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El tabaquismo afecta a la funcion endotelial
de la vena safena humana en un modelo
ex vivo

M.A. Sharif', U. Bayraktutan’, N. Arya', M.E. O'Donnell’, S.A. Badger', 1.S. Young® y
C.V. Soong', Belfast, Reino Unido

El objetivo del presente estudio experimental ex vivo fue evaluar el efecto del tabaquismo, la
diabetes mellitus y la hipertension arterial sobre la funcion endotelial en la vena safena humana,
un conducto usado habitualmente para cirugia mediante bypass coronario y de arterias
periféricas. Durante intervenciones de bypass infrainguinal, se obtuvieron segmentos de vena
safena interna que se prepararon en un bafio de 6rganos para los estudios de tension isomé-
trica. Los anillos venosos se sometieron a una precontraccion con concentraciones crecientes
de fenilefrina hasta una contraccién subméaxima, seguido de relajacién 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 afios (limites 48-92). En fumadores actuales se
identificd un deterioro de la relajacion dependiente de endotelio, comparado con ex fumadores y
no fumadores (10,2%, n = 13, comparado con 32,9%, n = 13; p < 0,010). No obstante, en ex
fumadores y no fumadores no se observé una diferencia significativa en las respuestas de
relajacion a acetilcolina (29,1%, n = 8, comparado con 24,6%, n = 5; p = no significativo [NS]).
De forma parecida, en pacientes diabéticos y no diabéticos, no se demostré una diferencia
significativa en la relajacion dependiente de endotelio (23,1%, n = 10, comparado con 15,6%, n
= 16; p = NS). Las respuestas de relajacion en pacientes hipertensos y normotensos no fueron
diferentes (20,4%, n = 12, comparado con 22,5%, n = 14; p = NS). El tabaquismo produce un
efecto lesivo sobre la funcién endotelial de la vena safena, y el abandono del habito puede
mejorar la permeabilidad a largo plazo de esta vena usada como injerto de bypass en pacientes
sometidos a reconstruccion arterial.

estindar durante las tres ultimas décadas.

La revascularizacién quirtrgica de la circulacién
coronaria y arterial periférica con vena safena
interna (VSI) ha sido el procedimiento quirtrgico
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embargo, la principal preocupacién de la cirugia
mediante bypass siempre ha sido la de su permeabi-
lidad a medio y largo plazo. Incluso con los progresos
de las técnicas quirdrgicas, las tasas actuales de
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permeabilidad primaria a los 5 afios para el injerto
venoso de bypass arterial femorocrural y coronario
siguen siendo del 64,8% vy del 78%, respectiva-
mente'?. El fracaso del injerto venoso puede ser
consecuencia de una trombosis precoz, hiperplasia
neointimal y progresion del proceso aterosclerdtico’.

Los cambios sustanciales de la biologia vascular
contribuyen al inicio y progresion de la aterosclero-
sis*. Se ha descrito con detalle el papel esencial del
endotelio en la patogenia de la enfermedad’. La
disfuncion endotelial con la afectacién del tono
vasomotor actiia como desencadenante de una serie
de eventos que dan lugar a los cambios morfoldgicos
de esta enfermedad, con sus complicaciones clini-
cas®. Aunque en los estudios de experimentacion en
animales y los efectuados en seres humanos se han
documentado los efectos adversos del tabaquismo,
la diabetes mellitus, y la hipertensién arterial sobre
la funcién endotelial arterial, todavia no se ha
aclarado su papel en la regulacion de la funcién
endotelial venosa. Higman et al” describieron los
efectos adversos del tabaquismo a dicho nivel. No
obstante, en su estudio, la mayoria de las muestras
se obtuvieron de pacientes con venas varicosas, 1o
que podria implicar una disfuncion endotelial
preexistente®. Ademas, este estudio no examiné el
efecto de otros factores de riesgo vascular sobre la
funcién endotelial venosa.

Por esta razon, el presente estudio ex vivo
investigd los efectos del tabaquismo, diabetes
mellitus e hipertension arterial sobre la funcién
endotelial en vena safena humana, usada en general
para la cirugia de bypass coronario y de arterias
periféricas.

PACIENTES Y METODOS

Inclusion de los pacientes y criterios de
inclusion

La presente investigacién cumple con los principios
definidos en la Declaracién de Helsinki’. Aprob¢ el
protocolo de este estudio el comité de investigacién
de la Queens University de Belfast, y se obtuvo el
consentimiento informado de todos los pacientes
antes de la participacion. Desde abril de 2005 a
marzo de 2007 se incluyeron a todos los pacientes
sometidos a cirugia de bypass arterial para isquemia
de la extremidad inferior de grados 2 y 3 segun la
clasificacién de Fontaine y Rutherford utilizando
como conducto vena safena interna. No se excluyé a
ninguno de los pacientes en funcién de factores
de riesgo cardiovascular, que incluyeron la
hipertensién arterial, diabetes mellitus, hiperco-
lesterolemia y tabaquismo.
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Obtencion de las muestras

A partir del extremo inferior de la VSI se obtuvo una
muestra de vena que media 2-3 cm de longitud e
inmediatamente después se sumergidé en 50 ml de
una solucion neutralizante de Krebs (en mM):
NaCl 118,3, KCl 4,7, MgS0O4 1,2, KH,PO, 1,22,
CacCl, 2,5, NaHCO3 25, y glucosa 11,1 (pH 7,4). La
muestra se transportd hasta el laboratorio en una
nevera. Bl tiempo de isquemia fria se definié como el
intervalo desde la obtencion de la muestra de vena
hasta la preparacién del bafio de 6rganos oxigenado.

Estudios de la reactividad vascular

La técnica usada para los estudios de reactividad vas-
cular se ha validado para la evaluacion de las curvas
de respuesta a la contraccién/relajacién'®'!. Se
diseco la grasa circundante de cada segmento de
vena obtenido, y se corté un anillo de 3-5 mm que se
fij6 horizontalmente en ganchos de acero inoxida-
ble. Acto seguido, éstos se sumergieron en un bafio
de 6rganos de 25 ml, lleno de una soluciéon neu-
tralizante de Krebs a 37°C, que burbujeaba con un
95% de oxigeno y un 5% de CO,. Los anillos se
sometieron a contraccion hasta una tension optima
de reposo de 1,5 g y equilibrada durante 90 min. Los
cambios de la tensién isométrica se determinaron
mediante un transductor de fuerza (LE-TR201; AD
Instruments, Bella Vista, Australia) y se registraron a
través de un sistema de adquisicién de datos de ocho
canales (PowerLab/8S, AD Instruments). Después
del periodo de equilibrio inicial, los anillos se con-
trajeron con concentraciones crecientes de fenile-
frina (PE, 0,003-10 uM) para obtener curvas de
respuesta a la concentracion y, acto seguido, se
lavaron y se equilibraron. Mas tarde, los anillos se
sometieron a contraccién con una concentraciéon
submaxima de PE, que produjo aproximadamente
un 80% de la respuesta maxima, como se ha descrito
previamente'?. En la meseta de la contraccién, se
efectuaron relajaciones dependientes de la
concentracion con acetilcolina (Ac, 0,03-10 pM)
para evaluar las relajaciones dependientes del
endotelio.

Criterios de exclusion

Se excluyeron los anillos de vena safena que no se
contrajeron como respuesta a dosis incrementales
de fenilefrina o produjeron una respuesta contractil
a acetilcolina.

Analisis estadistico

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 concentracién
se ajustaron mediante una regresion no lineal con
un algoritmo simple. Se calcularon los valores
pD2. pD2 indica —log CEs, y define la sensibilidad
del tejido. Las respuestas contractiles se expresaron
como miligramos de tension desarrollada, mientras
que las respuestas relajantes se representaron como
los cambios porcentuales a partir de Ila
precontraccion PE. La comparacion de las curvas de
respuesta a la contraccion se evalué mediante un
analisis de la varianza para medidas repetidas (dos
vias), seguido de un andlisis post hoc de Bonferroni.
Los resultados se expresan como medias + error
estandar de la media (EEM). Se considerd signifi-
cativo un valor de p < 0,050.

RESULTADOS

Durante un periodo de 2 afos, 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 contractiles
a acetilcolina tras alcanzar una meseta con una dosis
subméxima de fenilefrina. Del analisis posterior, se
excluyeron los anillos venosos de estos seis pacien-
tes. De estos segmentos excluidos, tres procedian
de pacientes hipertensos, dos de diabéticos y dos
de fumadores actuales.

En el presente estudio se incluyd un anillo venoso
de cada uno de los 26 pacientes restantes. Entre
ellos, 23 se sometieron a cirugia mediante bypass
por isquemia critica de la extremidad y los otros tres
experimentaban claudicacion para distancias cortas.
En la tabla I se muestran las caracteristicas de los
pacientes y en la tabla II se resumen sus factores de
riesgo. La mayor parte de los pacientes presentaban
multiples factores de riesgo (en 15 de 26 se identifico
mas de un factor de riesgo aterosclerético). El
tiempo medio de isquemia fria fue 32,3 min (limites,
22-55). Durante los estudios de tension isométrica,
se evalu6 el efecto del tabaquismo, la diabetes
mellitus y la hipertensién arterial sobre la relajacion
dependiente del endotelio.

Tabaquismo

En fumadores actuales se evidencié un deterioro de
la relajacion dependiente del endotelio (10,2%, n =
13) comparado con ex fumadores y no fumadores
(32,9%, n = 13; p < 0,010) (fig. 1a). No obstante,
en ex fumadores y no fumadores no se observo una
diferencia significativa en las respuestas de
relajacion a acetilcolina (29,1%,n =38,y 24,6%,n =
5, respectivamente; p = no significativo [NS])
(fig. 1b).
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Tabla I. Demografia de los pacientes (n = 26)

Caracteristicas Pacientes
Edad media, anos (limites) 66,4 (48-92)
Sexo
Hombres 21
Mujeres
Tratamiento farmacoldgico
Antiagregantes 22
plaquetarios
Estatinas 20
Antihipertensivos 12
Warfarina 1

Diabetes mellitus e hipertension arterial

En pacientes diabéticos y no diabéticos no se
demostré una diferencia significativa en la
relajacién dependiente del endotelio (23,1%, n =
10, y 15,6%, n = 16, respectivamente; p = NS)
(fig. 2a). De forma parecida, las respuestas de
relajacion en pacientes hipertensos (20,4%, n = 12)
y normotensos (22,5%, n = 14) no fueron signifi-
cativamente diferentes (p = NS) (fig. 2b).

DISCUSION

El término “‘disfuncion endotelial” implica una
disminucion de las funciones del endotelio concer-
nientes a la coagulacion, inflamacién y regulacién
de la proliferaciéon de células vasculares'>'*. Sin
embargo, en buena parte de los estudios publicados,
la vasorrelajacion dependiente del endotelio se usa
como variable indirecta de disfunciéon endotelial. Su
causa es la pérdida de la biodisponibilidad de 6xido
nitrico (ON) como consecuencia de un aumento de
la produccién de especies reactivas del oxigeno
(ERO), en particular de radical superéxido O5'°.
Este fendmeno es la causa principal de disfunciéon
endotelial en muchos procesos patoldgicos, incluida
la diabetes, hipertension arterial y aterosclerosis, al
igual que el tabaquismo'®'”. En dltimo término,
una exposicion prolongada del endotelio vascular a
estos factores de riesgo puede agotar el efecto pro-
tector de las defensas antiinflamatorias endégenas
dentro del endotelio. Como consecuencia, las
células endoteliales no sélo son disfuncionales sino
que también pierden su integridad, lo que se traduce
en la senescencia y desprendimiento en la
circulacién'®.

Los resultados del presente estudio demuestran
que los fumadores actuales presentan una
disfuncién endotelial sustancial comparado con ex
fumadores y no fumadores. Estos hallazgos coinci-
den con los de otros estudios que demuestran una
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Tabla II. Distribucién de los factores de riesgo vascular en los grupos de estudio (n = 26)

Factores de riesgo
Factor de riesgo analizado

asociados en el mismo grupo

Hipertension arterial

Diabetes mellitus

Fumador actual (n = 13) 6 3
Ex/no fumador (n = 13) 6 7

Hipertension arterial Diabetes mellitus
Ex fumador (n = 8) 3 5
No fumador (n = 5) 3 2

Hipertension arterial Fumador actual Ex fumador
Diabetes mellitus (n = 10) 7 3 5
No diabético (n = 16) 5 10 3

Diabetes mellitus Fumador actual Ex fumador
Hipertension arterial (n = 12) 7 6 3
Normotension (n = 14) 3 7 5

disminucion de la relajacion arterial dependiente del
endotelio como respuesta al tabaquismo'??°. En
éste, la causa principal de disfuncion endotelial es la
disminucién de los niveles de ON, el vasodilatador
mads potente derivado de las células endoteliales.
Ademas, el tabaquismo se asocia con una
disminucion de las células progenitoras endoteliales
circulantes, lo que se traduce en el deterioro de la
diferenciacion y funcién de las células endotelia-
les?'. El humo de los cigarrillos también puede
modular la liberacién de endotelina 1 (ET-1), que se
sabe que es un péptido vasoconstrictor enddgeno
potente. Originalmente, se aislé de un cultivo in vitro
de células endoteliales vasculares. Estudios recientes
han confirmado que la mayor liberacién de ET-1 en
el tabaquismo se asocia con un aumento del tono
arterial y una disminucién de la vasorrelajacion??.

El presente estudio no demostrd una diferencia
significativa de la funcién endotelial de la vena
safena entre ex fumadores y no fumadores. Los estu-
dios previos que han evaluado la funcién endotelial
de la vena safena en la vascularizacion pulmonar
han demostrado un resultado similar con un
restablecimiento de la funcién endotelial tras el
abandono del habito**?*. Aunque no hemos
demostrado directamente un efecto beneficioso del
abandono del habito sobre la funcién endotelial, el
hecho de que los ex fumadores y no fumadores no
presenten diferencias significativas en comparacion
con una disfunciéon endotelial sustancial en fuma-
dores actuales podria significar que la disfuncién
endotelial venosa es potencialmente reversible.

En nuestro modelo ex vivo de vena safena, la
diabetes mellitus y la hipertension arterial no se
asociaron con diferencias significativas de la
vasorrelajacién inducida por acetilcolina. Estos
hallazgos son diferentes de los descritos por Sessa et
al*®>, que documentaron que, en pacientes diabéticos

e hipertensos, disminuye la relajacion de la vena
safena inducida por acetilcolina in vitro. De hecho,
estos investigadores pudieron demostrar una res-
puesta contractil en algunas de las venas de
pacientes diabéticos, lo que indica una disfuncién
endotelial sustancial. Otros autores han demostrado
que la diabetes no solo afecta a la vasorrelajacion de
la vena safena por acetilcolina sino que también
puede dar lugar a una variedad de lesiones his-
tologicas del endotelio venoso incluida hiperplasia
de la intima, degeneracién de la célula endotelial y
depésito de calcio®®. Sin embargo, otros investiga-
dores no respaldan este concepto de lesiéon endote-
lial inducida por la diabetes. Aunque en arterias
coronarias de perros diabéticos 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 diabéticos y no diabéticos
no es diferente®’. Mds interesante resulta el estudio
de Hicks et al*®, que describieron que la relajacién de
la vena safena dependiente del endotelio no es
diferente en anillos venosos de pacientes diabéticos
y no diabéticos. Ademads, no se observaron dife-
rencias morfoldgicas en el microscopio optico y
electronico entre el endotelio de vena safena obte-
nida de dichos pacientes. También documentaron
que la diabetes no fue un factor de riesgo de este-
nosis del injerto venoso en la poblacion estudiada.
Los resultados del presente estudio coinciden con
estos hallazgos, y hay algunas posibles explicaciones
de la imposibilidad de que la diabetes y la
hipertensién arterial induzcan disfuncién 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
podria ser diferente de la respuesta in vivo: la reac-
tividad vascular in vivo representa una funcién de



132 Sharif et al

10
20

30

% Relaxation

40

—&— Smokers

507 —0— Ex / Non-smokers

60 T T T T
-10 9 -8 -7 -6 -5 -4

log M Acetylcholine

10
20

30

% Relaxation

40

504 |—®— Ex-smokers
—o— Non-smokers

60 T T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

log M Acetylcholine

Fig. 1. Relajacion inducida por acetilcolina de anillos
venosos de vena safena precontraidos con fenilefrina en
(a) fumadores comparado con no fumadores o ex
tumadores (*p < 0,050, *p < 0,010) y (b) no fumadores
comparado con ex fumadores (p = NS). Los resultados se
expresan como medias = EEM. % Relaxation =
Relajaciéon %. log M Acetylchioline = log M de ace-
tilcolina. Smokers = Fumadores. Ex / Non-smokers = Ex
fumadores/no fumadores.

toda la circulaciéon, incluida la vascularizacion
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 mayoria
de los pacientes con diabetes e hipertension arterial
son tratados con farmacos 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
interaccién entre estas variables, lo que potencial-
mente podria afectar a los resultados. No obstante,
en la practica, es dificil disponer de una poblacién
de pacientes con un solo factor de riesgo y la
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Fig. 2. Relajacion inducida por acetilcolina de anillos
venosos de vena safena precontraidos con fenilefrina en
(a) diabéticos comparado con no diabéticos (p = NS) y
(b) hipertensos comparado con normotensos (p = NS).
Los resultados se expresan como medias + EEM. %
Relaxation = Relajacion %. log M Acetylchioline = log M
de acetilcolina. Diabetics = Diabéticos. Non-diabetics =
No diabéticos. Hypertensives = Hipertensos. Normo-
tensives = Normotensos.

interacciéon entre factores de riesgo puede afectar
por igual a ambos grupos.

Se excluyeron de este estudio cuatro anillos
venosos en vista de su respuesta contractil a la ace-
tilcolina debido a la activacion de los receptores
muscarinicos presentes en las células musculares
lisas vasculares, lo que, por tanto, confirma la lesiéon
endotelial. Esto podria ser consecuencia de factores
de riesgo aterosclerdtico subyacentes, un trauma-
tismo mecanico durante la obtencién de la muestra
de vena o una distensiéon mecanica excesiva durante
la preparacion de los anillos venosos en el bafio de
organos. La exclusion de estos anillos venosos de
un analisis adicional podria haber sesgado los resul-
tados y es la principal limitacion del presente estu-
dio. La otra es el niumero relativamente reducido
de pacientes. Sin embargo, a pesar de estas limitacio-
nes, los efectos de los factores de riesgo vascular
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sobre la funcion endotelial venosa son interesantes
y merecen una investigaciéon adicional en este
campo.

CONCLUSION

Los resultados del presente estudio sugieren que el
tabaquismo produce un efecto lesivo, que es poten-
cialmente reversible, sobre la funcién endotelial de
la vena safena humana y respaldan la importancia
del abandono del habito en una tentativa de mejorar
la permeabilidad a largo plazo de la vena safena
usada como injerto de bypass en pacientes someti-
dos a reconstruccion arterial.

La presente investigacion se financié con una beca de la Vascular
Research Fund del Belfast City Hospital, Reino Unido.
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