV.
No grupo sob CHA, houve sinais de processo apoptético
celular (TUNEL-positivo) ja a partir do 1° dia de cultivo, o
que ndo ocorreu no outro grupo. A densidade celular das
veias sob regime arterial, decorridas 24h de cultivo, era similar
a das amostras frescas das mesmas, mas inimeras células ja
apresentavam indicios de processo apoptético.

Os alvos moleculares mais alterados (de acordo com o
PCR em tempo real) e selecionados para pesquisa foram o
Oncogene 3 e a Interleucina 1R. A expressdo do Oncogene 3
estava elevada em 11 (68,7%) das veias cultivadas sob regime
arterial, enquanto observou-se aumento da expresséo da
Interleucina 1 em nove (56,2%) desses segmentos venosos

(p<0,05). Esse modelo de estudo “ex vivo” permitiu mimetizar
0s eventos iniciais sofridos “in vivo” pela VS utilizada na
RM. No grupo CHA, houve perda de viabilidade precoce
das células (apoptose) e elevagdo significativa nas
expressdes génicas do Oncogene 3 e da Interleucina 1R. O
seguimento em longo prazo desses pacientes podera
esclarecer o real papel dessas alteragdes precoces na
perviabilidade desses enxertos venosos [39].

Comparando-se veias safenas humanas obtidas por
técnicas convencionais e técnicas atraumaticas (“non-touch”),
a literatura tem mostrado reducg&o da expressdo da eNOS e da
liberagdo de NO em veias que sdo mais instrumentadas durante
a sua extracdo/disseccdo [40,41]. Os achados
imunohistoquimicos de nossa investigagdo confirmam o
comprometimento da expressdo da eNOS pela maior
manipulacéo da veia safena. Seria interessante uma comparagéo
entre veias safenas minimamente manipuladas com veias
retiradas pela técnica convencional, controlando-se as
pressurizacdes em niveis ndo superiores a 100 - 150 mmHg.

Apenas com os dados obtidos pela imunohistoquimica,
foi possivel concluir que a distenséo excessiva da veia safena
resulta em comprometimento da fungdo endotelial. O
conjunto de nossas observagdes experimentais revelou que
pressurizagdes até 300 mmHg néo afetam a veia safena do
ponto de vista farmacoldgico e de reatividade vascular in
vitro, causam disfuncdo endotelial (CD34), ndo geram
radicais livres pela peroxidacéo lipidica (MDA normal e néo
expressdo da nitrotirosina), ndo afetam os niveis teciduais
de nitrito/nitrato e podem funcionar como estimulo
inflamatorio (expressdes da iINOS) na musculatura lisa. 1sso
permite especular que, embora em curto prazo, ndo ocorra
um comprometimento das veias safenas retiradas e
pressurizadas com grande cuidado, a manipulacéo cirdrgica
cria, de algum modo, uma espécie de “cicatriz molecular”,
que pode afetar em tempos variados a paténcia de enxertos
Venosos coronarianos.

As nossas investigagfes confirmam as impressdes,
objetivas ou subjetivas, de que os fatores que levam a
oclusdo de pontes de safena coronarianas acabam por
protagonizar um “arduo duelo endotelial dinamitando nossas
pontes”. Permanece, assim, o principio de que a transposicéo
de um segmento vascular venoso para o territorio arterial de
grande resisténcia com especializa¢do funcional de sua
parede, é uma situacdo de “morte anunciada” em tempos
variados e imprevisiveis.

Finalizando essa revisdo, ndo poderia deixar de ser
mencionado um livro fundamental que trata, especificamente,
da acdo de forcas mecénicas sobre o endotélio. Trata-se de
uma obra editada por Lelkes, em 1999, que tem sido uma
espécie de “biblia” para as investigagdes em andamento no
nosso laboratdrio, sendo o texto bésico utilizado na presente
revisdo [42].
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