
Investigaci�on cient�ıfica b�asica

El tabaquismo afecta a la funci�on endotelial
de la vena safena humana en un modelo
ex vivo
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El objetivo del presente estudio experimental ex vivo fue evaluar el efecto del tabaquismo, la

diabetes mellitus y la hipertensi�on arterial sobre la funci�on endotelial en la vena safena humana,

un conducto usado habitualmente para cirug�ıa mediante bypass coronario y de arterias

perif�ericas. Durante intervenciones de bypass infrainguinal, se obtuvieron segmentos de vena

safena interna que se prepararon en un baño de �organos para los estudios de tensi�on isom�e-

trica. Los anillos venosos se sometieron a una precontracci�on con concentraciones crecientes

de fenilefrina hasta una contracci�on subm�axima, seguido de relajaci�on dependiente de endotelio

con acetilcolina. Los segmentos de vena safena interna se obtuvieron de 26 pacientes, incluidas

cinco mujeres, con una edad media de 66,4 años (l�ımites 48-92). En fumadores actuales se

identific�o un deterioro de la relajaci�on dependiente de endotelio, comparado con ex fumadores y

no fumadores (10,2%, n ¼ 13, comparado con 32,9%, n ¼ 13; p < 0,010). No obstante, en ex

fumadores y no fumadores no se observ�o una diferencia significativa en las respuestas de

relajaci�on a acetilcolina (29,1%, n ¼ 8, comparado con 24,6%, n ¼ 5; p ¼ no significativo [NS]).

De forma parecida, en pacientes diab�eticos y no diab�eticos, no se demostr�o una diferencia

significativa en la relajaci�on dependiente de endotelio (23,1%, n ¼ 10, comparado con 15,6%, n

¼ 16; p ¼ NS). Las respuestas de relajaci�on en pacientes hipertensos y normotensos no fueron

diferentes (20,4%, n ¼ 12, comparado con 22,5%, n ¼ 14; p ¼ NS). El tabaquismo produce un

efecto lesivo sobre la funci�on endotelial de la vena safena, y el abandono del h�abito puede

mejorar la permeabilidad a largo plazo de esta vena usada como injerto de bypass en pacientes

sometidos a reconstrucci�on arterial.

INTRODUCCI �ON

La revascularizaci�on quir�urgica de la circulaci�on

coronaria y arterial perif�erica con vena safena

interna (VSI) ha sido el procedimiento quir�urgico

est�andar durante las tres �ultimas d�ecadas. Sin

embargo, la principal preocupaci�on de la cirug�ıa

mediante bypass siempre ha sido la de su permeabi-

lidad amedio y largo plazo. Incluso con los progresos

de las t�ecnicas quir�urgicas, las tasas actuales de
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permeabilidad primaria a los 5 años para el injerto

venoso de bypass arterial femorocrural y coronario

siguen siendo del 64,8% y del 78%, respectiva-

mente1,2. El fracaso del injerto venoso puede ser

consecuencia de una trombosis precoz, hiperplasia

neointimal y progresi�ondel proceso ateroscler�otico3.

Los cambios sustanciales de la biolog�ıa vascular

contribuyen al inicio y progresi�on de la aterosclero-

sis4. Se ha descrito con detalle el papel esencial del

endotelio en la patogenia de la enfermedad5. La

disfunci�on endotelial con la afectaci�on del tono

vasomotor act�ua como desencadenante de una serie

de eventos que dan lugar a los cambios morfol�ogicos

de esta enfermedad, con sus complicaciones cl�ıni-

cas6. Aunque en los estudios de experimentaci�on en

animales y los efectuados en seres humanos se han

documentado los efectos adversos del tabaquismo,

la diabetes mellitus, y la hipertensi�on arterial sobre

la funci�on endotelial arterial, todav�ıa no se ha

aclarado su papel en la regulaci�on de la funci�on

endotelial venosa. Higman et al7 describieron los

efectos adversos del tabaquismo a dicho nivel. No

obstante, en su estudio, la mayor�ıa de las muestras

se obtuvieron de pacientes con venas varicosas, lo

que podr�ıa implicar una disfunci�on endotelial

preexistente8. Adem�as, este estudio no examin�o el

efecto de otros factores de riesgo vascular sobre la

funci�on endotelial venosa.

Por esta raz�on, el presente estudio ex vivo

investig�o los efectos del tabaquismo, diabetes

mellitus e hipertensi�on arterial sobre la funci�on

endotelial en vena safena humana, usada en general

para la cirug�ıa de bypass coronario y de arterias

perif�ericas.

PACIENTES Y M�ETODOS

Inclusi�on de los pacientes y criterios de

inclusi�on

La presente investigaci�on cumple con los principios

definidos en la Declaraci�on de Helsinki9. Aprob�o el

protocolo de este estudio el comit�e de investigaci�on

de la Queens University de Belfast, y se obtuvo el

consentimiento informado de todos los pacientes

antes de la participaci�on. Desde abril de 2005 a

marzo de 2007 se incluyeron a todos los pacientes

sometidos a cirug�ıa de bypass arterial para isquemia

de la extremidad inferior de grados 2 y 3 seg�un la

clasificaci�on de Fontaine y Rutherford utilizando

como conducto vena safena interna. No se excluy�o a

ninguno de los pacientes en funci�on de factores

de riesgo cardiovascular, que incluyeron la

hipertensi�on arterial, diabetes mellitus, hiperco-

lesterolemia y tabaquismo.

Obtenci�on de las muestras

A partir del extremo inferior de la VSI se obtuvo una

muestra de vena que med�ıa 2-3 cm de longitud e

inmediatamente despu�es se sumergi�o en 50 ml de

una soluci�on neutralizante de Krebs (en mM):

NaCl 118,3, KCl 4,7, MgSO4 1,2, KH2PO4 1,22,

CaCl2 2,5, NaHCO3 25, y glucosa 11,1 (pH 7,4). La

muestra se transport�o hasta el laboratorio en una

nevera. El tiempo de isquemia fr�ıa se defini�o como el

intervalo desde la obtenci�on de la muestra de vena

hasta la preparaci�on del baño de �organos oxigenado.

Estudios de la reactividad vascular

La t�ecnica usada para los estudios de reactividad vas-

cular se ha validado para la evaluaci�on de las curvas

de respuesta a la contracci�on/relajaci�on10,11. Se

disec�o la grasa circundante de cada segmento de

vena obtenido, y se cort�o un anillo de 3-5mmque se

fij�o horizontalmente en ganchos de acero inoxida-

ble. Acto seguido, �estos se sumergieron en un baño

de �organos de 25 ml, lleno de una soluci�on neu-

tralizante de Krebs a 37�C, que burbujeaba con un

95% de ox�ıgeno y un 5% de CO2. Los anillos se

sometieron a contracci�on hasta una tensi�on �optima

de reposo de 1,5 g y equilibrada durante 90 min. Los

cambios de la tensi�on isom�etrica se determinaron

mediante un transductor de fuerza (LE-TR201; AD

Instruments, Bella Vista, Australia) y se registraron a

trav�es de un sistema de adquisici�on de datos de ocho

canales (PowerLab/8S, AD Instruments). Despu�es

del per�ıodo de equilibrio inicial, los anillos se con-

trajeron con concentraciones crecientes de fenile-

frina (PE, 0,003-10 mM) para obtener curvas de

respuesta a la concentraci�on y, acto seguido, se

lavaron y se equilibraron. M�as tarde, los anillos se

sometieron a contracci�on con una concentraci�on

subm�axima de PE, que produjo aproximadamente

un 80%de la respuestam�axima, como se ha descrito

previamente12. En la meseta de la contracci�on, se

efectuaron relajaciones dependientes de la

concentraci�on con acetilcolina (Ac, 0,03-10 mM)

para evaluar las relajaciones dependientes del

endotelio.

Criterios de exclusi�on

Se excluyeron los anillos de vena safena que no se

contrajeron como respuesta a dosis incrementales

de fenilefrina o produjeron una respuesta contr�actil

a acetilcolina.

An�alisis estad�ıstico

Los datos se analizaron mediante el programa Prism

3 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados
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Unidos). Las curvas de respuesta a la concentraci�on

se ajustaron mediante una regresi�on no lineal con

un algoritmo simple. Se calcularon los valores

pD2. pD2 indica elog CE50 y define la sensibilidad

del tejido. Las respuestas contr�actiles se expresaron

como miligramos de tensi�on desarrollada, mientras

que las respuestas relajantes se representaron como

los cambios porcentuales a partir de la

precontracci�on PE. La comparaci�on de las curvas de

respuesta a la contracci�on se evalu�o mediante un

an�alisis de la varianza para medidas repetidas (dos

v�ıas), seguido de un an�alisis post hoc de Bonferroni.

Los resultados se expresan como medias ± error

est�andar de la media (EEM). Se consider�o signifi-

cativo un valor de p < 0,050.

RESULTADOS

Durante un per�ıodo de 2 años, se estudiaron los seg-

mentos de VSI de 32 pacientes. Los anillos venosos

de dos pacientes no se contrajeron con PE, y, en

otros cuatro, se obtuvieron respuestas contr�actiles

a acetilcolina tras alcanzar unameseta con una dosis

subm�axima de fenilefrina. Del an�alisis posterior, se

excluyeron los anillos venosos de estos seis pacien-

tes. De estos segmentos excluidos, tres proced�ıan

de pacientes hipertensos, dos de diab�eticos y dos

de fumadores actuales.

En el presente estudio se incluy�o un anillo venoso

de cada uno de los 26 pacientes restantes. Entre

ellos, 23 se sometieron a cirug�ıa mediante bypass

por isquemia cr�ıtica de la extremidad y los otros tres

experimentaban claudicaci�on para distancias cortas.

En la tabla I se muestran las caracter�ısticas de los

pacientes y en la tabla II se resumen sus factores de

riesgo. La mayor parte de los pacientes presentaban

m�ultiples factores de riesgo (en 15 de 26 se identific�o

m�as de un factor de riesgo ateroscler�otico). El

tiempomedio de isquemia fr�ıa fue 32,3min (l�ımites,

22-55). Durante los estudios de tensi�on isom�etrica,

se evalu�o el efecto del tabaquismo, la diabetes

mellitus y la hipertensi�on arterial sobre la relajaci�on

dependiente del endotelio.

Tabaquismo

En fumadores actuales se evidenci�o un deterioro de

la relajaci�on dependiente del endotelio (10,2%, n ¼

13) comparado con ex fumadores y no fumadores

(32,9%, n ¼ 13; p < 0,010) (fig. 1a). No obstante,

en ex fumadores y no fumadores no se observ�o una

diferencia significativa en las respuestas de

relajaci�on a acetilcolina (29,1%, n¼ 8, y 24,6%, n¼

5, respectivamente; p ¼ no significativo [NS])

(fig. 1b).

Diabetes mellitus e hipertensi�on arterial

En pacientes diab�eticos y no diab�eticos no se

demostr�o una diferencia significativa en la

relajaci�on dependiente del endotelio (23,1%, n ¼

10, y 15,6%, n ¼ 16, respectivamente; p ¼ NS)

(fig. 2a). De forma parecida, las respuestas de

relajaci�on en pacientes hipertensos (20,4%, n ¼ 12)

y normotensos (22,5%, n ¼ 14) no fueron signifi-

cativamente diferentes (p ¼ NS) (fig. 2b).

DISCUSI �ON

El t�ermino ‘‘disfunci�on endotelial’’ implica una

disminuci�on de las funciones del endotelio concer-

nientes a la coagulaci�on, inflamaci�on y regulaci�on

de la proliferaci�on de c�elulas vasculares13,14. Sin

embargo, en buena parte de los estudios publicados,

la vasorrelajaci�on dependiente del endotelio se usa

como variable indirecta de disfunci�on endotelial. Su

causa es la p�erdida de la biodisponibilidad de �oxido

n�ıtrico (ON) como consecuencia de un aumento de

la producci�on de especies reactivas del ox�ıgeno

(ERO), en particular de radical super�oxido Oe

2
15.

Este fen�omeno es la causa principal de disfunci�on

endotelial en muchos procesos patol�ogicos, incluida

la diabetes, hipertensi�on arterial y aterosclerosis, al

igual que el tabaquismo16,17. En �ultimo t�ermino,

una exposici�on prolongada del endotelio vascular a

estos factores de riesgo puede agotar el efecto pro-

tector de las defensas antiinflamatorias end�ogenas

dentro del endotelio. Como consecuencia, las

c�elulas endoteliales no s�olo son disfuncionales sino

que tambi�en pierden su integridad, lo que se traduce

en la senescencia y desprendimiento en la

circulaci�on18.

Los resultados del presente estudio demuestran

que los fumadores actuales presentan una

disfunci�on endotelial sustancial comparado con ex

fumadores y no fumadores. Estos hallazgos coinci-

den con los de otros estudios que demuestran una

Tabla I. Demograf�ıa de los pacientes (n ¼ 26)

Caracter�ısticas Pacientes

Edad media, años (l�ımites) 66,4 (48-92)

Sexo

Hombres 21

Mujeres 5

Tratamiento farmacol�ogico

Antiagregantes

plaquetarios

22

Estatinas 20

Antihipertensivos 12

Warfarina 1
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disminuci�on de la relajaci�on arterial dependiente del

endotelio como respuesta al tabaquismo19,20. En

�este, la causa principal de disfunci�on endotelial es la

disminuci�on de los niveles de ON, el vasodilatador

m�as potente derivado de las c�elulas endoteliales.

Adem�as, el tabaquismo se asocia con una

disminuci�on de las c�elulas progenitoras endoteliales

circulantes, lo que se traduce en el deterioro de la

diferenciaci�on y funci�on de las c�elulas endotelia-

les21. El humo de los cigarrillos tambi�en puede

modular la liberaci�on de endotelina 1 (ET-1), que se

sabe que es un p�eptido vasoconstrictor end�ogeno

potente. Originalmente, se aisl�o de un cultivo in vitro

de c�elulas endoteliales vasculares. Estudios recientes

han confirmado que la mayor liberaci�on de ET-1 en

el tabaquismo se asocia con un aumento del tono

arterial y una disminuci�on de la vasorrelajaci�on22.

El presente estudio no demostr�o una diferencia

significativa de la funci�on endotelial de la vena

safena entre ex fumadores y no fumadores. Los estu-

dios previos que han evaluado la funci�on endotelial

de la vena safena en la vascularizaci�on pulmonar

han demostrado un resultado similar con un

restablecimiento de la funci�on endotelial tras el

abandono del h�abito23,24. Aunque no hemos

demostrado directamente un efecto beneficioso del

abandono del h�abito sobre la funci�on endotelial, el

hecho de que los ex fumadores y no fumadores no

presenten diferencias significativas en comparaci�on

con una disfunci�on endotelial sustancial en fuma-

dores actuales podr�ıa significar que la disfunci�on

endotelial venosa es potencialmente reversible.

En nuestro modelo ex vivo de vena safena, la

diabetes mellitus y la hipertensi�on arterial no se

asociaron con diferencias significativas de la

vasorrelajaci�on inducida por acetilcolina. Estos

hallazgos son diferentes de los descritos por Sessa et

al25, que documentaron que, en pacientes diab�eticos

e hipertensos, disminuye la relajaci�on de la vena

safena inducida por acetilcolina in vitro. De hecho,

estos investigadores pudieron demostrar una res-

puesta contr�actil en algunas de las venas de

pacientes diab�eticos, lo que indica una disfunci�on

endotelial sustancial. Otros autores han demostrado

que la diabetes no s�olo afecta a la vasorrelajaci�on de

la vena safena por acetilcolina sino que tambi�en

puede dar lugar a una variedad de lesiones his-

tol�ogicas del endotelio venoso incluida hiperplasia

de la �ıntima, degeneraci�on de la c�elula endotelial y

dep�osito de calcio26. Sin embargo, otros investiga-

dores no respaldan este concepto de lesi�on endote-

lial inducida por la diabetes. Aunque en arterias

coronarias de perros diab�eticos se observa un dete-

rioro de la respuesta vasodilatadora in vivo a la ace-

tilcolina, la respuesta in vitro utilizando anillos de

arteria coronaria de perros diab�eticos y no diab�eticos

no es diferente27. M�as interesante resulta el estudio

de Hicks et al28, que describieron que la relajaci�on de

la vena safena dependiente del endotelio no es

diferente en anillos venosos de pacientes diab�eticos

y no diab�eticos. Adem�as, no se observaron dife-

rencias morfol�ogicas en el microscopio �optico y

electr�onico entre el endotelio de vena safena obte-

nida de dichos pacientes. Tambi�en documentaron

que la diabetes no fue un factor de riesgo de este-

nosis del injerto venoso en la poblaci�on estudiada.

Los resultados del presente estudio coinciden con

estos hallazgos, y hay algunas posibles explicaciones

de la imposibilidad de que la diabetes y la

hipertensi�on arterial induzcan disfunci�on endote-

lial. En primer lugar, es posible que el endotelio

venoso no sea tan sensible a los efectos lesivos de

ambos procesos como a los del tabaquismo. En

segundo lugar, la respuesta in vitro del lecho vascular

podr�ıa ser diferente de la respuesta in vivo: la reac-

tividad vascular in vivo representa una funci�on de

Tabla II. Distribuci�on de los factores de riesgo vascular en los grupos de estudio (n ¼ 26)

Factor de riesgo analizado
Factores de riesgo
asociados en el mismo grupo

Hipertensi�on arterial Diabetes mellitus

Fumador actual (n ¼ 13) 6 3

Ex/no fumador (n ¼ 13) 6 7

Hipertensi�on arterial Diabetes mellitus

Ex fumador (n ¼ 8) 3 5

No fumador (n ¼ 5) 3 2

Hipertensi�on arterial Fumador actual Ex fumador

Diabetes mellitus (n ¼ 10) 7 3 5

No diab�etico (n ¼ 16) 5 10 3

Diabetes mellitus Fumador actual Ex fumador

Hipertensi�on arterial (n ¼ 12) 7 6 3

Normotensi�on (n ¼ 14) 3 7 5
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toda la circulaci�on, incluida la vascularizaci�on

resistente distal, mientras que la reactividad in vitro

demuestra la respuesta de un segmento aislado, del

vaso que es objeto de estudio. Por �ultimo, la mayor�ıa

de los pacientes con diabetes e hipertensi�on arterial

son tratados con f�armacos que pueden producir un

efecto protector sobre el endotelio, mientras que en

la actualidad los efectos del tabaquismo no pueden

remediarse con ninguna forma de tratamiento.

Cuando se estudia el efecto de una variable, las

otras se distribuyen aleatoriamente entre los grupos

de estudio. En vista de ello, es posible una

interacci�on entre estas variables, lo que potencial-

mente podr�ıa afectar a los resultados. No obstante,

en la pr�actica, es dif�ıcil disponer de una poblaci�on

de pacientes con un solo factor de riesgo y la

interacci�on entre factores de riesgo puede afectar

por igual a ambos grupos.

Se excluyeron de este estudio cuatro anillos

venosos en vista de su respuesta contr�actil a la ace-

tilcolina debido a la activaci�on de los receptores

muscar�ınicos presentes en las c�elulas musculares

lisas vasculares, lo que, por tanto, confirma la lesi�on

endotelial. Esto podr�ıa ser consecuencia de factores

de riesgo ateroscler�otico subyacentes, un trauma-

tismo mec�anico durante la obtenci�on de la muestra

de vena o una distensi�onmec�anica excesiva durante

la preparaci�on de los anillos venosos en el baño de

�organos. La exclusi�on de estos anillos venosos de

un an�alisis adicional podr�ıa haber sesgado los resul-

tados y es la principal limitaci�on del presente estu-

dio. La otra es el n�umero relativamente reducido

de pacientes. Sin embargo, a pesar de estas limitacio-

nes, los efectos de los factores de riesgo vascular
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Fig. 1. Relajaci�on inducida por acetilcolina de anillos

venosos de vena safena precontra�ıdos con fenilefrina en

(a) fumadores comparado con no fumadores o ex

fumadores (*p < 0,050, #p < 0,010) y (b) no fumadores

comparado con ex fumadores (p ¼ NS). Los resultados se

expresan como medias ± EEM. % Relaxation =

Relajaci�on %. log M Acetylchioline ¼ log M de ace-

tilcolina. Smokers ¼ Fumadores. Ex / Non-smokers ¼ Ex

fumadores/no fumadores.
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Fig. 2. Relajaci�on inducida por acetilcolina de anillos

venosos de vena safena precontra�ıdos con fenilefrina en

(a) diab�eticos comparado con no diab�eticos (p ¼ NS) y

(b) hipertensos comparado con normotensos (p ¼ NS).

Los resultados se expresan como medias ± EEM. %

Relaxation ¼ Relajaci�on %. log M Acetylchioline ¼ log M

de acetilcolina. Diabetics ¼ Diab�eticos. Non-diabetics ¼

No diab�eticos. Hypertensives ¼ Hipertensos. Normo-

tensives ¼ Normotensos.
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sobre la funci�on endotelial venosa son interesantes

y merecen una investigaci�on adicional en este

campo.

CONCLUSI �ON

Los resultados del presente estudio sugieren que el

tabaquismo produce un efecto lesivo, que es poten-

cialmente reversible, sobre la funci�on endotelial de

la vena safena humana y respaldan la importancia

del abandono del h�abito en una tentativa demejorar

la permeabilidad a largo plazo de la vena safena

usada como injerto de bypass en pacientes someti-

dos a reconstrucci�on arterial.

La presente investigaci�on se financi�o con una beca de la Vascular

Research Fund del Belfast City Hospital, Reino Unido.
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