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Reactividad vascular in vitro y estudio morfométrico
de venas safenas utilizadas como bypass coronario:
técnica “no-touch” versus convencional

Manuel Quiroz F.!, Nicolas Drolett SF.2, Paulina Aguirre P.%, Fredi Cifuentes J.2,
Edgardo Mangcilla S.3, Andrés Pumarino M.? y Javier Labbé Z.}

In vitro vascular reactivity and morphometric study of saphenous veins graft
used as coronary bypass: “no-touch” versus conventional technique

Introduction: Prolonging of the grafts permeability used in coronary bypass is a constant challenge.
Objective: To compare anatomical and functional human saphenous veins (VSH) extracted “No touch”
(NT) technique vs conventional technique (TC). Materials and Methods: Experimental study. VSH
dissected with CT and NT in the Regional Hospital of Antofagasta cardiac surgery ward. VSH samples
were sectioned into 3 mm rings and preserved in isolated organs chambers with Krebs-Ringer solution.
To evaluate the vasomotor activity, norepinephrine (10°M), papaverine (10“M), acetylcholine (10-°M)
and sodium nitroprusside (10°M) was administered. A segment of samples was fixed in 10% formalin,
processed and histological analyzed under light microscopy technique with hematoxylin-eosin, Verhoeff
and orceina. Statistical analysis was performed using the Prism software Graphad. Results: Vascular
Reactivity: norepinephrine-induced vasoconstriction was significantly higher in the group rings NT vs
TC (p < 0.0001). Vasodilation was higher with papaverine and acetylcholine in the NT group (p < 0.004)
and (p < 0.0003), respectively. Morphometric study: The NT group presented muscularis (0.755 vs 0.680
mm), adventitious (0.5600 vs 0.4663 mm), and total wall (1.344 vs 0.962 mm) thicker than the TC group.
No significant differences in vasa vasorum number identified. Conclusion: The NT group vasoconstrictor
and vasodilator responds significantly better. Results correlate with morphometric differences.

Key words: saphenous vein; coronary artery bypass; pedicled ‘no-touch’; vascular damage.

Resumen

Introduccién: Prolongar la permeabilidad de los injertos utilizados en bypass coronario es un desafio
constante. Objetivo: Comparar anatomofuncionalmente venas safenas humanas (VSH) extraidas con
técnica convencional (TC) vs técnica “no-fouch” (NT). Material y Método: Estudio experimental. Se
diseccioné VSH con TC y NT en el pabellon de cirugia cardiaca del Hospital Regional de Antofagasta.
Las muestras de VSH fueron seccionadas en anillos de 3 mm y conservados en camaras de 6rganos
aislados con solucion Ringer-Krebs. Para evaluar la vasomotilidad se administré norepinefrina (10-°M),
papaverina (10#M), acetilcolina (10°°M) y nitroprusiato de sodio (10°M). Un segmento de las muestras
fue fijado en formalina al 10%, procesado con técnica histolégica y analizado bajo microscopia dptica. Las
muestras fueron tefiidas con hematoxilina-eosina, Verhoeff y orceina. El andlisis estadistico fue realizado
mediante el software Prism Graphad. Resultados: Reactividad vascular: La vasoconstriccion inducida
por noradrenalina fue significativamente superior en anillos del grupo NT vs TC (p < 0,0001). La vasodi-
latacion producida por papaverina y acetilcolina fue superior en el grupo NT (p < 0,004) y (p < 0,0003),
respectivamente. Estudio morfométrico: El grupo NT presentd tinica muscular (0,755 vs 0,680 mm),
adventicia (0,5600 vs 0,4663 mm) y pared total (1,344 vs 0,962 mm) mas gruesa que el grupo TC. No
hubo diferencias significativas respecto el nimero de vasa vasorum. Conclusién: El grupo NT responde
significativamente mejor a estimulos vasoconstrictores y vasodilatadores. Los resultados se asocian con
las diferencias morfométricas.

Palabras clave: vena safena; bypass coronario; vena no-fouch; dafio vascular.
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Introduccion

REACTIVIDAD VASCULAR DE VENAS SAFENAS UTILIZADAS COMO BYPASS CORONARIO. ESTUDIO COMPARATIVO - M. Quiroz F. et al.

Materiales y Métodos

Sin duda la cirugia de bypass coronario es una
de las mas frecuentes dentro de la cirugia cardiaca y
mejorar la eficacia de las técnicas utilizadas repre-
senta un desafio permanente. Para este procedimien-
to, el injerto mas frecuente es la vena safena externa
debido a su disponibilidad y facil extraccion' Sin
embargo, esta técnica reporta cifras de oclusion
que van desde un 15% hasta un 30% el primer afio
poscirugia, pudiendo llegar a 50% a los 10 afios*”.
Este bajo tiempo de permeabilidad se explicaria por
el desarrollo de esclerosis venosa en la anastomosis
venosa-arterial, la cual comienza desde el momento
de la cirugia*. Otra alternativa para revasculariza-
cion coronaria son los puentes arteriales®. Geha et al
(1974)° demostré mediante evaluacion angiografica
de 85 pacientes operados con injerto de vena safena
que el 87% permanecia permeable luego de 2 afios.
Con el objetivo de superar esta cifra realizaron
puentes con arteria mamaria interna como recurso
alternativo, luego de dos afios la permeabilidad fue
del 99% en 133 pacientes’. Para buscar mejorias
respecto a la vena safena se han utilizado arterias
como la radial, epigastrica inferior, esplénica y sub-
escapular, siendo la arteria mamaria interna el vaso
de eleccion demostrando una permeabilidad de un
99%-100% a los 5 afios en implante in situ®.

Basado en antecedentes sobre las caracteristicas
funcionales del tejido adiposo perivascular, De Sou-
za y colaboradores en 1996 describieron la técnica
“no-touch” para extraccion de la vena safena’. Esta
consiste en retirar el injerto con el tejido adiposo
adyacente, facilitando la extraccion, disminuyendo
la manipulacion y el riesgo de dafiar las tinicas vas-
culares’. Este simple procedimiento no requiere de
una dilataciéon venosa, lo que disminuye atin mas la
posibilidad de dafio’®.

Desde la publicacion de la técnica muchos es-
tudios han avalado sus ventajas sobre la técnica
convencional*!2, A pesar de esto, los mecanismos
fisiopatologicos involucrados en la mayor permea-
bilidad obtenida con esta técnica no son completa-
mente conocidos®. Los factores que podrian explicar
la mejor funcionalidad del injerto serian el menor
trauma mecanico y la accion protectora del tejido
adiposo adyacente; como inconveniente se encuen-
tra la extension de la insicion para extraer el injerto
y las posibilidades de complicacion de esta herida
operatoria’.

Nuestro objetivo fue comparar mediante la reac-
tividad vascular in vitro y la histologia de las venas
safenas obtenidas con la técnica convencional y con
la técnica “no-touch”.

Estudio analitico-experimental en el que estudié
la respuesta miogénica in vitro de venas safenas
humanas sometidas a firmacos vasoconstrictores y
vasodilatadores. Ademas, se realiz6 el analisis de
preparados histologicos previamente estandarizados.
Las venas safenas fueron extraidas de pacientes en
el Hospital Regional de Antofagasta segun la pro-
gramacion habitual del pabellon de cirugia cardiaca.
El procedimiento quirtrgico fue realizado por el
mismo cirujano en cada caso y los pacientes fueron
aleatorizados a una técnica u otra mediante muestreo
aleatorio simple, durante un periodo de seis meses
a partir del 1 de noviembre de 2014 hasta el 1 de
mayo de 2015. Se incluyeron 14 pacientes que acep-
taron el consentimiento informado. Se contd con
aprobacién del Comité de Etica de la Universidad de
Antofagasta y consentimiento informado por parte
de los pacientes.

Técnica quirurgica “no-touch”

Se realiza incision con bisturi y diseccion del
tejido adiposo hasta visualizar la vena safena. Se
continta la diseccion distal mediante incisiones seg-
mentarias manteniendo un espesor de aproximada-
mente 2 cm del tejido adiposo adyacente con lo cual,
la diseccion no requiere manipulacion directa de la
vena. Se ligan las ramas perforantes con clips a 0,5
cm de la vena. La extension de la vena dependera de
los requerimientos y patologia del paciente. Una vez
retirado el injerto se seccionan 2 cm y se depositan
en solucion tamponada de fosfato (PBS) (Figura 1).

Técnica quirurgica convencional

Se inicia de igual forma que en la técnica descrita
anteriormente, pero la diseccion de la vena no inclu-
ye el tejido graso perivascular, por lo tanto, se realiza
una diseccion de la vena manipuldandola directa-
mente. Una vez seccionada la vena se deposita en
suero fisiologico y se inyecta solucion fisioldgica con
jeringa de 10 ml con el fin de comprobar su permea-
bilidad y distenderla. Del trozo de vena se secciona
2 cm aproximadamente para el estudio (Figura 2).

Reactividad vascular in vitro

La muestra obtenida en pabellon se traslada al
laboratorio de Fisiologia Experimental de la Uni-
versidad de Antofagasta en un recipiente estéril con
solucion PBS. Se expone a una mezcla gaseosa de
95% 0, y 5% CO, mientras se realiza la diseccion
de la misma en anillos de 3 mm. Posteriormente,
los anillos se conservan en cdmaras para Organos
aislados de 15 ml con solucion Ringer-Krebs a una
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Figura 1. Vena safena extraida con técnica “no-touch” con
abundante tejido adiposo perivascular.

temperatura constante de 37 °C y la misma mezcla
gaseosa mencionada anteriormente. Los anillos son
montados a través de 2 triangulos de acero inoxi-
dable, uno fijando el anillo desde el extremo supe-
rior hasta el transductor de tension y otro inferior,
fijando el vaso al interior de la camara de 6rganos
aislados. La vasomotilidad se evalu6 con la adicion
al bafio de: norepinefrina (10¢ M), papaverina (10
M), acetilcolina (10 M) y nitroprusiato (10° M),
esperando su respuesta vasodilatadora durante
5 min. Previa a la aplicacion de estos farmacos,
se realizaron 3 curvas de KCl 60 mM con ajuste
de tension a 1 g. Las respuestas fueron obtenidas
con transductores de tension isométricos Radnoti®,
conectados a una unidad de adquisicion de datos
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PowerLab 8/35%, expresadas en gramos, controladas
e interpretadas con el software LabChart 7%, que
entrega las curvas respectivas (Figura 3).

Estudio histopatolégico

La muestra obtenida de pabellon fue fijada inme-
diatamente con formalina al 10% y trasladada a la
Unidad de Anatomia Patologica, donde se realizd
técnica histologica y evaluacion bajo microscopia
optica. Las muestras fueron tefiidas con hematoxi-
lina-eosina, verhoeff y orceina para visualizar las
fibras elasticas. Se estudio el grosor de las tinicas
vasculares, estado de fibras eldsticas y nimero de
vasa vasorum. Todas las muestras fueron analizadas
por el mismo patdlogo.

Figura 2. Vena safena
extraida con técnica con-
vencional.

Figura 3. Anillos de 3
mm de venas extraidas
con técnica no-touch (iz-
quierda) y convencional
(derecha).
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Figura 4. Comparacién de la vasoconstriccién a norepinefrina y promedio de cada grupo.
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Figura 5. Comparacién de la vasodilatacién a acetilcolina y promedio de cada grupo.
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Figura 6. Comparacién de la vasodilatacién a papaverina y promedio de cada grupo.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado mediante el
software Prims Graphpad 8%, en el cual se ha apli-
cado estadistica descriptiva y analitica. Se realiz6 la
prueba t para pruebas no paramétricas considerando
significativo p < 0,05.

Resultados

Reactividad Vascular in vitro

Se estudiaron 89 anillos de VSH provenientes de
los 14 pacientes, 57 del grupo NT y 32 del grupo
TC. La vasoconstriccion fue significativamente
superior en anillos del grupo NT alcanzando una
tension media de 4.157 g vs 1.682 g del grupo TC
(p =0,0001) (Figura 4). Respecto a la vasodilatacion
con acetilcolina (Figura 5), el grupo NT presentod
una respuesta notablemente mejor con (1.001 g vs
2.339 g), siendo significativo (p = 0,0003). La res-
puesta a la papaverina fue significativamente mayor
en el grupo NT (1,341 g vs 0,4517 g; p = 0,004). (Fi-
gura 6). El efecto del nitroprusiato en ambos grupos
fue una vasodilatacion optima con una tension que
llega a niveles basales. La reactividad se grafica en
las Figuras 7 y 8.

Estudio histopatologico

Se extrajeron 16 VSH, 8 con TC y 8 con técnica
NT. En la muestra no se rotul6 la técnica quirargica.
El grosor promedio de la tinica muscular (Figura 9)
fue levemente menor en el grupo TC sin diferencias
significativas con el grupo NT (0,680 mm vs 0,775
mm; p = 0,368). Respecto al grosor de la tinica ad-
venticia, esta promedioé 0,4663 mm en el grupo TC
y 0,560 mm en el grupo NT (p = 0,515) (Figura 10).
El grosor total de la pared fue mayor en el grupo NT
con 1.344 mm respecto del grupo TC, el cual tenia
un grosor promedio de 0,962 mm (p = 0,131). Tam-
poco hubo diferencias significativas en el recuento
de vasa vasorum (3,2 en el grupo TC vs 4,1 en el
grupo NT). La fragmentacion de las fibras elasticas
fue similar en ambos grupos.

Discusion

Diferentes estudios in vitro, han mostrado una
superioridad de la técnica NT en comparacion a la
TC, sin embargo, atin no se han definido claramente
los mecanismos que explican esta diferencia.

Durante la cirugia la obtencion del injerto me-
diante la TC presenta un mayor riesgo de trauma,
cuyos efectos en la permeabilidad a largo plazo
no se conocen completamente, sin embargo, la
diseccion, manipulacion y dilatacion de la vena a

Rev Chil Cir 2018;70(5):425-431



REACTIVIDAD VASCULAR DE VENAS SAFENAS UTILIZADAS COMO BYPASS CORONARIO. ESTUDIO COMPARATIVO - M. Quiroz F. et al.

ARTICULO ORIGINAL

Figura 7. Gréfica representativa de reactividad vascular de vena extraida con NT. Rojo: Curva de registro con acetilcolina como va-

sodilatador (contraccién méxima 6,7 g de tensién). Azul: Curva de registro con papaverina como vasodilatador (contraccion maxima
5,0 g de tension).

Figura 8. Gréfica representativa de reactividad vascular de vena extraida con TC. Azul: Curva de registro con papaverina como va-

sodilatador (contraccién maxima 2,2 g de tensién). Rojo: Curva de registro con acetilcolina como vasodilatador (contraccion maxima
2,0 g de tension).

Rev Chil Cir 2018;70(5):425-431 429
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Figura 9. Espesor de la tinica muscular en micras de venas extraidas con NT y TC.

1,5
1,0
Longuitud (micras)

0,5

0,0

Grosor de a tunica muscular en micras

Convencional
No-touch

Convencional No-touch

Técnica quirurgica

Figura 10. Espesor de la tlnica adventicia de venas extraidas con NT y TC.

430

presiones de entre 350 y 700 mmHg, han mostrado
denudamiento de la intima y ruptura de la lamina
elastica interna en estudios in vitro®'>16.

Respecto al dafio generado por la dilatacion
mecanica realizada en la TC, se ha reportado que el
dafio por la presion circunferencial ocasiona divi-
sion celular atipica, colapso de los vasa vasorum u
oclusion por trombos y deformacion de las células
endoteliales'. En nuestra experiencia, el recuento
de vasa vasorum y el espesor de las tunicas intima y
media no presentd diferencias significativas.

La tinica adventicia present6 una ligera diferen-
cia a favor de la técnica NT, lo que se explica en el
menor trauma durante la diseccion, resultado que es
compatible con lo reportado en otros estudios.

Esta alteracion ha demostrado in vitro una rela-
cion directa con la presencia de hiperplasia neointi-
mal y la consecuente falla del injerto'”'®.

En relacion a las diferencias funcionales en am-

bas técnicas, estudios in vitro han identificado en
la grasa perivascular y el tejido conectivo factores
protectores para el injerto como la presencia de fac-
tores relajantes derivados de adipocitos (ADRFs) y
el 6xido nitrico (ON) cuyos efectos vasodilatador,
antitrombético, antiinflamatorio y antiproliferativo
son conocidos’2, Por el contrario, en la técnica
convencional se encontré mayor activacion y agre-
gacion plaquetaria, areas de denudacion endotelial
con disminucion de la produccion de 6xido nitrico
sintasa y un aumento de factor de crecimiento celu-
lar®!15, Respecto a esto, nuestra experiencia mostro
una diferencia significativa en relacion a la capa-
cidad vasodilatadora del injerto en la técnica NT,
lo que podria ser el resultado de la accion de estos
mediadores.

Sobre la respuesta vasoconstrictora la evidencia
muestra una atenuacion de la respuesta a norepi-
nefrina?™*®. Estos antecedentes no coinciden con
nuestros resultados, ya que, encontramos una mejor
accion contractil al exponer los injertos NT a nore-
pinefrina.

Se debe comprender que las ventajas de la técnica
NT demostradas in vitro son de origen multifacto-
rial, enfatizando en el menor dafio del vaso en el
proceso de extraccion y la indemnidad endotelial
que permiten una respuesta mas fisiologica al ser
implantado.

Conclusiones

Nuestro trabajo muestra que el grupo NT res-
ponde significativamente mejor a estimulos vaso-
constrictores y vasodilatadores en comparacion al
grupo TC. Las diferencias en relacion a la histolo-
gia existen, sin embargo, no alcanzan diferencias
estadisticamente significativas. Comprender las
bases biologicas y moleculares involucradas en
esta técnica es algo que aun estd en desarrollo y
permitira decidir la mejor alternativa para nuestros
pacientes.
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