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“En la parte inferior del escalon, hacia la derecha, vi una pequena esfera
tornasolada, de casi intolerable fulgor. Al principio la crei giratoria; luego
comprendi que ese movimiento era una ilusion producida por los vertiginosos

espectaculos que encerraba. El didmetro del Aleph seria de dos o tres centimetros,

pero el espacio cosmico estaba ahi, sin disminucién de tamafio. Cada cosa (la luna
del espejo, digamos) era infinitas cosas, porque yo claramente la veia desde todos los puntos del
universo. Vi el populoso mar, vi el albay la tarde, vi las muchedumbres de América, vi una plateada
telarafia en el centro de una negra piramide, vi un laberinto roto (era Londres), vi interminables
o0jos inmediatos escrutadndose en mi como en un espejo, vi todos los espejos del planeta y ninguno
me reflejd, vi en un traspatio de la calle Soler las mismas baldosas que hace treinta afios vi en el
zaguan de una casa en Fray Bentos, vi racimos, nieve, tabaco, vetas de metal, vapor de agua, vi
convexos desiertos ecuatoriales y cada uno de sus granos de arena, vi en Inverness a una mujer que
no olvidaré, vi la violenta cabellera, el altivo cuerpo, vi un cancer en el pecho, vi un circulo de tierra
seca en una vereda, donde antes hubo un arbol, vi una quinta de Adrogué, un ejemplar de la primera
version inglesa de Plinio, la de Philemon Holland, vi a un tiempo cada letra de cada pagina (de
chico, yo solia maravillarme de que las letras de un volumen cerrado no se mezclaran y perdieran
en el decurso de la noche), vi la noche y el dia contemporaneo, vi un poniente en Querétaro que
parecia reflejar el color de una rosa en Bengala, vi mi dormitorio sin nadie, vi en un gabinete de
Alkmaar un globo terrdqueo entre dos espejos que lo multiplican sin fin, vi caballos de crin
arremolinada, en una playa del Mar Caspio en el alba, vi la delicada osatura de una mano, vi a los
sobrevivientes de una batalla, enviando tarjetas postales, vi en un escaparate de Mirzapur una
baraja espafiola, vi las sombras oblicuas de unos helechos en el suelo de un invernaculo, vi tigres,
émbolos, bisontes, marejadas y ejércitos, vi todas las hormigas que hay en latierra, vi un astrolabio
persa, vi en un cajon del escritorio (y la letra me hizo temblar) cartas obscenas, increibles, precisas,
que Beatriz habia dirigido a Carlos Argentino, vi un adorado monumento en la Chacarita, vi la
reliquia atroz de lo que deliciosamente habia sido Beatriz Viterbo, vi la circulacion de mi oscura
sangre, vi el engranaje del amor y la modificacién de la muerte, vi el Aleph, desde todos los puntos,
vi en el Aleph la tierra, y en la tierra otra vez el Aleph y en el Aleph la tierra, vi mi cara y mis
visceras, vi tu cara, y senti vértigo y lloré, porque mis ojos habian visto ese objeto secreto y
conjetural, cuyo nombre usurpan los hombres, pero que ningin hombre ha mirado: el inconcebible

universo.”

Jorge Luis Borges, El Aleph.Buenos Aires 1949.
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I.INTRODUCCION

La enfermedad varicosa como expresion clinica de la insuficiencia venosa cronica es una de las
patologias mas frecuentes en la especie humana. El porcentaje de los adultos que presentan, en mayor
0 menor grado, algin sintoma de enfermedad venosa a lo largo de su vida es alto. Su prevalencia en la
poblacion espafiola se ha calculado en torno a un 30% segun los datos publicados por la Encuesta
epidemioldgica sobre la insuficiencia venosa en Espafia en el estudio DETECT-IVC 2006 (Alvarez et
al., 2008).

Esta alta prevalencia la sitta en el ranking Top-10 de las cirugias méas frecuentemente realizadas,
e igualmente se encuentra en el Top-10 de cirugias con mas lista de espera en los sistemas pablicos de
salud (Kanwar et al., 2010; Lozano et al., 2014), siendo la tercera causa de inclusion en lista de espera

quirdrgica en nuestro pais (Giménez Gaibar, 2006).

Todo ello tiene importantes implicaciones en términos socioecondémicos en general y en términos
de economia sanitaria en particular. Consume una importante cantidad de recursos sanitarios, tanto
cuantificados como costes directos, ya sean como consultas médicas y tratamientos de los pacientes,
0 como por los costes indirectos de las incapacidades laborales. EI Capitulo Espafiol de Flebologia y
Linfologia de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular publicé en 2015 la Guia de
Practica Clinica en la Enfermedad Venosa Cronica. En ella se comunicaba que la baja laboral se
presentaba en un 2.5% y la hospitalizacién en un 2% de los pacientes por enfermedad venosa
evolucionada. En la Unidn Europea el coste anual del tratamiento de la insuficiencia venosa cronica
(IVC) representa un 2% del total del gasto sanitario. Ademas, el caracter progresivo de la IVC hace
que problemas como las Ulceras sean recurrentes y un porcentaje de los pacientes ya intervenidos

presentara varices recidivadas, cuya incidencia se ve incrementada en el seguimiento.

Por otro lado, nuevas voces subrayan que la trombosis venosa superficial en miembros inferiores
o tromboflebitis, considerada tradicionalmente benigna y con un curso clinico autolimitado, se
correlaciona con la enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) al poder progresar a trombosis venosa
profunda y tromboembolismo pulmonar. Su presentacion sobre venas varicosas es la forma mas
frecuente (aproximadamente aparece en un 88%), aumentando su prevalencia con la edad. Otros

autores han comunicado en este sentido un 5.6% de trombosis venosa profunda (TVP) en pacientes



INTRODUCCION

con venas varicosas, lo que supone un incremento del riesgo respecto a la cohorte de pacientes sin
varices ( 0.9%), destacando la fuerte asociacion de ambos diagnosticos y la necesidad de una especial
atencion en pacientes con varices e historia previa de ETEV o tromboembolismo pulmonar, neoplasias,

ingresos recientes, o una combinacion de estos factores ( Miller-Biihl et al.,2012 ; Chang et al., 2018).

Desde el punto de vista clinico la IVC tiene un amplio rango de presentaciones clinicas. En los
casos menos evolucionados puede suponer solo una alteracion estética, con aparicion de telangiectasias
y arafias vasculares, pudiendo progresar desarrollando varices tronculares con pesadez y/o edema de
miembros inferiores en la actividad diaria. Por ultimo, en la IVC avanzada, pueden presentar
alteraciones dérmicas (dermatitis 0 eczema), varicorragia o Ulceras, en las que el dolor y la reduccion
en la movilidad comprometen su calidad de vida e incluso, les pueden conducir al aislamiento social

y a la depresion (Van Korlaar et al., 2003).

En un intento por sistematizar esta importante diversidad de expresiones clinicas, e incorporando
aspectos decisivos de su etiologia, anatomia y fisiopatologia en 1995 se cre6 bajo el auspicio de la
Society for Vascular Surgery, la Clasificacion CEAP. La CEAP se disefid para disponer de un
standard y poder asi homogeneizar las poblaciones. Tener una referencia global a la hora de describir
grupos de pacientes, facilita el manejo de la informacion y el poder compararlos, evitando los factores

de confusion que debilitan la investigacion cientifica y (Eklof et al., 2004).

Sus criticos subrayan su complejidad, ya que analiza hasta 60 variables y posibles combinaciones
y aunque proporciona una valoracion hemodinamica y morfoldgica, se trataria de una foto estatica
incompleta de una alteracion hemodindmica, en la que el reflujo de un segmento no implica
necesariamente localizar su origen (Garcia-Gimeno et al., 2010). Adicionalmente las complicaciones
agudas de las varices como las varicoflebitis o los episodios de varicorragia no se detallan en el
apartado de clinica CEAP.

El Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Universitario de Salamanca (CAUSA),
donde se ha realizado parte de este trabajo, es uno de los tantos que atienden estos pacientes, en quienes
determinados aspectos relacionados con la etiopatogenia de su enfermedad aln permanecen por
resolver. Nos planteamos el papel que determinadas moléculas involucradas en procesos angiogénicos
pueden tener en el desarrollo de la enfermedad primaria y en especial en determinados patrones de la

enfermedad recidivada.
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Clasificacion CEAP de la EVC

[ Clase 0. No signos visibles
Clase 1. Telangiectasias o vances reticulares
Clase 2. Varices _ B
Clinica— = Clase 3. Edema L A_smtnrrfa_um
Clase 4. Signos dérmicos Sintomatico
Clase 5. Ulcera cicatricada
 Clase 6. Ulcera activa

Efiologia —— Congénita, Primaria, Secundaria

Anatomia —p Superficial v/o Profunda (D) y'o Perforantes

Patofisiologia —= Reflujo yo Obstruccion

Figura 1. Clasificacion CEAP. Guia de préactica clinica en enfermedad venosa cronica del Capitulo de

Flebologia y Linfologia de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular. Angiologia 2015.

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS.

La enfermedad varicosa se ha descrito desde la antigliedad. Existe registro de la misma desde el
1550 a.C. en el papiro de Ebers encontrado en Egipto, donde se describen las varices y su cauterio con
hierro incandescente. Su primera ilustraciéon data del siglo IV a.C. y fue descubierta al pie de la

Acrépolis ateniense.

Figura 2. Papiro de Ebers y Tabla de la Acrépolis ateniense Siglo IV a.C.
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Hipdcrates de Cos (460-377 a.C.) describid en su trabajo De ulceribus, lo 4nconveniente de
permanecer de pie cuando la Ulcera esta en la pierna, y realizd la primera referencia a la terapia con

pafios compresivos (Browse, 1988).

La primera ligadura de los vasos sanguineos la describieron miembros de la Escuela de
Medicina de Alejandria (270 a.C.). Celso, médico de Roma (siglo | d.C.), trataba las venas varicosas
mediante escision y cauterio, y Galeno en el siglo 11 utilizé la ligadura de seda y la escision con ganchos
(Walsh, 1934).

En el siglo XV Leonardo da Vinci ilustro la anatomia venosa que Vesalio amplié en el siglo

siguiente y Ambroise Paré describio el vendaje para el tratamiento de la Glcera venosa.

Figura 3. Anatomia venosa de Leonardo y Sistema venoso de Andreas Vesalio.

J. B. Canano fue probablemente el primero en mencionar la presencia de valvulas
(Friedenwald, 1937) hasta que posteriormente H. Fabricius de Aquapendente, profesor de anatomia en
Padua, fuese el primero endescribirlas en 1603. Estimulado por este trabajo, William Harvey descubrid
la circulacion demostrando como “la sangre se mueve en las venas de abajo hacia arriba al corazon y

no de forma contraria” (Harvey, 1628).

Las investigaciones siguientes ya no sélo se limitarian a la anatomia, sino que también se
enfocarian a la fisiopatologia, especialmente en la enfermedad tromboembdlica. Ferriar en 1810
describi6é un paciente con flegmasia alba dolens y Davis establecio la correlacién entre flegmasia y

trombosis venosa profunda TVP (Davis, 1822).
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Los posteriores estudios anatomicos del sistema venoso del siglo X1X fueron ya definitivos en
muchos aspectos y permitieron un mayor conocimiento sobre el tratamiento de las enfermedades
venosas. Brodie describio su prueba sobre la incompetencia valvular y usé vendajes compresivos para

el tratamiento de la Ulcera venosa (Brodie, 1846).

La patogenia de la trombosis venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar fue descrita
por R. Virchow en su tratado Die Cellular Pathologie, estableciendo un cambio de paradigma para
este problema (Virchow, 1860), y en 1864 el médico francés C. Pravaz inici0 la escleroterapia varicosa

con percloruro de hierro, tras disefiar una jeringa precursora de las actuales (Tournay, 1975).

VARICOSE DISEASE
LOWER EXTREMITIES
NIN  DASCOLORA TRON,
INDURATION AND ULCESR
LETTSOMIAN LECTURKS
MEDICAL SOCIETY OF LONDON
-
JOMN GAY. FRCS,

D e Sema fon e S g, v
S - — o T - -
S . ——

e

LosTon
JONN CHERCHILL ARD SONN
AW MR OTR STERET

TP [ ]
00024 o p ARy

>

Figura 4. “Varicose disease” de John Gay. Fotografia de Friedich Trendelemburg

J. Gay realiz6 descripciones ain mas exactas de la anatomia venosa, y fue el primero en sugerir
que deberian llamarse Ulceras venosas, argumentando que el tratamiento de las venas varicosas

producia la curacion de las Ulceras (Gay, 1868).

La moderna cirugia de las varices comenzd en 1806 cuando Tommaso Rimma propuso un
tratamiento hemodinamico con ligadura de la vena safena interna. Esta operacion fue reformulada por
F. Trendelemburg, quien enuncio la teoria hemodinamica “el reflujo safeno debe ser el primer paso en

el control de las varices distales” que fue dominante durante afios (Trendelemburg, 1891).
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Las lineas en la investigacion fisiopatologica pusieron el objetivo en el estudio de los registros
de la presion venosa. Von Recklinghausen en 1906 realizé las primeras mediciones usando sistemas
de inflado externo que monitorizaban la presion de aire para el colapso de la safena interna y con
posterioridad se pudo demostrar la reduccion de la presién que se registraba durante el ejercicio
(Beecher, 1936). En esa misma direccion se realizaron las primeras mediciones de la presion venosa
cruenta en el pie (Barber y Shatara, 1925). Las modificaciones de la presion en reposo y en el ejercicio
serian corrobaradas posteriormente (Pollack y Wood, 1949) pudiendo demostrarse que la reduccion es
significativamente menor en pacientes con enfermedad venosa y que los cambios registrados en el
sistema venoso superficial eran casi idénticos a los del sistema venoso profundo por el rapido
reequilibrio que se produce entre ambos (Arnoldi, 1956). El estudio se ha prolongado hasta nuestros
dias, disponiendo de un conocimento extenso de la fisiologia de la hipertension venosa y la IVC en
sus diferentes grados (Nicolaides et al., 1993).

Figura 5. Charles Horace Mayo y W.W Babcock.

La evolucion en el tratamiento se aceleré cuando C.H.Mayo introdujo en 1904 el arrancamiento
(en inglés “stripping”) con un dispositivo extraluminal. En 1905, Keller describié un stripper
intraluminal, posteriormente refinado por Babcock en 1907 (Babcock, 1907). El fleboextractor era
muy rigido y se perfeccionaria posteriormente haciéndolo flexible y parecido a los actuales (Myers y
Smith, 1954), posibilitando un stripping que se ha practicado extensivamente hasta nuestros dias y la

intervencion mas frecuente de nuestra especialidad
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También es destacable la contribucién de R. Linton que describi6 la ligadura subfascial de las
venas peforantes incompetentes (Linton, 1938) y de F. Cockett en la ligadura extrafascial en el

tratamiento de las perforantes incompetentes en las Ulceras varicosas (Cockett y Jones, 1953).

La safenectomia tradicional ha permanecido como el procedimiento de rutina hasta nuestros
dias y sus resultados han avalado su empleo durante décadas, presentandose como el gold standard
frente al que se comparan el resto de alternativas terapeuticas de posterior aparicion. Sin embargo,
dicho procedimiento se ha asociado a complicaciones como sangrado, infeccion, lesion vascular,
neuroldgica, trombosis venosa profunda, tromboflebitis superficial y altas incidencias de recidiva a

cinco afios.

Figura 6. Secuencia de una safenectomia interna infragenicular. CAUSA.

Otras alternativas como la estrategia CHIVA (en francés Cure Conservatrice et
Hemodynamique de I'Insufficience Veineuse en Ambulatoire; Franceschi, 1988) orientada a una cura
hemodinamica con un abordaje menos invasivo que la avulsion tradicional, o el banding de la safena
interna terminal (Corcos, 1997) o las valvuloplastias o transposiciones de una vena competente
(Yamaki et al., 2002), o no han tenido suficiente aceptacion o han resultado anecdéticas.
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1.2 STATUS QUO DE LAS TECNICAS TERAPEUTICAS

En los Gltimos afios las aproximaciones quirurgicas se han orientado hacia técnicas menos
invasivas, con tiempos de convalecencia mas cortos y con una mayor aceptacon desde el punto de vista

estético.

La escleroterapia con espuma (Tessari et al., 2001), ha presentado gran difusién al poder ser
realizada de manera ambulatoria sin anestesia. Sus resultados presentan una alta tasa de recidivas y
posibles complicaciones por migracién del farmaco esclerosante a la circulacion sistémica, o
extravasacion y necrosis cutanea. Se recomienda para varices menores a 3mm, varices recidivadas o
el tratamiento de perforantes insuficientes asociadas a ulceracion. Como limitaciones, presenta la
posibilidad de alergias a los esclerosantes y el tratamiento de los troncos safenos y varices tronculares

y de gran tamafio donde su utilizacion exige una mayor curva de aprendizaje.

Figura 7. Elaboracion de espuma con Polidocanol. CAUSA

Alternativamente, la generalizacion del ecodoppler en el estudio diagndstico y su aplicacion
practica en las técnicas terapeuticas, han posibilitado las nuevas técnicas de ablacion endovenosa
mediante laser o EVLA (en inglés Endovenous Laser Ablation; Bone Salat, 1999) o por
radiofrecuencia mediante catéter o RFA (en inglés Radio Frecuency Ablation; Goldman, 2000).
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En el EVLA el mecanismo es la fototermolisis y en la RFA se recurre a la energia térmica para
la ablacion de la vena insuficiente. Estas técnicas endovasculares han presentado un extenso desarrollo
desde finales del pasado y comienzos del presente siglo, si bien su generalizacion no es tan extensiva
en nuestro entorno. La relacién costo-beneficio en estas nuevas técnicas es muy relevante al soportar
en muchos casos su coste los servicios publicos y estar sus resultados menos contrastados que los

disponibles en las técnicas tradicionales.

En la actualidad la evaluacion preoperatoria con ecodoppler permite un estudio anatémico y
hemodinamico pormenorizados para decidir una estrategia individualizada. Esto debiera permitir una
mejoria en los resultados al reducirse los errores tacticos por un incorrecto planteamiento diagnostico

y terapeutico y asi poder reducir las recurrencias.

La cirugia tradicional convencional se ha basado en la ligadura y seccion del confluente
safenofemoral con eliminacidn de todas sus ramas para reducir las recurrencias futuras. Pese a haberla
realizado correctamente de acuerdo a los estandares (Perkins et al., 2009), la propia diseccién seria
responsable de una mayor neovascularizacion local, que seria una de las principales causas de recidiva,
(Perrin et al., 2006; Brake et al., 2013). Para reducir la recurrencia, el stripping safeno prevendria la
reconexion desde la neovascularizacion inguinal al eliminar el tronco residual de la safena del muslo.
En este sentido y de forma clasica, el stripping safeno hasta el tobillo se justificaba para reducir asi las

recurrencias.

Las complicaciones de la cirugia standard se han comunicado hasta en un 18-20%. Las
complicaciones de la herida como infeccion, hematomas y absceso hasta 3-10%. La incidencia de TVP
es del 0.5% y de TEP de 1:600 pacientes intervenidos, y las complicaciones vasculares muy raras y
mas frecuentes las que afectan a la vena femoral (Critchley et al., 1997). Por el contrario, la incidencia
de lesién del nervio safeno se ha comunicado hasta en el 39% en pacientes a quienes se indicé la
safenectomia completa y se redujo al 7% en quienes el stripping se realizé hasta la rodilla (Holme et
al., 1990).

Las nuevas técnicas de ablacion endovascular, asociadas a una menor convalecencia y dolor
postoperatorios al eliminar la diseccion inguinal, permitirian anticipar una menor incidencia de

neovascularizacion y una menor tasa de recurrencias. Ademas, al mantenerse las tributarias colaterales
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del cayado permeables se eliminaria la hipertension venosa local al mejorarse su drenaje localmente y

asi se reduciria la neovascularizacion (Chandler et al., 2000).

La comparacion de la cirugia convencional con las nuevas alternativas endovasculares, EVLA
y RFA, supone confrontarla a procedimientos en desarrollo, Se han comunicado una menor recurrencia
por neovascularization al comparar EVLA con el stripping del 1% frente al 18% (Theivacumar et al.,
2009) y menos dolor postoperatorio en especial en la RFA (Sheperd et al., 2010), con un menor tiempo
de recuperacion. Por el contrario, el ensayo RELACS que compara EVLA y el stripping considera
que ambos son equivalentes en seguridad y eficacia a medio plazo, pero con una superioridad a largo
plazo de la cirugia convencional en términos de recurrencia local (Murad et al., 2011; Rass et al., 2015;
O’Donnell TFetal., 2016). Tales diferencias subrayan la necesidad de disponer de una mejor evidencia
en el tratamiento endovenoso donde la incorporacion progresiva de modificaciones técnicas en una

técnica en desarrollo, puede contribuir a modificar la validez de sus datos.

Figura 8. Fuente de radiofrecuencia RFA y catéter centimetrado.
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Figura 9. Imagenes de RFA con catéter. (CAUSA).

Respecto a la escleroterapia con polidocanol en 2004 se publicé una Revision Sistematica
Cochrane (Righbi et al., 2004) en la que se informaba de una tendencia hacia unos resultados precoces
en favor de la escleroterapia, pero tras un periodo de dos a tres afios de seguimiento esa tendencia se
revertia en favor de la cirugia. Comparar estas dos técnicas en cualquier caso no es sencillo pues la
cirugia persigue resolver el problema de la IVC en su Unico acto quirdrgico, mientras que la
escleroterapia exige maltiples sesiones. Ademas, no se puede soslayar que en los resultados de la
escleroterapia hay gran variabilidad, pues la técnica exige gran habilidad y experiencia y el
procedimiento esclerosante puede ser practicado de forma insuficiente, o la compresion
postprocedimiento ser inadecuada, carencias atribuibles a una falta de entrenamiento adecuado (Guess
et al., 2000).

Alternativamente se ha planteado la cirugia conservadora con preservacion de la safena interna
mediante estrategia CHIVA. Realizada con anestesia local y ecoguiada, se basa en la interrupcién del
punto donde se localiza el reflujo venoso, sin eliminar toda la safena interna y plantea que los
segmentos adecuadamente drenados prevendran una futura recidiva ante una mejora hemodinamica
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postoperatoria del sistema venoso superficial (Carandina et al., 2008). Como ventajas presenta una
reducciéon del tiempo de recuperacion con menores complicaciones postoperatorias y menor
neovascularizacion al no realizarse stripping, pudiendo utilizarse la safena interna para futuras
revascularizaciones de pacientes coronarios 0 en pacientes con isquemia critica de miembros
inferiores. Por el contrario, esta técnica requiere un exhaustivo conocimiento de la técnica para obtener
buenos resultados (Milone et al., 2011), y tiene reducida aceptacion a nivel mundial con escasas
publicaciones en literatura anglosajona, lo que limita su generalizacion. Las guias de la Society of
Vascular Surgery SVS sélo la recomiendan en casos seleccionados por cirujanos experimentados. Se

necesitan un mayor nimero de estudios para confirmar los resultados publicados.

1.3 ESTADO ACTUAL A NIVEL BIOMOLECULAR

El Capitulo Espafiol de Flebologia y Linfologia de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia
Vascular, por medio de su Comité Cientifico, publicé en 2015 la Guia de Préactica Clinica en
Enfermedad Venosa Cronica. Esta guia es una adaptacion a nuestro medio de la actual evidencia
recogida en las guias internacionales (Nicolaides et al., 2014) posteriormente reactualizadas
(Nicolaides et al., 2018, 2020) en epidemiologia, clasificacion, diagnostico, calidad de vida,
tratamiento conservador y farmacologico, técnicas quirdrgicas y endoluminales, prevenciéon de
recurrencias, tratamiento del sindrome postrombdético y se completa con una exposicion de las
cuestiones atn por resolver en el futuro. En el apartado de Fisiopatologia, se comunica que “Las varices
son la manifestacion mas comun de la IVC y se cree que son debidas a una alteracion de la
distensibilidad del tejido conectivo de la pared venosa”. En el subapartado correspondiente a cambios
en la microcirculacion por la hipertensién venosa, se resumen en un Unico parrafo los aspectos

genéticos y biomoleculares.

El progreso del conocimiento de la IVC ha permitido detallar la anatomia y la fisiopatologia
venosas del reflujo y la incompetencia valvular causantes de la dilatacion venosa, y aungque se han
superado obstaculos importantes los interrogantes permanecen, recurriendo a su diagndstico como
varices esenciales. ¢Pero como se gesta la incompetencia valvular? ;Hay alteraciones estructurales en

la pared de la vena donde se localizan las valvulas y el reflujo es una consecuencia de ello?

12
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La singularidad de nuestra bipedestacion supone que la IVC no afecte a otros mamiferos,
careciendo por ello de un modelo animal fiable. En bipedestacion la columna de sangre transmite a la
pared de la vena en el tobillo una presion hidrostatica de aproximadamente 90-100 mmHg desde los
10-15 mmHg registrados en decubito. Igualmente, las cifras de presion se reducen hasta unos 20-30
mmHg durante la deambulacion. Porqué la presion hidrostatica en ciertos pacientes ocasiona la
aparicion de varices permanece siendo una incognita y pese a que ha habido progresos en investigacion
bésica, éstos no han avanzado al mismo ritmo que en otras enfermedades vasculares. Por todo ello los
mecanismos especificos biomoleculares o genéticos de su etiopatogenia no han sido totalmente

esclarecidos y muchos interrogantes permanecen sin resolver a pesar de su prevalencia.

1.4 ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA PARED VENOSA

La red venosa transporta la sangre desoxigenada desde la periferia hasta el corazon. En los
miembros, el sistema superficial de la circulacion cutanea drena al sistema venoso profundo que drena
los musculos y ambos se comunican mediante perforantes que atraviesan las fascias. El 85% del

retorno se hace a través del sistema venoso profundo y el 15% a través del sistema venoso superficial.

En la extremidad inferior, existen dos fascias, una fascia profunda, que recubre los planos
musculares, y otra superficial que delimita el tejido celular subcutaneo. En las algunas zonas, las
fascias se hallan juntas y en otras, presentan un desdoblamiento entre ellas creandose el
subcompartimiento para la vena safena interna o mayor y la safena externa o menor. En funcién a su
relacién a esas fascias, utilizamos una nomenclatura para describir las redes venosas de utilidad para

hacer una cartografia de la anatomia y hemodindmca venosas de la extremidad inferior:

Red primaria 0 R1: venas que se encuentran en un plano profundo a la fascia profunda,
correspondientes al sistema venoso profundo.

Red secundaria 0 R2: venas que se encuentran situadas en el interior de la fascia de
desdoblamiento, y se corresponden con la vena safena interna (VSI), vena safena anterior o accesoria
(VSA), vena de Giacomini y vena safena externa (VSE).

Red terciaria 0 R3: son aquellas venas que atraviesan la fascia superficial, localizandose por
fuera de la fascia de desdoblamiento y se originan en venas perforantes refluyentes de la Red

secundaria (venas safenas y Giacomini).
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Red cuaternaria 0 R4: son aquellas venas que conectarian a dos segmentos de safena entre si,
0 sea, es un R3 que conecta dos R2, en la misma red secundaria en dos puntos distintos, Ilamandose

R4 longitudinal, o en dos redes secundarias distintas.

Fascia
superficial

Compartimento s
superficial

Compartimento
safeno

Fascia
rofunda
Compartimento  =—— p
profundo

Vena safena

Figura 10. Modificado de Caggiati A., Bergan J., Gloviczki P., Jantet G., Wendell- Smith C., Partsch H.
Nomenclatura venosa consensuada. J Vasc Surg 2002.

Histologicamente la pared venosa presenta tres capas cuyos limites estdn menos diferenciados
que en las arterias. La intima esta compuesta por una monocapa de células endoteliales cuboidales con
uniones interendoteliales poco desarrolladas que incrementan su permeabilidad, y una delgada
membrana basal. La media consiste en células musculares lisas dispuestas circunferencialmente,
rodeadas por una matriz extracelular en la que el colageno tipo | el componente dominante. A
diferencia de las arterias, ricas en elastina y sometidas a importantes variaciones de la presién arterial,
las venas se exponen a escasas variaciones en la presion y su contenido de elastina escaso. La
adventicia suele ser mas gruesa. Es una red de matriz extracelular dominada por colageno (que puede
continuarse con el colageno del tejido conectivo de soporte circundante) fibroblastos y escasos vasa

vasorum.
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Figura 11. Corte de vena safena interna varicosa. Hematoxilina-eosina x2 y x4 aumentos. D M. Sancho.
(CAUSA).
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1.5

ETIOPATOGENIA DE LA IVC VARICOSA

FACTORES DE RIESGO PARA IVC

Factores genéticos.

Sexo femenino(progesterona). Embarazos.
Edad.

Talla alta.

Bipedestacion prolongada.

Ohbesidad.

1

i i Dilatacion venosa —_ : -
Hipertension venosa |"’ | Ll Distorsién valvular
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Figura 12. Factores etiopatogénicos e inflamacion como protagonista de la IVC.
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La enfermedad varicosa es de caracter multifactorial. Predisponen a su desarrollo tanto factores
ambientales como la bipedestacion y sedestacion prolongadas vinculadas muchas veces a actividades
laborales concretas, como factores genéticos siendo méas prevalente en el sexo femenino, de forma
especial en multiparas y factores constitucionales como el sobrepeso y la talla alta o la edad. A lo largo
del tiempo la investigacion basica orientada a su patogenia ha evolucionado enfocandose a diversos

aspectos relacionados con el stress hemodindmico y alteraciones parietales y/o biomoleculares.

En 1917, J. Homans plante6 que “el sobreestiramiento de las paredes venosas y la destruccion
valvular, producen un estasis que interfiere con la nutricion de la piel y los tejidos subcutaneos”. Esto
inspird la linea de investigacion que correlaciona hipoxia, estasis e IVC. Fue A. Blalock en 1929
quien primero analiz6 esta correlacion y planted que la hipoxia local precipita la IVC.

Browse y Burnand propusieron la hipoxia tisular local y las alteraciones en el flujo sanguineo
de nutrientes como la etiologia subyacente (Browse y Burnand, 1982). Su estudio demostré el efecto
de la hipertensién venosa en la microcirculacién venosa, observando a microscopia el depoésito de
“manguitos de fibrina” pericapilares. Igualmente, Coleridge-Smith propuso que el atrapamiento de
leucocitos en segmentos venosos distendidos de flujo lento produce hipoxia (Coleridge-Smith et al.,
1988). Su posterior activacion y degranulacién de metabolitos toxicos es responsable de la lesién
endotelial decisiva en el desarrollo de IVC. Burnand también plante6 una correlacion entre la
incapacidad de la bomba gemelar para reducir la presion venosa del pie en el ejercicio y el nimero de

capilares en la piel (Burnand et al., 1981).
En el afio 2006 Bergan publico una revision sobre los mecanismos de la IVC y puso el foco

sobre la inflamacion y sus mediadores como el mecanismo patogeénico de la IVC para lo que realiz6

estudios experimentales con modelos de hipertension vemosa en animales (Bergan et al., 2008).
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TEORIAS ETIOPATOGENICAS DE LA IVC

J. Homans 1917 Sobreestiramiento parietal y destruccion valvular.
A. Blalock 1929 Hipoxia y estasis.

N.Browse y K.Burnand 1982 Manguitos de fibrina pericapilares.

S.Takase 2000 Shear stress o tension parietal.

J.Bergan 2006 Inflamacién.

J.Birdina 2017 Hipoxia, inflamacién y remodelamiento parietales.

Figura 14. Teorias etiopatogénicas de la IVC. Modificado de Bergan JJ et al., 2006.

1.5.1 TEORIAS HEMODINAMICAS: EL PAPEL DE LA PRESION VENOSA Y
DEL SHEAR STRESS

La presién venosa es determinada por la presion residual que pasa de las arterias a las venas
tras el amortiguamiento del lecho capilar y esencialmente por la bomba muscular gemelar y plantar.
Adicionalmente, la contraccion cardiaca y la inspiracion crean una diferencia de presion que favorece
la aspiracion hacia las cavidades cardiacas. La competencia valvular es la variable restante de una

correcta fisiologia venosa.

Las valvulas venosas pueden tolerar presiones venosas altas por periodos limitados de tiempo.
Si estas condiciones se prolongan, se produce inflamacidn local con infiltraciéon de granulocitos y de
celulas del sistema monocito macrofago, y elevacion de las metalo proteinasas de la matriz 2 y 9 o
MMP (en inglés matriz metalloproteinase) y remodelacion valvular (Takase et al., 2000).

Las paredes de los vasos se encuentran bajo un stress mecanico constante debido a fuerzas
circunferenciales o radiales, y a fuerzas longitudinales o friccionales en paralelo a la pared del vaso y
que se pueden traducir como tension tangencial o de deslizamiento (en inglés endothelial shear stress)

sobre el endotelio
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Los cambios en el entorno hemodinamico presentan una regulacion exquisita,
desencadenandose respuestas bioldgicas y bioquimicas que persiguen restaurar los niveles basales de
tension y shear stress actuando como moduladores de la sintesis de proteinas y de la migracion,
diferenciacion y proliferacion celulares.

Los cambios agudos en tales fuerzas mecanicas de estiramiento y shear stress inducen cambios
transitorios, incluyendo la liberacidén de agentes vasoactivos y alteraciones en el didmetro del vaso.
Los cambios cronicos exigen remodelacion vascular y alteraciones adaptativas significativas en la
forma y composicion de la pared del vaso (Pohl et al., 1986, Rubanyi et al., 1986, Cheng et al., 1996
y Luetal., 2011).

IFHH(E DISTRIBUTION

P ?

SHEAR STRESS

CELL -CELL PROTEINS

Figura 15. Fuerzas radiales y circunferenciales sobre la pared venosa.

Los cirujanos vasculares conocemos bien los efectos de los cambios parietales de las venas y
su adaptabilidad a los cambios en la presion intraluminal. Son ejemplo de ello los cambios parietales
cuando son utilizadas para revascularizaciones arteriales mediante bypass o en quienes se realizan
fistulas arteriovenosas para hemodialisis. No obstante, la teoria hemodinamica clasica no explica
enteramente la patogénesis y se pueden observar varices bajo valvulas enteramente competentes
(Labropaulos et al., 1997).

19



INTRODUCCION

1.5.2 TEORIAS PARIETALES: CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA PARED
VENOSA

Un importante avance se produjo con el hallazgo de infiltracion de los velos valvulares y de la
pared venosa por monocitos y macrofagos en las muestras de venas varicosas a diferencia de los
pacientes del grupo control (Ono et al., 1998). La infiltracion se asocio con areas de endotelio que
expresaron moléculas de adhesion intercelulares (en inglés Intercellular Adhesion Molecules
ICAM-1) (Takase et al., 2000).

Aunque hay datos contradictorios relativos al contenido de colageno en las paredes de las venas

varicosas la mayoria de los estudios ha demostrado que esté elevado en comparacion a las sanas.

En cultivos de células de musculo liso procedentes de varices dependientes de venas safenas,
se ha comunicado un desequilibrio entre el colageno de tipo | que confiere rigidez, y el colageno Il
que confiere elasticidad y distensibilidad, debilitandose por ello la pared de venas varicosas (Badier-
Commander et al., 2000, San Sivestri et al., 2001 y Carlo-Touma niantz et al., 2007). La disminucion
relativa del colageno tipo Il respecto al colageno tipo | se ha atribuido a un desequilibrio por
sobreexpresion de los inhibidores tisulares o TIMP | de metaloproteinasas degradativas de la matriz
tipo 1 o MMP 1, produciendose asi un mayor ratio del fisiologico de TIMP I/MMP | y una elevacion
del colégeno tipo I.

Tales desequilibrios entre las MMP y sus inhibidores TIMP en las venas varicosas, respecto a
las muestras de controles sanos podrian favorecer la acumulacion de matriz extracelular en las venas
varicosas. (Badier-Commander et al., 2000) y tales cambios podrian contribuir a su debilidad y
elasticidad reducidas alternandose regiones de atrofia en las que la matriz extracelular (MEC) y las
células musculares lisas estan reducidas, con regiones de hipertrofia parietal, con MEC aumentada e
interrupcién de la disposiciéon ordenada de las células musculares lisas y de las fibras de elastina
(Travers et al., 1996, Wali et al., 2002 y San Silvestri et al., 2007).

La degradacion de las proteinas de la matriz extracelular es causada por enzimas proteoliticas
que incluyen las metaloproteinasas de la matriz (MMP) y las serin-proteasas, producidas por células
vasculares e inflamatorias. Las MMP se liberan como proenzimas que son activadas por otras
proteinasas, incluidas las producidas por mastocitos e inhibidas por los inhibidores tisulares de MMP
0 TIMP (Johnson et al., 1998 y Jacob et al., 2001).
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Igualmente, los estudios que han cuantificado la elastina han confirmado una reduccion
inversamente proporcional al diametro de la vena (Jeanneret et al., 2007) y contrariamente una

elevacion de la laminina en la matriz extracelular (San Silvestri-Morel, 2007).

Adicionalmente elevados niveles de factor de crecimiento transformante y de factor de
crecimiento de fibroblastos, TGF-B1 y FGF (en inglés transforming growing factor g/ y Fibroblast
Growth Factor respectivamente), se han encontrado en la pared de las venas varicosas (Badier-
Commander et al., 2001). EI TGF-B1 estimula el colageno y la sintesis de elastina y aumenta la
expresion de TIMPs, mientras que FGF es quimiotactico y mitogénico para las células del musculo
liso (Overall et al., 1991). Todos estos cambios podrian explicar los cambios en las paredes varicosas

y la alternancia de segmentos hipertréficos y atréficos.

En 2017 se publicé una revision de la literatura en inglés de la fisiopatologia de las venas
varicosas con treinta y tres referencias bibliograficas entre 1989 y 2016. El autor subraya el caracter
multifactorial de su patogénesis, sin poder responder a la pregunta de cual es factor desencadenante, y
se cuestiona si la alteracion hemodinamica y valvular preceden a los cambios parietales o viceversa
(Jacobs et al., 2017).

En el mismo afio, otro estudio histoquimico decribia la disrupcién de la arquitectura parietal
resumiendo una importante cascada de fendbmenos patogénicos involucrados en el origen de las
varices. En su modelo fisiopatoldgico se agrupaban tres mecanismos: la hipoxia de la pared venosa, la
inflamacién y el remodelamiento de la misma, involucrando moléculas de adhesion (ICAM 1, VCAM
1), VEGF, PGP 9.5 (en inglés protein gen product 9.5) y los principales componentes de la ldmina
basal como el colageno IV, laminina y la fibronectina en la vena safena interna insuficiente (Birdina
etal., 2017).

La hipoxia de la pared se ha propuesto como factor causal de la formacion de varices (Lim et
al., 2011 y Atta, 2012). El oxigeno y los nutrientes difunden desde la luz al endotelio y al tercio interno
de la capa media. Los vasa vasorum son los responsables de los dos tercios restantes de la media. La
hipertensidén venosa produce un estiramiento de la pared, que aumenta su demanda de oxigeno y
simultaneamente una compresién de los vasa vasorum, que acentla asi la hipoxia. A su vez, la hipoxia
produce una relajacion de la pared que aumenta la ectasia y la hipertension venosa, y asi sucesivamente
en un bucle de autoperpetuacion de hipoxia de la pared-insuficiencia venosa. En respuesta a ese feed

back se confirm6 que el nimero de vasa vasorum se incrementaba en la adventicia y en la media de

21



INTRODUCCION

las venas varicosas en comparacion con las venas normales, hallazgo ya comunicado anteriormente en
el analisis histolégico de la pared varicosa (Atta, 2012 y Tonar et al., 2012). En este aumento de la
actividad angiogénica local, el VEGF actla en respuesta a la hipoxia como un regulador y promotor
de la aparicion de tales neo-vasa vasorum, con un importante papel en la induccion y crecimiento de
las células endoteliales (Inonue et al., 1998). Su elevacién se ha confirmado en la pared de las venas
varicosas en comparacion con las sanas (Rewerk et al., 2007; Kowalewski et al., 2011) y andlogamente

también se ha comunicado un incremento en el plasma (Atta, 2012).

Adicionalmente el VEGF tiene propiedades proinflamatorias, aumentado la permeabilidad a
macromoléculas (Ferrara et al., 2003) y también posee propiedades neurotréficas y neuroprotectoras
habiéndose establecido una correlacion positiva con PGP 9.5, una proteina citoplasmatica de células
neuronales y neuroendocrinas. La disminucion significativa de PGP 9.5 en las venas varicosas
concuerda con la reduccion en la inervacién de su pared (Van Rij et al., 2004 y Loesch et al., 2009)
y supondria una disminucion de la contractilidad de las células musculares lisas, la distension

progresiva y el incremento del reflujo correspondientes (Pocock et al., 2014).

HIPOXIA PARIETAL
HIPERTENSIGN VENOSA Y ESTIRAMIENTO PARIETAL .
AUMENTO DE LA DEMANDA DE 032,

COMPRESIGN DE LOS VASA VASORLIM.

AUMENTO DE VEGF. ‘

MMAYOR DENSIDAD DE VASA VASDRLUM.

REDUMCCION DE LA INERVACION,

MENOR CONTRACTILIDAD.

Figura 16. Cascada Hipoxica en la fisiopatologia de las varices esenciales.

La distension y estiramiento parietales, la elevacion de la presion venosa por el reflujo y la
rigidez de la matriz extracelular pueden lesionar el endotelio expresandose mediadores inflamatorios
de activacion leucocitaria, y factores de crecimiento como el ICAM-1 (en inglés Intercelullar Adhesion
Molecule 1) o el VCAM-1(en inglés Vascular Adhesion Celular Molecule 1). Tras la adhesion

endotelial leucocitaria, su posterior migracion es facilitada por el VEGF (Takase et al., 2000). Los
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leucocitos activados liberan enzimas proteoliticas, radicales libres y citokinas que contribuyen tanto

en los cambios parietales y valvulares, como en la destruccion tisular y de la piel (Ojdana et al., 2009).

Aportaciones espafiolas confirman un incremento en el nimero de mastocitos y del TGF-p
(Pascual et al., 2007), un incremento significativo de Interleukina 8 y MCP-1 o proteina quimio
atrayente de los monocitos (en inglés monocyte chemoattractant protein 1), (Del Rio et al., 2009) y la

expresion del VEGF bajo condiciones de hipoxia (Ortega et al., 2018).

| INFLAMACION AR
LESIGM ENDOTELIAL,

ACTIVACIGN LEUCOCITARIA o - £ 5

CAMBIOS PARIETALES ¥ WALVULARES

DESTRUCCION TISULAR PIEL.

Figura 17. Cascada inflamatoria en la fisiopatologia de las varices esenciales.

En este entorno inflamatorio, las citokinas sintetizadas por macréfagos, fibroblastos y células
de la pared venosa inhiben la expresion de MMP. El TGF B inhibe la sintesis de colagenasa y aumenta
la expresion de TIMP, particularmente en los segmentos varicosos mas tortuosos que alternan regiones
de hipertrofia con regiones de atrofia parietales en las que el contenido de colageno y elastina estan
alterados. Las zonas atroficas tienen menos MEC y células musculares lisas, mientras que las zonas

hipertréficas mayor cantidad de MEC y disrupcion de las células musculares lisas (Pocock et al., 2014).

En las venas sanas la media o capa muscular se compone de células musculares lisas de fenotipo
contractil y aspecto fusiforme. Sin embargo, en las venas varicosas las células musculares son elipticas
y con numerosas vacuolas ricas en colageno presentando la estructura de la pared areas de

desorganizacién celular (Naim et al., 2005).

Escasas comunicaciones han descrito el papel de la membrana basal en la patogéenesis de las

varices (Bradshaw et al., 2016). La lamina basal es una estructura reticular compuesta de fibronectina,
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colageno tipo IV y laminina principalmente. La fibronectina es una glicoproteina que interactda con
el colageno conectando la lamina basal con el tejido circundante y ademas participa en la agregacion
durante la hemostasia, la fibrin6lisis y la cicatrizacion; la laminina es una glicoproteina con funcién
de anclaje endotelial. En el estudio de Birdina con inmunomarcaje de la [amina basal se demostré una
reduccién en los depdsitos de laminina y de colageno tipo IV en el grupo de venas varicosas frente al
de sanos que también contribuirian a incrementar la permeabilidad microvascular y la extravasacion

celular proinflamatorias que alteran la integridad parietal.

La fibronectina también tiene propiedades leucoquimiotacticas y de estimulo para la adhesion
para monocitos y linfocitos, involucrandose en la actividad fagocitica de los macrofagos sobre células
dafiadas. El dafio endotelial incrementa la expresion y la formacién de depdsitos subendoteliales de
fibronectina como respuesta reparativa en el remodelamiento para mantener la integridad parietal (San
Silvestri- Morell et al., 2007).

REMODELAMIENTO |
CELULAS MUSCULARES SUSTITUTIVAS DE FENOTIPO NO CONTRACTIL,

LAMINA BASAL CON MENOS LAMININAY COLAGENGD V.

AUMENTO DE LA PERMEABILIADAD PROINFLAMATORIA,

Figura 18. Remodelamiento en la Fisiopatologia de las varices esenciales.

Todos estos cambios biomoleculares se engloban en el concepto de la disfuncién endotelial, en un
escenario que combina stress oxidativo y reduccién del éxido nitrico, con aumento de la permeabilidad
vascular y un status proinflamatorio favorecedor de la adhesion leucocitaria y de fendmenos
angiogénicos. El estudio de la disfuncion endotelial ha sido tradicionalmente mas extensamente
focalizado en la enfermedad arteriosclerosa y cardiovascular (Boulanger, 2016) y en la pandemia
COVID-19 ha pasado al primer plano de la actualidad al haberse ido esclareciendo su fisiopatologia
desde su debut como una infeccion respiratoria hacia una infeccién endotelial sistémica (Montiel et al
2022).
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1.5.3 ASPECTOS GENETICOS.

La herencia genética y epigenética son otros factores fuertemente involucrados. La
heterogeneidad en la literatura y los resultados de los estudios indican probablemente distintos tipos
de predisposicion genética. Diferentes genotipos para un mismo fenotipo, con distintos patrones de

herencia en cada caso.

Se han descrito familias con un patron autosdémico dominante de penetrancia incompleta,
asociado al gen FOXC2 en el cromosoma 16g24. Las proteinas FOX (en inglés Forkhead box) son
una familia de factores de transcripcion que regulan la expression de genes involucrados en la
proliferacion, diferenciacion y longevidad, de importancia en el desarrollo embrionario. Su mutacion
heterocigota se ha involucrado en la disfuncion valvular del sistema venoso superficial y profundo
(Mellor et al., 2007 y Serra et al., 2012).

Progresivos estudios de ligamiento genético presentan nuevos locus como el COL1A2
(colageno tipo 1) susceptibles de relacionarse con la aparicién de varices (Jin et al., 2013).

Respecto a la expresion del VEGF endotelial y epidérmico se ha comunicado una
sobreexpresion de sus genes en los pacientes con varices (Florez et al., 2013). Todos estos datos
corroboran la importancia de los factores genéticos y el cambio de secuencia en algunos alelos de
genes relacionados con el metabolismo de la pared que podrian determinar la herencia de la
enfermedad varicosa, su recurrencia o su forma de presentacion. Desde el punto de vista
epidemioldgico, en la practica clinica se puede anticipar que si los dos progenitores tienen varices el

riesgo de que los hijos las desarrollen puede elevarse hasta el 90% (Cornu-Thenard et al., 1994).
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1.5.4 SENESCENCIA ENDOTELIAL

De manera especial en las dos pasadas décadas, el envejecimiento se ha asociado con la
disfuncion endotelial. Tales hallazgos se han descrito méas extensamente en pacientes con enfermedad
cardiovascular arterial, acumulandose evidencias de como la senescencia de las células endoteliales,
las células musculares y los fibroblastos contribuyen al desarrollo de la arterioclerosis (Park y Park,
2015). El envejecimiento también se asocia a una reduccion de la eNOS y por consiguiente del NO y
de su accion vasodilatadora (North y Sinclair 2012), y a una acumulacion de colageno y pérdida de

miocitos (Fujimoto et al, 2012).

Por el contrario, los estudios que estudian la senescencia en venas son escasos pues el manejo
de la IVC en edades avanzadas suele ser preferentemente conservador. Se ha observado como el suero
de los pacientes aquejados de varices puede inducir la senescencia en las células endoteliales HUVEC
(en inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells) lo que se ha correlacionado con la presencia de
factores proinflamatorios mediados por TGF-f en el suero de estos pacientes (Mikula-Pietrasik et al.,
2016).

En la misma direccion se ha investigado el papel de proteinas reguladoras del ciclocelular p53/
p21y p16 con funcion inhibidora de la proliferacion celular al actuar deteniendo la fase G1. Se han
descrito niveles elevados en adultos sedentarios como marcadores de disfuncién endotelial y de riesgo
vascular (Rossman et al., 2017). Se ha intentado establecer una correlacién entre la sobreexpresion de
las mismas proteinas de ciclo celular en la union safenofemoral de las venas varicosas respecto a las
sanas encontrando sobreexpresion de p53 en la union safenofenofemoral insuficiente y de p16 en el

grupo analizado de varices recidivadas (Muhlberger et al., 2021).
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1.6 RECIDIVA VARICOSA

En la epidemiologia de las varices recurrentes o recidiva tras la cirugia de varices se han
comunicado prevalencias del 13 al 65% de los casos intervenidos (Brake et al., 2013). Entorno a un
cuarto de los pacientes que acuden consulta de patologia venosa lo hacen por recidivas varicosas
(Kostas et al., 2004) y hasta un 20% de las intervenciones por varices se indican por recidivas (Van
Rij et al., 2014).

Desde que se definiesen los principios para su tratamiento quirargico (interrupcion del reflujo
desde el sistema venoso profundo al superficial) y pese a los muchos avances diagndsticos
(esencialmente la sistematizacion de la exploracion con ecodoppler), y terapeuticos (CHIVA,
escleroterapia, técnicas endovasculares etc.), la recurrencia persiste como uno de los problemas sin
resolver. La recidiva ademas frecuente, plantea un tratamiento de una mayor dificultad técnica, con
intervenciones quirurgicas mas prolongadas, y resultados asociados a una menor satisfaccion en los

pacientes que en la cirugia primaria.

Los estudios sobre este problema en muchos casos han sido retrospectivos y carentes de
evaluacion preoperatoria con ecodoppler. Ademas, las definiciones y clasificaciones de las recidivas,

y los métodos y periodos de duracion en los seguimientos han sido igualmente muy variables.

En el consenso de 1998 en Paris se propusieron lineas guia para la definicion y descripcion de

la recidiva de las venas varicosas (Perrin et al., 2000 y 2006).

Cayado neoangiogénico.
N * %

Varices residuales.

Progresion y aparicion de un
nuevo sistema insuficiente,

Figura 19. Tipos de varices recidivadas.
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Se han definido tres tipos de venas varicosas recurrentes. (Perrin et al., 2006) En primer lugar,
venas varicosas residuales que no fueron debidamente tratadas en la intervencion inicial. Se evidencian
en el seguimiento precoz y son atribuibles a errores técnicos o de tctica terapeutica. En segundo lugar,
verdaderas venas varicosas recidivadas que no eran evidentes precozmente y se presentan en el
seguimiento en el territorio tratado anteriormente. Igualmente, pueden deberse a errores técnicos o
tacticos, o0 a la neovascularizacion. En ultimo lugar, nuevas venas varicosas que se presentan en areas
que inicialmente no fueron tratadas y se desarrollan por progresion de la enfermedad varicosa (Brake
etal., 2013).

La recurrencia clinica ha sido estudiada en el seguimiento mediante estudios prospectivos con
ecodoppler. Realizar un ecodoppler al afio de la intervencién para detectar recurrencias incluso antes
de que aparezcan clinicamente, puede ayudar a definir la probable etiologia de la recidiva futura,
concluyendo que si al afio no se evidencia reflujo inguinal postoperatorio, lo mas probable es que no

haya recidiva por neovasvularizacion en el cayado en los afios siguientes (Van Rij et al., 2008).

En un intento de sistematizar los hallazgos de la recidiva inguinal Fischer ha clasificado los
patrones ecogréaficos en dos tipos. El patron mas frecuente, tipo I, es el de venas tributarias
serpenteantes desde la union safenofemoral ligada de menos de 3mm y con un reflujo leve, limitadas
a laingle y sin conectar con varices superficiales en el muslo. No suelen asociar clinica importante y
por ello no requieren reintervencion. El tipo Il con vasos de mas de 3 mm de didmetro, en “racimo de
uvas”, y que conectan con varices en el muslo, habitualmente un remanente de safena interna o de
safena anterior, y con un reflujo de mayor cuantia, que si la requieren (Fischer et al., 2002). Pese a este
intento de sistematizacion la discriminacion por ecodoppler es limitada pudiendo sobrestimarse el

numero de las conexiones y el reflujo proceder desde la vena epigastrica o la vena pudenda .

Figura 20. Clasificacion de Fischer de recidiva inguinal.
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En ocasiones el origen de las recurrencias se explica por una comprension insuficiente de la
anatomia y hemodinamica venosas. Una evaluacion preoperatoria deficiente es el motivo de que se
planifique una estrategia quirdrgica inadecuada. Por otro lado, pueden desarrollarse nuevos puntos de
reflujo venoso, por el progreso de la enfermedad o como consecuencia de la neovascularizacion (Jones
et al., 1996; Nyameke et al., 1998). La neovascularizacion y la progresion de la enfermedad varicosa
han sido comunicadas como las causas mas frecuentes de recurrencias en numerosos estudios (Van Rij
et al., 2003; Kostas et al., 2004; Winterborn et al., 2004; Allegra et al., 2007).

Un estudio preoperatorio exahustivo, y una tactica y técnica correctas conseguiran reducir las
varices residuales, pero no evitara las recurrencias debidas a la progresion de la enfermedad por la
aparicion de un nuevo sistema, por ejemplo, una nueva insuficiencia de la safena externa en pacientes
que anteriormente han sido tratados de la safena interna y que se ha comunicado entorno a un 20-25%
de las recurrencias (Darke et al., 1992). Por tltimo, en las recurrencias debidas a la neovascularizacion
localizada en los trayectos de las venas anteriormente resecadas o ligadas, los neovasos se forman
desde la vena femoral comdn, el mufién safeno residual o sus colaterales, reconectando con venas
incompetentes del sistema venoso superficial (De Maesneer et al., 2004 y Labropoulos et al., 2006).
Se han comunicado incidencias muy variables que oscilan desde el 8 al 60% de las varices recidivadas
(Egan et al., 2006). La neovascularizacion y la progresion de la enfermedad varicosa han sido descritas
como las causas més frecuentes de recurrencias en numerosos estudios (Van Rij et al., 2003; Kostas
et al., 2004; Winterborn et al., 2004; Allegra et al., 2007).

La neovascularizacion se ha relacionado mas frecuentemente tras la cirugia abierta tradicional,
contribuyendo hasta un 18% de las recidivas y se la ha relacionado con el hematoma postoperatorio y
el esparcimiento o spillage de células endoteliales durante el procedimiento intraoperatorio (Lurie et
al., 2005; Kianifard et al., 2006; Theivacumar et al., 2009).

En la neoangiogénesis desde vasos preexistentes se involucran factores de crecimiento,
metaloproteasas de la matriz y sus inhibidores, factores inducidos por la hipoxia, el VEGF, el factor
de crecimiento fibroblastico y factores de crecimiento plaquetario (Van Rij et al., 2008; Lim et al.,
2011). La hipoxia, el stress mecanico y/o la inflamacidn, estimulan la angiogénesis que puede ser
simultaneamente, fisioldgica y patoldgica. Los mecanismos fisiopatoldgicos se han planteado
alternativamente como respuesta fisiologica a la desconexion venosa y a la alteracion del entorno
hemodinamico en un sistema de venas susceptibles, como secuencia del proceso cicatricial en un

entorno de hipoxia que induce la activaciéon de células las endoteliales y la liberacion de factores
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angiogenicos, y como un proceso de recanalizacion y reendotelizacion de los trayectos previamente
ocupados por venas (Witmer et al., 2001; Munasinghe et al., 2007). Los mecanismos responsables
permanecen sin aclarar del todo y a los factores angiogénicos liberados desde los tejidos circundantes
han de afadirse factores como el tipo de sutura empleado en el mufién safeno interno, la exposicién
del endotelio en el mufion libre y el trauma operatorio (Chandler et al., 2000; Frings et al., 2001;
Creton et al., 2004).

Histoldgicamente los neovasos tienen un aspecto primitivo e inmaduro. La neoformacién de
sus paredes es incompleta. Son paredes mas finas que las venas sanas y sin una definicién clara de las
tres capas, sin fibras elasticas, sin nervios intramurales, sin vasa vasorum Yy rodeados de tejido
cicatricial (Nyamekye et al., 1998; Geier et al 2005). Sin embargo, pese a las evidencias aportadas,
otros autores también han cuestionado estos planteamientos y argumentan que pueden representar una
adaptacion en respuesta a los cambios de las fuerzas hemodinamicas en canales venosos preexitentes
(El Waieh et al., 2004).

Figura 21. Fotografia intraoperatoria de un neocayado inguinal. Detalle del ovillo neoangiogénico. CAUSA.

Con el fin de prevenir la recurrencia neoangiogénica se han ideado diversas técnicas. Las
técnicas de barrera estan encaminadas a cubrir el mufion ligado con un parche sintético o mediante el
cierre de la fascia cribiforme. La interposicion protésica no se aplica en la practica por el riesgo de
complicaciones potencialmente graves como la infeccion o el tromboembolismo pulmonar. En el
abordaje de la unién safenofemoral, puede que en un porcentaje de casos indeterminado el cierre se
realice suturando exclusivamente el plano graso sin suturar el plano aponeurético, por la falta de
conciencia de este problema en los cirujanos que realizan la intervencion (De Maeseneer et al., 2007,
Van Rij et al., 2008).
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Otra técnica diferente es la inversion del endotelio del mufidn con sutura de polipropileno en
su borde, para impedir que su contacto con los tejidos de proximidad estimule la angiogénesis. En la
Guia del American Venous Férum, en las recomendaciones sobre el tratamiento quirdrgico de la
incompetencia de la VS| se aconseja la ligadura alta de la union safenofemoral (en inglés flush ligation)
y el stripping de la VS| hasta la rodilla con una fuerza de recomendacion 1A/B. Para otras actuaciones,

como la exclusion del endotelio, la fuerza de recomendacion es mas debil (2C) (Howard et al., 2009).

En las técnicas endoluminales al evitarse la crossectomia, la cascada de fendmenos
neoangiogénicos no es la misma; ademas se conserva el drenaje venoso de las venas pudendas y vena
epigastrica superficial. El Registro Closure publico en 2005 (Lune et al., 2005) tasas de

neovascularizacion inguinal menores al 1%.

Se requiere por todo ello una mejor comprension de la biologia molecular neoangiogénica de
este problema para poder adoptar estrategias que pudiesen anticipar su aparicién y asi mejorar los

resultados del tratamiento quirdrgico.

1.7 ANGIOGENESIS

La vascularizacion para la formacion de un sistema circulatorio fisiolégicamente maduro y
funcional, depende de dos procesos diferentes: la vasculogénesis y la angiogénesis. La vasculogénesis
es el proceso de formacion de vasos durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. Supone la
diferenciacion desde células precursoras endoteliales (en inglés EPC, Endothelial Precursor Cells) o
angioblastos procedentes del mesodermo embrionario, el saco vitelino, el alantoides y la placenta, a
células endoteliales. Esta agrupacién celular forma una red en la que las células situadas en la periferia
se denominan angioblastos y se diferenciaran en células endoteliales. Por su parte las células situadas
en la parte central se diferenciaran en las células sanguineas. La proliferacion, migracion y asociacion
de los angioblastos da lugar a unos vasos primitivos tubulares que después se desarrollaran dando lugar
a la formacion del lumen vascular y de la membrana basal formando la red vascular primitiva en la
etapa embrionaria. Esa red se remodelara después via angiogénesis en una mas madura (Patel-Hett y
D’Amore, 2011).

31



INTRODUCCION

- - - . .
- ANGIOGENESIS _ . JASCULOGENESIS “_ # 4
" 3 p o P 5]
- - . s . - . L4 -
ANGIOBLASTOS
v

CAPILAR MADURO

Figura 22. Esquema diferencial entre Angiogénesis y Vasculogénesis.

En la angiogénesis se forman neovasos desde las células endoteliales de redes vasculares
preexistentes mediante el desarrollo de brotes o “sprouting”. Este proceso que interviene en la
formacion de la mayoria de los vasos embrionarios (Patel-Hett y D’Amore, 2011). En el adulto
participa en la reparacion de tejidos dafiados, en la formacion y crecimiento 0seo, en el ciclo
endometrial y en el desarrollo placentario. Igualmente es un mecanismo principal en la enfermedad

tumoral, la retinopatia proliferativa o la isquemia croénica.

La vasculogénesis, angiogénesis, arteriogénesis, es decir el proceso de diferenciacion de un
capilar a arteria 0 vena, y el remodelado vascular de los vasos en funcién de las presiones y flujos
recibidos posibilitan un sistema circulatorio que regula el aporte de nutrientes y la oxigenacion, la
eliminacion de metabolitos, la respuesta inmunitaria, la homeotermia, y el mantenimiento de la presion

arterial.

La angiogénesis es un complejo remodelado vascular constituido por una cascada integrada de
sucesos, en el que las células presentan cambios morfogenéticos muy regulados y ha de existir un

balance entre diferentes tipos celulares y entre factores proangiogénicos y antiangiogénicos.

Un desarrollo angiogénico cuantitativamente anémalo ocasiona por exceso hemangiomas, el
sarcoma de Kaposi, la retinopatia del recién nacido prematuro, la endometriosis, o el crecimiento
tumoral y las metastasis. Por defecto se produce el retardo de la cicatrizacion de las heridas, las Ulceras
o la isquemia miocardica. Alternativamente, en una angiogenesis en la que el nUmero de vasos parece
normal, pero cuya estructura y composicion celular no lo son, encontramos las malformaciones
arteriovenosas (MAYV), las telangiectasias o0 los neovasos tumorales, en los que la angiogénesis es

excesiva pero cualitativamente deficiente. (Ollauri-1bafez et al., 2017).
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La angiogénesis se estudio por primera vez en 1939, al observarse una potente respuesta de
formacion de vasos implantando un tumor en la oreja de un conejo (lde et al., 1939). Hoy conocemos
que es un proceso muy conservado en la evolucion (Mufioz-Chapuli, 2011), que se desencadena

principalmente en respuesta a hipoxia.

El principal estimulo en la induccion de la angiogénesis es la hipoxia. El oxigeno difunde a los
tejidos proporcionalmente a su proximidad a los vasos. Si el suministro es menor que la demanda
tisular, ya sea por alteracion en su difusion, por sobrecrecimiento que supere el limite de difusién, o
por un insuficiente aporte sanguineo, se genera un foco hipoxico. En ese microambiente, las células
acumulan factor inducible por hipoxia 1 o HIF-1, (en inglés Hypoxia-Inducible Factor 1) que produce
la activacion de genes que codifican entre otros el factor de crecimiento fibroblastico o FGF (en inglés
Fibroblast Growth Factor), la angiopoyetina-2, y el factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF
(en inglés Vascular Endothelial Growth Factor) que a través de diferentes vias de sefializacién, induce
la proliferacion y la migracion de las células endoteliales, la liberacion de éxido nitrico (NO,en inglés
Nitric Oxide) y el aumento de la permeabilidad vascular (Koch et al., 2011; Nufiez et al., 2017; Ollauri-
Ibafiez, 2018; Shoeibi et al., 2018). Adicionalmente, ademas de los factores mencionados, también se
ha evidenciado una activacion del gen de la endoglina. (Masoud y Li, 2015; Nafiez-Gomez et al.,
2017).

Ademas del papel principal de la hipoxia, existen un importante nimero de genes que
responden independientemente de ésta, como los correspondientes a las 0xido nitrico sintasas,
responsables del tono vascular, las angiopoyetinas, factores de crecimiento fibroblastico y genes
involucrados en el metabolismo de la matriz como metaloproteinasas, receptores del activadores e

inhibidores del plasmindgeno y prolil hidroxilasas del colageno (Pugh et al., 2003).

Aunque las células endoteliales han concitado la mayoria de la atencién y su activacion,
proliferacion y migracion son fundamentales, aisladamente son incapaces de completar una red madura
y funcional. El papel de las células murales periendoteliales, las células musculares lisas en grandes
vasos Y los pericitos en los capilares y las vénulas, protegiendo los neovasos contra la ruptura por el
stress hemodindmico o traumatico y proporcionando control hemostéatico, es igualmente determinante
(Geudens y Gerhardt, 2011; Nufiez-Gomez et al., 2017; Ollauri-Ibafez et al., 2017).

Las células murales contribuyen a la maduracién y el remodelado de los nuevos vasos (en inglés
“vascular pruning”), requiriendo de proteinas de la matriz extracelular, receptores de moléculas de
adhesion y enzimas proteoliticas capaces de degradar la membrana basal para posibilitar la migracion

de células endoteliales (Carmeliet et al., 2006).
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1.7.1 ETAPAS ANGIOGENICAS

1. Activacion endotelial. Sprouting

El gradiente VEGF-A induce la diferenciacion a célula tip o punta, migratorias, generando asi

un brote, y a la vez una inhibicion lateral de las células contiguas, células tallo o stalk, impidiéndolas
diferenciarse de igual manera (Chapell et al., 2011).

Figura 23. Induccién de VEGF-A a células de fenotipo migratorio (tip cells).

La via de sefalizacion del fenotipo celular es la via Notch, un sistema de sefalizacion
dependiente del contacto intercelular, muy conservada evolutivamente e implicado en la proliferacién

y diferenciacion de células endoteliales y otros tipos celulares (Blanco y Gerhartdt, 2013).

VEGF .
CELULA TIP

, VEGFRI1
VEGER2 VEGFR2
Figura 24. Via Notch. En las células tip
4 VvECFR2 ’ NOTCH
la sefializacion es débil y en las células SENALIZACION ~ SENALIZACION

stalk en cambio muy activa.

NOTCH

.

SENALIZACION ' VEGFR1
NOTCH VEGFR2 *

CELULA STALK
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2. Progresion: crecimiento del sprout

Las células tip liberan MMP que degradan la MEC liberandose a su vez otros factores solubles
promigratorios como otras isoformas del VEGF, el factor de crecimiento fibroblastico o FGF
(regulador de la proliferacion, migracion y morfogénesis de células endoteliales) o ligandos de
endoglina como el factor de crecimiento transformante p o TGF-f (del inglés Transforming Growth
Factor B) y la proteina morfogenética 6sea 9 0 BMP-9, (del inglés Bone Morphogenetic Protein)
(Eilken y Adams, 2010),
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Figura 25. Progresién en la formacién del neovaso: Sprouting.

La fibronectina, la laminina o el colageno de la MEC interaccionan con las células endoteliales
modulando la respuesta angiogénica. Simultaneamente, las células stalk y los pericitos, a la inversa de
las células tip, liberan inhibidores de las proteasas o TIMP que evitan la degradacion de la MEC y asi,

conforme el nuevo vaso se forma, se sintetiza una membrana basal estabilizadora (Bishop, 2015).

La mayoria de sprouts sufren regresion. Para converger dos sprouts han de anastomosar sus
células tips (Siekmann et al., 2013) por cadherinas o glicoproteinas de adhesion de transmembrana
calciodependientes. En concreto la VEcadherina es responsable de la adhesion celular colaborando asi

en lamigracion y polaridad celulares y determinando asi la maduracion, diferenciacion y morfogénesis
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tisulares y su integridad. (Lenard et al., 2013). A nivel angiogénico esto supone el branching y el
remodelado de venas y arterias y si bien su ausencia no compromete la diferenciacion o proliferacion
endoteliales, impide su supervivencia. Una vez que las células endoteliales se han organizado en vasos
primitivos fetales (sin stress hemodinamico), han de remodelarse (vascular pruning) antes de
establezcerse una circulacion propia. En esta segunda fase de apoptosis endotelial de la angiogénesis,

el papel de VE-cadherina es especifico para VEGF (Carmeliet et al., 2006).

3. Resolucion

La unidn de dos células tip de dos sprouts diferentes o la de una célula tip de un sprout con un
vaso ya previo, inicia la formacién de la luz vascular y el flujo sanguineo, aumenta la oxigenacion de
los tejidos y reduce la liberacién de factores de crecimiento endotelial por lo que las células del sprout

adquieren un fenotipo quiescente.

4. Maduracion

La angiogénesis es inicialmente un proceso rapido que decelera hasta alcanzar un equilibrio
impulsado por las demandas metabdlicas. Su desarrollo excesivo conduce a la formacion de un nimero
mayor de vasos de los necesarios. Ese exceso debe ser modulado con una regresion fisioldgica o
“pruning’” (Augustin et al., 2009; Korn, 2015) y una estabilizacion y maduracion en el que participan
como reguladores el factor de crecimiento derivado de plaquetas o PDGF (en inglés Platelet-Derived

Growth Factor) y la angiopoyetina. (Potente et al., 2011).

Las células endoteliales liberan la subunidad B del PDGF, como potente quimiotactico de
células murales (Andrae et al., 2008). La maduracion supone el reclutamiento de células murales,
pericitos y células de musculo liso vascular. Esta sefializacion entre las células murales y las células
endoteliales es bidireccional y las células murales también controlan la proliferacion endotelial (Kofler
etal., 2015; Oguraetal., 2017). El TGF- también participa en la diferenciacion de las células murales,
en la parada del ciclo celular de las células endoteliales y en la produccion de MEC durante la
maduracion (Gaengel et al., 2009). La angiopoyetina 1 (ANGL1), secretada por las células murales, se
une a receptores de las células endoteliales y promueve la maduracién y la estabilizacion (Saharinen
et al., 2008; Augustin et al., 2009).

36



INTRODUCCION

Se produce asi un intercambio de sefializaciones en un entorno angiogénico entre factores
extracelulares, células endoteliales y células murales dependientes de VE cadherina y diferentes
integrinas (Nufiez-Gomez et al., 2017) y posteriormente las células murales y el endotelio colaboraran
en el mantenimiento de la membrana basal (Bishop, 2015; Darland et al., 2003; Logsdon et al., 2014).
La respuesta al incremento de la oxigenacion por los nuevos plexos angiogénicos, inhibe la
sefializacion de VEGF-A y reduce sus niveles induciendo la apoptosis de las células endoteliales y la
regresion de los vasos (Baffert et al.,, 2006). Este proceso de formacion y regresion pueden
experimentar ciclos sucesivos como los observados en el cuerpo luteo del ovario (Modlich et al., 1996).
El remodelado vascular concluye con la diferenciacion en arteria y vena, y en la formacion de una

nueva red (Ollauri-1bafiez et al., 2018).

37



INTRODUCCION

1.8 BIOMARCADORES EN ANGIOGENESIS

ANGIOGENESIS ' ANGIOGENESIS

' VARICES RECIDIVADAS

w7 '\ VARICES

Figura 26. Algunos de los protagonistas de la IVC y la angiogénesis.

1.8.1 FACTOR TRANSCRIPCIONAL INDUCIBLE POR HIPOXIA (HIF)

En 2019 el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina fue concedido a los Profesores Gregg
Semenza, William Kaelin y Peter Ratcliffe por sus trabajos en la regulacion de la expresion de genes

sensibles a los cambios de los niveles de oxigeno.

Uno de sus roles principales del oxigeno molecular es el de aceptor terminal de electrones en
la respiracion mitocondrial intracelular. Igualmente, es requerido en la produccién de éxido nitrico,
para la hidroxilacion del colageno y la sintesis del colesterol. Ademés, como subproductos de su
metabolismo se forman las formas libres de oxigeno o especies de oxigeno reactivo. Incluyen los iones
de oxigeno, los radicales libres y los peroxidos que al disponer de una capa de electrones no apareada

son altamente reactivas siendo responsables del dafio celular en situaciones de stress oxidativo.

Nuestro metabolismo se ajusta para priorizar su aporte y en esta respuesta adaptativa multiple
se implican desde la funcidn renal en la determinacion de los cambios en la masa eritrocitaria, hasta la
funcion del glomus carotideo en la regulacion de la frecuencia respiratoria, o el determinismo de la

arquitectura capilar.
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Figura 27. HIF y Homeostasia del O2.

HIF-1 o factor transcripcional inducible por hipoxia tipo 1 (del inglés Hipoxia-Inducible
Factor) es una es una familia de factores de transcripcion presentes en los mamiferos, que promueven
la adaptacion a la hipoxia y al metabolismo anaerobio. Su decubrimiento se produjo como
consecuencia del estudio de los mecanismos moleculares que modulaban la transcripcion de la

eritropoyetina (EPO) en repuesta a la hipoxia.

La sintesis de la EPO inducida por la disminucién de los niveles en sangre de oxigeno llevo al
estudio de su gen y después al del HIF-1 (Semenza et al., 1991). En el gen de la eritropoyetina se
descubrieron en 256 pares de bases especificas los elementos de respuesta a la hipoxia hoy
denominadas HRE (en inglés hipoxia responsive element) (Maxwell et al., 1993). Tales secuencias
son los sitios de reconocimiento y union para factores de transcripcidn en condiciones de hipoxia o
anemia. En 1992 descubieron una proteina que se unia selectivamente a las secuencias HRE, el HIF
(Semenza et al., 1994).

En paralelo se investigaron las causas de la enfermedad de Von Hippel Lindau (VHL), un
desorden autosémico dominante con mutaciones en el gen VHL, asociado a cancer. En este transtorno
un defecto en la proteina VHL origina un comportamiento similar a la hipoxia. A partir de estos

estudios se describié que VHL media en la degradacion de HIF (Maxwell et al., 1999).
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En la fisiopatologia del HIF-1 se incluyen tanto las situaciones de hipoxia fisioldgica transitoria
durante el ejercicio, como multiples situaciones patoldgicas tanto agudas como crénicas. Como ejempo
de las agudas tenemos la sepsis, traumatismos, hemorragia, deshidratacién o situaciones de isquemia
reperfusion. Como ejemplo de las cronicas, la enfermedad pulmonar y la adaptacion al tabaquismo,
la insuficiencia cardiaca, la preeclampsia y el retardo del crecimiento intrauterino, la
hipervascularizacion o hipovascularizacion retinianas, la enfermedad inflamatoria intestinal, la

angiogénesis y el crecimiento tumoral o la cicatrizacion de heridas (Pugh et al., 2003).

Ademas, HIF también participa en la reparacion celular regulando la transcripcion de genes
angiogenicos, dos subunidades. La subunidad HIF-1a, de 120kD, sensible al oxigeno y principal
regulador del metabolismo en hipoxia y la subunidad HIF-1 de 91-94 kD, expresada
constitutivamente, en las que se han identificado secuencias con funciones especificas. Un dominio
bHLH y un dominio PAS involucrados en la union al DNA y en la dimerizacion; un dominio ODD de
degradacion dependiente del oxigeno y de las funciones de transactivacion en diferentes condiciones
de disponibilidad de O2 (Masoud y Li, 2015; Basain JM et al., 2017).
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Figura 28. Estructura 2D HIF y estructura 3D de HIF1A (Protein Data Bank in Europe).

HIF1a es inducible. En condiciones de oxigenacion normales apenas se detecta al tener una
vida de aproximadamente 5 minutos y ser constantemente catabolizado (Salceda y Caro 1997) por
prolil-hidroxilasas del citoplasma que permiten la unién de HIF1a a pVHL (proteina del tumor von
Hippel Lindau) que es una ubiquitina ligasa que actia marcando proteinas celulares que han de ser
degradadas por el proteosoma, dirigiendo su reciclaje (Jaakola et al., 2001; Kaelin y Ratcliffe, 2008).

En hipoxia, la prolil hidroxilacion se suprime, HIF-1a no se degrada y se heterodimeriza con
la subunidad HIF-1B, independiente de la disponibilidad de oxigeno y asi forma el factor inducible
HIF (Semenza, 2012) que actia como un factor transcripcional activador de genes diana que poseen

secuencias HRE (Pugh et al., 2003). De esta manera similar a la regulacién de la expresion de la EPO,
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se regula al promotor del VEGF y se pueden sintetizar desde enzimas respiratorias transportadoras y
proteinas mitocondriales que reducen la utilizacion de oxigeno al cambiar el metabolismo oxidativo
por el metabolismo glicolitico, a moléculas vasodilatadoras y eritropoyéticas en una respuesta
adaptativa integral cuya finalidad es la provision de oxigeno y su optimizacion.

ir ’ i

HIPOXIA

\ oo ! TRANSCRIPCION

Figura 29. Ciclado de HIF-1.

La hipoxia no es el tnico estimulo que eleva los niveles de HIF 1 o.. Muchas citoquinas y factores
de crecimiento activadores de receptores del tipo tirosina quinasa (RTKs) son también capaces de
inducir HIF-1a. Se incluyen: insulinal?, factor de crecimiento similar a la insulina 2, interleuquina-
1B, factor de necrosis tumoral alfa, factor de crecimiento epidérmico, trombina, endotelina 1. El
mecanismo por el que todos ellos inducen HIF-1a se hace a través del incremento en su sintesis de la
proteina, a diferencia de en hipoxia, en que esta asociada a una disminucién en degradacién (Caramelo
et al., 2006).

HIF-1 regula la expresion de Factores de crecimiento angiogénico

] [ 1 | 1

PDGFB PLGF VEGF EPO ANG

Figura 30. HIF como factor de transcripcion.
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1.8.2 FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF)

Figura 31. Estructura 3D e interaccion de VEGF (en rojo /azul) con el receptor RTK (verde). Modificado de
Hubbard (1999).

El factor de crecimiento endotelial vascular VEGF (del inglés Vascular Endotelial Growth
Factor), es una familia de citoquinas proangiogénicas que inducen la activacion de las células
endoteliales en la formacion de neovasos via vasculogénesis o angiogénesis. Su principal regulador es
el HIF-1, pero su expresion puede ser también regulada en menor medida por otros estimulos como

estrégenos, TSH, NO, factores tumorales y distintas citocinas tisulares (Duefias-Pousa, 2009).

VEGF pertenece a la familia de supergenes de VEGF/PDGF (del inglés Platelet Derived
Growing Factor) o factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Esta familia de proteinas esta
formada por VEGF- A, VEGF- B, VEGF- C, VEGF- D, VEGF de la glandula endocrina, VEGF- E,
VEGF- F y el factor de crecimiento placentario PLGF (del inglés Placental Growth Factor) (Patel-
Hett y D"Amore, 2011).

Estructuralmente los miembros de la familia VEGF incluyen glicoproteinas homodiméricas de
188 aa y 45kD (Ferrara y Davis Smith, 1997), que se codifican en un gen tnico del cromosoma 6 en

humanos (Olofsson et al., 1996).

VEGF fue descubierto en el sobrenadante de unas células tumorales de raton y se denominé
factor de permeabilidad vascular VPF (del inglés Vascular Permeability Factor). Se le creyo
responsable del incremento de la permeabilidad vascular necesaria para la angiogénesis (Senger et al.,
1986; Shoeibi et al., 2018). Mas tarde se le caracteriz6 como una proteina cationica capaz de unirse al

heparan-sulfato y se demostro su efecto mitogénico en las células endoteliales, por lo que se propuso
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el nombre de factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF (Ferrara y Henzel, 1989; Leung et al.,
1989; Shoeibi et al., 2018).

De todos los miembros de la familia VEGF el més estudiado por su relacion con la angiogénesis
es VEGF-A. Existen 6 isoformas de VEGF-A de diferentes tamafios en humanos, que se expresan en
las células endoteliales, las plaquetas, los macréfagos y las células T activadas, los queratinocitos y los
fibroblastos (Shoeibi et al.,2018). Su diversidad de tamafios determina su diferente difusion a través
de la matriz extracelular, generandose asi un gradiente de citoquinas desde el foco hipdxico: las mas
pequefias difunden por la matriz extracelular (MEC), mientras que las mayores quedan retenidas en la

MEC, cerca del foco.

Las células endoteliales expresan dos receptores de membrana para VEGFRs (del inglés VEGF
Receptors type 1y 2), VEGFR-1 y VEGFR-2. Al unirse VEGF-A a VEGFR-2 se produce un cambio
conformacional y la sefializacion induce la proliferacion y migracion endoteliales, la liberacion de NO
y el aumento de permeabilidad (Koch et al., 2011; Shoeibi et al., 2018). VEGFR-2 media la respuesta
angiogenica, pero VEGFR-1 la inhibe al secuestrar VEGF-A e impedir que se una a VEGFR-2
(Hazarika et al., 2007).

VEGF-A es a quien se alude habitualmente cuando explicamos sus funciones angiogénicas,
quimiotacticas (para macrofagos y granulocitos) y vasodilatadoras mediante el 6xido nitrico, NO. El
VEGF-B regula la angiogénesis embrionaria y parece ser miocardio especifico induciendo
angiogénesis miocéardica (Lhateenvuo et al., 2009). VEGF-C regula la linfagiogénesis y VEGF-D esta
relacionado con los vasos linfaticos peribronquiolares. Como homélogo del VEGF se ha identificado
el factor de crecimiento placentario o PLGF (en inglés Placental growing factor). EI PLGF solo se
une al VEGFR-1, pero puede interaccionar con el VEGF formando el heterodimero PLGF/VEGF (Cao
et al., 1996) y asi proporcionar sefiales angiogénicas y favorecer el reclutamiento de monocitos
(Clauss, 1998).

La haploinsuficiencia del VEGF tras la inactivacion de un alelo, ocasiona la muerte
embrionaria hacia el dia 9, concluyendo que VEGF no es esencial para la diferenciacién inicial de los
angioblastos, pero un nivel de umbral critico es necesario para la formacién de vasos (Carmeliet et al.,
1996).
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1.8.3 VEGF RECEPTORES

La familia VEGF presenta tres receptores con actividad tirosin quinasa intrinseca. VEGFR-1 o
FIt-1 (en inglés FMS gene like tyrosine kinase 1), VEGFR-2 o Flk-1 en raton (en inglés Fetal Liver
Kinase en raton) o KDR en humano (en inglés Kinase insert Domain containing Receptor), y VEGFR-

3 0 Flt-4 en células endoteliales y en otros tipos celulares (Thakker et al., 1999).

PLGF
VEGFB
VEGFA

\ VEGEAY

VEGFR-1(FIt-1) ~ VEGFR-2(FIk-UKDR) VEGFR-3(Flt-4)

Figura 32. Receptores VEGF. Haggstrom 2014

VEGF-A, VEGF-B y PLGF se unen a VEGFR-1; VEGF-A a VEGFR-2 y VEGF-C y VEGF-
D a VEFGR-3 respectivamente.

El VEGFR-1 se expresa de forma importante a nivel placentario. EI VEGFR-2 es el més
frecuente; es el mayor mediador de efectos mitogénicos y angiogénicos conocidos, y responsable del
aumento de la permeabilidad (Dejana et al., 2008). EI VEGFR-3 por su parte estimula la
linfagiogénesis (Shibuya, 2011).

VEGF-A, VEGFR-1 y VEGFR-2 desarrollan un importante papel en la angiogénesis
fisiolégica y tumoral con sobreexpresion de VEGFR-2 en diferentes canceres como mama, colon y

recto, pulmon, cancer urotelial, melanoma, linfoma y un largo etc (Modi et al., 2019).

Ambos son receptores tirosin kinasa (RTK) con un dominio extracelular de union al ligando,
uno de transmembrana y un dominio tirosin-kinasa. Las tirosin-kinasas, de las que se conocen mas de
100 tipos diferentes, son protein-quinasas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato desde ATP

a un residuo de tirosina. Esta fosforilacion es esencial en la transmisién de sefiales intra e intercelulares.
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VEGFR-1 o Flt-1, con una masa de 180kDa es expresado en células endoteliales, monocitos y
macrofagos, células hematopoyéticas y en células dendriticas y pericitos bajo condiciones de hipoxia
(Takahashi et al., 2005; Dikov et al., 2005). VEGFR-1 tiene una gran afinidad por VEGF-A, pero una
débil actividad como tirosin-kinasa. Actua atrapando el VEGF y reduciendo su concentracion
localmente en la proximidad de VEGFR-2, suprimiendo asi las sefiales proangiogénicas. Actla como
un regulador negativo reduciendo la fosforilizacion de la tirosin-kinasa durante la embriogénesis,
estableciendo un balance critico para una vasculogénesis fisiolégica (Tahashi y Shibuya, 2005;
Shibuya, 2006). Tal es asi que los ratones mutantes carentes de VEGFR-1 presentan un

sobrecrecimiento vascular incompatible con la vida (Roberts et al., 2004).

Adicionalmente en el sprouting endotelial, el exceso de ligando o la pérdida genética por
deleccién de VEGFR-1 presentara un crecimiento de los neovasos en direccidn hacia zonas avasculares
y desestabilizacién, pudiendo asi colapsarse. Esto plantea que VEGFR-1 actla suavizando o
modulando la sefializacion VEGFR-2 (Chappell et al., 2016).

VEGFR-1 también es un regulador positivo de la inflamacién mediada por los macréfagos
involucrandose en enfermedades inflamatorias como en la artritis reumatoide (De Bandt et al., 2003),

en la angiogénesis tumoral y las metastasis en adultos (Luttun et al., 2002).

VEGFR2 tiene una masa de 200-230 kDa. Se expresa en células endoteliales y linfaticas, en
megacariocitos y stem cells hematopoyéticas. Es el regulador mediador principal de los efectos
mitogénicos, angiogenicos y de incremento de la permeabilidad de VEGFA en las células endoteliales
y sus niveles en la vasculogénesis y en la angiogénesis se encuentran elevados. (Olsson et al., 2006;
Modi y Kulkarni, 2019).

1. Efectos del VEGF en la angiogénesis

VEGF actlia como una citokina proinflamatoria incrementando la permeabilidad de las células
endoteliales y estimulando el crecimiento vascular endotelial. Asi favorece la llegada de proteinas
plasmaéticas y la entrega de oxigeno y nutrientes, y la formacion de un gel de fibrina extravascular
como medio favorable a las células endoteliales. En tumores su sobreexpresion se ha correlacionado
con una mayor proliferacion y riesgo de metéastasis. Al incremento de la permeabilidad también
contribuye el estimular la produccion de NO via NOS (NO sintasa) y eNOS (endotelial) (Gerber HP
etal., 1998).
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Adicionalmente presenta propiedades citoprotectoras sobre las células endoteliales, incluyendo

la expresion de proteinas antiapoptdticas (Caramelo et al., 2003).

También es fuertemente expresado en los queratinocitos durante la cicatrizacion (Ferrara y
Davis-Smyth, 1997) facilitando la penetracion de los fibroblastos y su sintesis de colageno, y los
aportes para sintetizar la matriz extracelular MEC que actua, ademas de como estroma y andamiaje
para las células, como lugar de almacenaje para los factores de crecimiento angiogénicos (Weis et
al.,2004). En esta interaccion entre citoesqueleto y MEC se establecen contactos por integrinas que
permiten que las vias de sefializacion reciban los factores de crecimiento para la proliferacion y la
supervivencia de las células vasculares. En este proceso también las plaquetas activadas liberan desde
sus granulos a lipasas, proteasas, y factores como VEGF y factor de crecimiento derivado de

plaquetas o PDGF (del inglés Platelet Derived Growth Factor).

Si VEGF se regula por la hipoxia mediante HIF-1a promoviendo la formacion de neovasos,
también el propio VEGF puede estimular la produccion de HIF-1a en una regulacién bidireccional,
en ausencia de hipoxia y en respuesta al ion superéxido que actia como mediador inflamatorio. El
VEGF estimula la produccion de ion superdxido que tiene un papel critico en este feedback que

conduce a la elevacion de HIF-1a (Deudero et al., 2008).

Aunque las células endoteliales son la diana principal del VEGF, también regula el crecimiento
linfatico y esté correlacionado con otros tipos celulares. Asi, durante la embriogénesis vasos y nervios
se desarrollan en paralelo y comparten reguladores comunes. Los nervios periféricos expresan
VEGFR-1y VEGFR-2 y la hipoxia aumenta su expresion en algunas neuronas (Wick et al., 2002). El
VEGF-B también estimula el crecimiento de los nervios simpaticos en el coraz6n como un mecanismo
compensatorio dirigido a conservar la contractilidad (Chen et al., 2001) y sobre las stem cells de la
médula 6sea promoviendo su diferenciacion en cardiomiocitos (Chen et al., 2006) y en células
endoteliales (Blancas et al., 2008), e induce la proliferacién de fibroblastos (Prabhu et al., 2016) y su
activacién a miofibroblastos (Zhao et al., 2016). Los fibroblastos bajo la influencia del VEGF-A su
vez pueden trandiferenciarse en células endoteliales y en miocardiocitos (Qian et al., 2012; Yamakawa
etal., 2015).

El VEGF igualmente actla sobre las células musculares lisas y sobre los pericitos. En las fases
precoces de la angiogénesis las células murales permiten la proliferacion y migracion, y en las tardias
los pericitos previenen de la regresion y proporcionan soporte mecanico y funcional (Ishida et al.,
2001).
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2. VEGF y patogenesis

La familia de VEGF y sus receptores participan en la patogénesis de diferentes enfermedades.
Un exceso de VEGFR-1 se ha relacionado con el retraso del crecimiento intrauterino y la preeclampsia,

derivados de la afectacion placentaria (Sharma et al., 2016; Suzuki et al., 2018).

Las mutaciones de VEGFR o de genes que afectan a la sefializacion del VEGF se han
relacionado con hemangiomas infantiles (Kleinman et al., 2007) y con malformaciones arteriovenosas,
donde se han detectado incremento de los niveles de VEGF-A (Koizumi et al., 2002). En los
hemangiomas se ha identificado células estromales que expresan VEGF-A. El propanolol ha mostrado
reducir la expresion de VEGFR vy la secrecion de VEGF-A regulando a la baja el AMPc (Chim et al.,
2012).

También se ha estudiado el VEGF en respuesta al traumatismo vascular y al dafio endotelial.
En la homeostasis vascular se inducen cambios moleculares y celulares dentro de la luz y la pared. El
aumento de la produccion de VEGF en traumatismos leves tendrian como diana las células endoteliales
favoreciendo la reendotelizacién e inhibiendo la neointima, (Hausner et al., 1999). En los
traumatismos mas severos las células musculares lisas quedarian expuestas y el VEGF favoreceria su
migracion y proliferacion, acompafandose de un aumento de MMP2 y 9, y de una proliferacion
neointimal en la que se registran cifras elevadas de KDR (Bruczko et al., 2016).

1.8.4 ENDOGLINA

1. Expresion y distribucién celular de la endoglina

La endoglina o Eng, CD105 (del inglés Cluster of Differentiation) es una glicoproteina de
transmembrana. Fue identificada en las células endoteliales a mediados de los afios 80, con el
anticuerpo monoclonal 44G4 contra células linfoblasticas humanas. El gen de la endoglina humana

(ENG) esté localizado en el cromosoma 9q34 (Fernandez-Ruiz et al., 1993).

Varias lineas de investigacion han descrito su funcion en la angiogénesis, en el desarrollo
cardiovascular y en el remodelado vascular (Fonsatti et al 2001; Duff et al., 2003). Su presencia en las
celulas de las tres capas de la pared vascular (intima, media y adventicia), sugiere un importante papel

en la fisiologia vascular estando muy involucrada en la funcién del endotelio y en la homeostasis
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vascular y como molécula proangiogenica desempefia un papel regulador en la angiogénesis (Lopez

Novoa y Bernabeu, 2010).

Su expresion reducida en las lineas celulares de endotelio, musculo liso vascular y fibroblastos,
la ha relacionado con la Telangiectasia Hemorragica Hereditaria o HHT (en inglés Hereditary
Hemorrhagic Telangiectasia) conocida como sindrome de Rendu-Osler-Weber, confirmando que su

presencia en estos tipos celulares es imprescindible (Marchuk, 1998).

La HHT es una enfermedad rara con telangiectasias en la cara y las mucosas buconasales y las
manos que ocasiona hemorragias graves y frecuentes por la fragilidad vascular consecuencia de una
angiogénesis alterada (Mahmoud et al., 2010 y 2011; Ruiz-Llorente et al., 2017). Ademas, también
pueden presentarse malformaciones arteriovenosas en el cerebro, higado y tracto gastrointestinal
(Shovlin y Letarte, 1999). Se conocen seis tipos de HHT causadas por mutaciones en diferentes genes
relacionados con la via de sefializacion del TGF-p, pero el 90% de los casos pertenecen a la HHT-1
por haploinsuficiencia de la endoglina o a la HHT-2 por mutaciones en el gen ALK1 (en inglés
Anaplasic lymphoma kinase receptor) (McDonald et al., 2015).

Su expresion predominantemente endotelial la convierte asi en un mejor marcador de células
endoteliales que otros propuestos anteriormente como el VEGFR-2, ciertas moléculas de adhesion
como ICAM (en inglés Intercellular adhesion molecule), PECAM (platelet-endotelial adhesion
molecule) y VCAM (vascular adhesion molecule), o el factor de coagulacion de von Willebrand
(VWEF, del inglés von Willebrand Factor) (Gougos y Letarte, 1988; Graulich et al., 1999). Tal
expresion se ha demostrado tanto en adultos como durante la embriogénesis (Arthur et al., 2000), y

tanto en arterias como en venas (Mahmoud et al., 2009).

Alternativamente, también se ha demostrado su expresion en las células de masculo liso
vascular y en los pericitos (Conley et al., 2000; Rivera y Brekken, 2011), en el sincitiotrofoblasto
placentario (Gougos et al., 1992), y en menor medida en células de origen hematopoyético como los
precursores de células B (Zhang et al., 1999), los proeritroblastos (Buhring et al., 1991), en células
estromales de la médula dsea (Rokhlin et al., 1995) y los macréfagos (O’Connell et al., 1992), los
fibroblastos (Gougos y Letarte, 1988a), los condrocitos (Parker et al., 2003), las células mesangiales

de rifion (Diez-Marques et al.,2002) y en las células estrelladas del higado (Meurer et al., 2005).
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2. Estructura de la endoglina

Figura 33. Estructuras 3D del TGFB y TPR y de la Endoglina (Radaev et al., 2010 y Llorca el al., 2007).

Es una glicoproteina homodimérica tipo I, con dos mondémeros de 90 kDa unidos mediante
puentes disulfuro. Su estructura primaria consta de 658 aminoacidos de 180 kDa de peso molecular;

561 amino&cidos corresponden al dominio extracelular y 47 a la cola citoplasmaética.

En el dominio extracelular presenta una zona que interacciona con ligandos de la superfamilia
del factor de crecimiento transformante TGF (del inglés transforming growth factor), y un dominio de
yuxtamembrana o zona pelGcida (ZP), muy conservada en las especies, donde destaca la secuencia
RGD, un tripéptido Arg399-Gly400-Asp401 implicado en interacciones basadas en integrinas a nivel
plaquetario y leucocitario, y en la adhesion celular. La adhesion participa en la hemostasis, la trombosis
y la inflamacidn, fenémenos en los que el endotelio juega un papel muy importante (Gougos y Letarte,
1990; Jovine et al., 2005; Rossi et al., 2013 y 2017). Tras ese dominio, una region de transmembrana
y finalmente, un pequefio dominio citoplasmatico C-terminal, que a pesar de no tener actividad
enzimatica, es rico en serinas y treoninas susceptibles de ser fosforiladas por los receptores de TGF
ALK1y TBRII (Koleva et al., 2006; Lastres et al.,; 1994; Pan et al., 2014) .

Ademas de esta isoforma predominante de L-endoglina también se ha descrito en humanos y
raton una isoforma minoritaria de tallo citoplasmico méas corto denominada S-endoglina, (Bellon et
al., 1993; Pérez-Gomez et al., 2005). La S-endoglina carece de dianas de fosforilizacion. Su papel esta
aun poco estudiado pero su expresion se induce durante la senescencia en las células endoteliales y los
macrofagos (Blanco et al., 2008; Aristorena et al., 2014), lo que ha sugerido su papel en un mayor
dafio en la revascularizacion en ancianos (Faber et al., 2011).
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Las diferentes propiedades celulares observadas en la expresion de L-endoglina o S-endoglina
sugieren que el dominio intracelular es esencial en la modulacion de los diferentes procesos celulares
(Velasco et al., 2008).

L ENDOGLINA S ENDOGLINA

)
Dominio
v hotrfane

)

RGO ENDOGLINA
SOLUBLE
)’
MMP-14

Figura 34. Isoformas de endoglina con diferente dominio citoplasmatico. La endoglina soluble es la forma
circulante producida por proteo6lisis de ambas. Ollauri-Ibafiez C. Efecto de la sobreexpresion de endoglina sobre

la angiogénesis tumoral y fisiol6gica. Tesis doctoral. Universidad de Salamanca., 2018.

Aparte de estas dos isoformas, existe un tipo de endoglina circulante o soluble (sEng) liberada
por laaccion de MMP-14 sobre las isoformas anteriores unidas a la membrana (Hawinkels et al., 2010;
Valbuena-Diez et al., 2012). Se han detectado altas concentraciones de SEng en pacientes con cancer.
(Fonsatti et al., 2001; Li et al., 2000), preeclampsia (Malhotra et al., 2013) y en afecciones cardiacas
(Kapur et al., 2013).

Pero a sEng también se le han atribuido propiedades antiangiogénicas y se ha demostrado que
sEng inhibe la formacidon de capilares in vitro (Venkatesha et al., 2006). Su union a los ligandos TGF-
B o BMP (en inglés Bone Morfogenic Protein), interfiere la union a las endoglinas de membrana del
complejo de receptores de TGF-, impidiendo la sefial angiogénica (Castonguay et al., 2011; Ollauri-
Ibafiez et al., 2017).
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3. Funciones de la Endoglina: regulacion de la sefializacién del TGF-g

La superfamilia TGF- comprende ademas del TGF-f y sus isoformas TGF-B1, TGF-2 y
TGF-B3 (el factor mejor estudiado) un gran nimero de proteinas adicionales que constituyen33
ligandos: diez proteinas morfogenéticas dseas (BMP), activinas, inhibinas, factores de crecimiento y

diferenciacion entre otros (Morikawa et al., 2016).

Pese a sus similitudes estructurales tienen multitud de funciones vinculadas al desarrollo y la
diferenciacion celulares y al mantenimiento de la homeostasia de los tejidos, desarrollando funciones
en la cicatrizacion y regeneracion tisulares y en la respuesta inmune, desde el embrién al adulto. Sus
efectos son contextuales y en las mismas células en condiciones variables o con la coestimulacion de

otras citoquinas pueden modificar su respuesta.

Su funcidn mejor descrita es su papel como supresor tumoral (Massagué, 2008). En las primeras
fases tumorales, la sefalizacion por TGF-f induce de una parada de ciclo y asi se controla el
crecimiento celular desordenado. Sin embargo, en estadios avanzados, el TGF-B promueve la
progresion tumoral y las metastasis mediante la induccion de la angiogénesis y el escape de células al

sistema de inmunovigilancia (Horbelt et al., 2012).

También se le ha relacionado con un aumento de la sintesis de MEC en fibroblastos (Verrecchia
y Mauviel, 2007), esencial en los procesos de cicatrizacion. Alternativamente, las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP), ademéas de actuar en la diferenciacion del hueso también se han
implicado en la angiogénesis induciendo la maduracion al inhibir la proliferacion y migracion (David
et al., 2009).
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Tabla 1. Familia de TGF Modificado de Morikawa et al, 2016.

Official gene

Protein name symbol (human) Protein name synonyms

TGF-Bl1 TGFBI CIF-A (cartilage-inducing factor-A), differentiation-inhibiting
factor

TGF-B2 TGFB2 G-TsF (glioblastoma-derived, T-cell suppressor factor), BSC-1 GI
(BSC-1 cell-growth inhibitor), polyergin, CIF-B (cartilage-
inducing factor-B)

TGF-B3 TGFB3

Inhibin « INHA Inhibin A and B*

Inhibin B, INHBA Inhibin A and activin A or AB,"” FRP ( follicle-stimulating
hormone-releasing protein), EDF (erythroid differentiation
factor), XTC-MIF (Xenopus XTC cell mesoderm-inducing
factor)

Inhibin By INHBB Inhibin B and activin B or AB,*® XTC-MIF

Inhibin B¢ INHBC Activin C°

Inhibin B¢ INHBE Activin E°

Nodal NODAL BMP-16 (bone morphogenetic protein-16)

Myostatin MSTN GDF-8 (growth and differentiation factor-8)

BMP-2 BMP2

BMP-3 BMP3 Osteogenin

BMP-4 BMP4 BMP-2B

BMP-5 BMP5

BMP-6 BMP6 Vgrl (Vgl-related protein)

BMP-7 BMP7 OP-1 (osteogenic protein-1)

BMP-8A BMPSA OP-2

BMP-8B BMPSB OP-3

BMP-9 GDF2 GDEF-2

BMP-10 BMP10

GDF-1 GDFI

GDF-3 GDF3 Var2

GDF-5 GDF5 CDMP-1 (cartilage-derived morphogenetic protein-1), BMP-14

GDF-6 GDF6 CDMP-2, BMP-13

GDF-7 GDF7 CDMP-3, BMP-12

GDF-9 GDF9

GDF-9B BMPI5 BMP-15

GDF-10 GDF10 BMP-3b

GDF-11 GDFI1 BMP-11

GDF-15 GDFI5 Placental TGF-B, placental BMP (PLAB), PDF ( prostate-derived

factor), NAG-1 (nonsteroidal anti-inflammatory drug-activated
gene-1), MIC-1 (macrophage inhibitory cytokine-1)

La Endoglina actia como un receptor auxiliar en el complejo receptor para varios miembros
de la superfamilia del TGF-p. Interactua con los receptores de TGF-f tipo I y tipo IT (TBR-I y TBR-
I1, respectivamente) para conformar el complejo del receptor TGF-p ¢ iniciar y modular su cascada
de sefializacion. (Cheifetz et al., 1992, Lastres et al., 1996; Wong et al., 2000) mediante la
fosforilizacion de proteinas Smad que penetran en el nlcleo y promueven la expresion de varios
genes proangiogenicos cuya diana son las células endoteliales que adquieren un fenotipo
proangiogénico favoreciendo la proliferacion y migracion y la degradacion de la MEC e
inversamente en ausencia de endoglina o en presencia de S Endoglina la sefializacion alternativa
favorece un endotelio menos proliferativo y migratorio. (Velasco et al., 2008; Nufiez-Gomez et al.,
2017; Ollauri-Ibafiez et al., 2017).
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En la mayoria de células, la sefializacion del TGF-p se efectaa por el receptor tipo I ALKS (en
inglés Activin receptor-like kinase 5). En el endotelio se produce por el ALK1 (en inglés Activin

receptor-like kinase 1) y sus ligandos principales son TGF-p1 y BMP9 (Saito et al., 2017).

Cuando el TGF-B1 se une al receptor de tipo II 0TBR-11, el receptor de tipo | ALK1 y endoglina
son reclutados y fosforilados, desatando una cascada sefializadora mediante la fosforilizacién de las
Smad 1/5/8 que se unen a la Smad 4 promoviendo la expresion de genes proangiogénicos cuya diana
son las células endoteliales que adquieren un fenotipo proangiogéncico, incrementando su
proliferacion y migracion, y la degradacion de la MEC. Al contrario, en ausencia de endoglina o en
presencia de S Endoglina la sefializacion es por ALK5 y la via Smad 2/3 que favorece un endotelio
menos proliferativo y migratorio. (Velasco et al., 2008; NUfiez-Gomez et al., 2017; Ollauri-lbafiez et
al., 2017).

Algunos trabajos han sugerido que endoglina puede tener funciones independientes a la
modulacion de TGF-pB. La sobreexpresion de endoglina afecta a la adhesion celular en ausencia de
TGF-B (Guerrero-Esteo et al., 1999). Ademas, endoglina participa en la organizacion del citoesqueleto
(Conley et al., 2004; Sanz-Rodriguez et al., 2004) y protege frente a la apoptosis producida por la
hipoxia (Li et al., 2003).

4. Expresion en tejidos neoangiogénicos

La expresion de endoglina se regula durante el desarrollo cardiaco (Arthur et al., 2000) y
aumenta durante la formacion de los tabiques y las valvulas cardiacas (Qu et al., 1998).

Su papel protagonista en la angiogénesis y la morfogénesis vascular se confirmé con los
embriones knockout para endoglina, que mueren hacia la mitad de la gestacion, entre los dias 10-11
por deficiencias de la vasculogénesis del saco vitelino y en el desarrollo cardiovascular (Bourdeau et
al.,1999; Li et al.,1999). Los fallos en el remodelado vascular primitivo originan vasos inmaduros
anormalmente fréagiles responsables de hemorragias internas fatales. También presentan
malformaciones valvulares y de la tabicacion cardiaca embrionaria (Arthur et al., 2000). Los ratones
nulos ALK1 y TPR-II mueren debido a alteraciones vasculares similares, implicandose no sélo el
endotelio sino también una reduccidon de las células musculares lisas murales (Martin et al., 1995; Oh

et al., 2000). En la misma direccion, la deleccion de endoglina en células endoteliales modifica la
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sefializacion de VEGF al alterar la cinética de VEGFR-2 inducida por VEGF-A, aungue no se conoce

por completo su mecanismo (Jin et al, 2017)

Alternativamente, la endoglina se sobreexpresa en el frente vascular del endotelio activado en
respuesta a una lesion, y se la ha involucrado en multiples respuestas celulares en tejidos en los que se
produce angiogénesis probablemente a través de un mecanismo mediado por la hipoxia (Sanchez-
Elsner et al., 2002). En concreto, endoglina se sobreexpresa en el frente vascular donde se localiza el
sprouting (Barnett et al., 2014) Sus niveles aumentan tras el infarto de miocardio, y la recuperacion
del area infartada depende de su expresion (Van Laake et al., 2006). También se ha observado en los
vasos sanguineos que han sufrido un dafio vascular (Mufioz et al., 2012), tras la induccion de la
angiogenesis en la retina (Barnett et al., 2014) y durante la angiogénesis patoldgica de la colitis cronica
(Ardelean et al., 2014), y de tumores solidos (Paauwe et al., 2013), y se ha identificado como
biomarcador en ciertas patologias cardiovasculares como la preeclampsia (Leafios et al, 2019) o
aquellas relacionadas con la disfuncion endotelial y la hipercolesterolemia entre otras (Rathouska et
al., 2015).

Aunque la endoglina es un marcador predominantemente endotelial que se expresa en mayor
medida en venas y capilares que en arterias (Mahmoud et al., 2010), También se expresa en las células
murales. Interacciona con las integrinas de las células murales favoreciendo su adhesion al endotelio
y la maduracion vascular (Rossi et al., 2016). Por ello se plantea su implicacion en la diferenciacion
arteriovenosa. Adicionalmente, se ha observado que la deleccién de endoglina en embriones de raton

se asocia a la expresion de marcadores venosos en arterias (Mancini et al., 2009).

El gen de endoglina presenta en su promotor una secuencia HRE, moduladora de la respuesta
transcripcional a HIF-1a, promoviendo su expresion. Tanto los promotores de TGF-p1 como de
VEGF, también tienen una secuencia HRE, e igualmente estimulan la expresion de endoglina y de
HIF-1a (Sanchez-Elsner et al., 2001; Hung et al., 2013; NUfiez-Gomez et al., 2017).

El aumento de la expresion de endoglina por el TGF-B1 (Sanchez-Elsner et al., 2002), lo
sugiere que la expresién de endoglina puede regularse mediante una cooperacién sinérgica entre la
hipoxia y el TGF-B1 debido a la presencia de HRE en sus promotores de genes, Yy el tratamiento con
TGF-B1 puede aumentar la expresion de HIF-1a en células endoteliales tanto en condiciones hipoxicas
como normoxicas. (Basu et al., 2011) y de manera alternativa, la hipoxia también puede estimular su
expresion indirectamente mediante la activacion de la via de las proteinas quinasas activadas por

mitdgenos MAPK (en inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) (Zhu et al., 2003).
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5. Endoglina en el reclutamiento de progenitores endoteliales

Las poblaciones de células progenitoras endoteliales EPC (en inglés Endothelial Progenitor
Cells) derivadas de la médula 6sea del adulto se movilizan a la circulacion mediante estimulos como
los estrogenos y el VEGF (Lyden et al., 2001). Se han caracterizado dos poblaciones. Por un lado, las
EPC tempranas, de perfil hematopoyético, y por otro las EPC tardias, con un rasgo genémico similar
al endotelio y capacidad de formar brotes angiogénicos in vitro (Martin Ramirez et al., 2012). Ademas,
una fraccion de las células endoteliales en la pared vascular son las Ilamadas “células precursoras
residentes” (Zengin et al., 2006). Las EPC, circulantes o residentes, pueden diferenciarse en EC
maduras. Se cree asi que las EPC intervienen en la angiogénesis, y como reservorio de reemplazo de

las células endoteliales disfuncionales o senescentes (Reyes et al., 2002; Goon et al., 2006).

Los niveles de EPC circulantes aumentan después de una lesion vascular y en varias
enfermedades se relacionan con la regeneracion de la vascularizacion después de una lesion (Gill et
al., 2001). La Endoglina, expresada por células endoteliales maduras (Pelosi et al., 2012), puede
también expresarse por EPC después de la diferenciacion impulsada por VEGF en células endoteliales
(Bagley et al., 2005).

6. Endoglina en la inflamacién y en la insuficiencia venosa cronica

En la inflamacidn, los niveles de endoglina aumentan. Se ha confirmado su expresion en celulas
monociticas y en células epiteliales (Lopez Novoa et al., 2010). Alternativamente, la endoglina de las
celulas endoteliales interacciona con la integrina o185 de los leucocitos, regulando su adhesion y

transmigracion (Rossi et al., 2013).

Las células endoteliales de pacientes con IVC muestran un fenotipo proinflamatorio, mayor

cuanto mas avanzada es la enfermedad (Tisato et al., 2012).

Respecto a la IVC, solo existe una publicacion que estudio los niveles de sEng y TGF-R en
ulceras, comparando la concentracion de sEng en el exudado en la fase inflamatoria y en la fase de
granulacion post-tratamiento, observando en estas ultimas mayores niveles de endoglina soluble lo que
probablemente afecta a la adhesién leucocitaria, reduciendo la respuesta inflamatoria favoreciendo la

cicatrizacién (Ligi et al., 2017).
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Tabla 2. Niveles de Endoglina y eventos vasculares. (Nufiez Gdmez et al., 2017).
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1.9 NEOANGIOENESIS Y CICATRIZACION

UNION SAFENO 77 °

FEMORAL LIGADA -«

COLATERALES DE :
CAYADO \ &

COLATERALES DEL CAYADO

Figura 35. Union safenofemoral y entorno cicatricial.

La recidiva varicosa por neocayado neangiogénico se desarrolla en el entorno cicatricial del

abordaje de la intervencion previa de la union safenofemoral por varices esenciales.

La cicatrizacion de las heridas presenta una compleja cascada de fendmenos celulares que
ordenamos en fases. La hemostasia inicial supone la formacién del codgulo y una matriz provisional
de fibrina y fibronectina que proporcionan un andamiaje para las migraciones posteriores de celulas
inflamatorias, endoteliales y mesenquimales. Esta fase inicial inflamatoria se prolonga entre los dias 2
y 5 y tras ella la fase proliferativa se prolonga hasta las tres semanas con formacion de un tejido de
granulacion compuesto de fibroblastos y en menor medida células musculares lisas, macrofagos y

células endoteliales, reemplazando la matriz de fibrina por colageno tipo IlI.

En esa primera fase inflamatoria se produce el reclutamiento y la infiltracién de células
fagociticas activadas, neutréfilos y macrofagos principalmente, y también linfocitos y mastocitos en
menor medida. Se liberan ROS o especies reactivas de oxigeno (en inglés Reactive Oxygen Species)
que incluyen oxigeno, radicales libres y perdxidos antioxidantes con poder bactericida para asi
prevenir la infeccion (Babior et al., 1973). Especificamente H2O: es relativamente estable, y puede
atravesar la membrana actuando como mensajero celular, induciendo especificamete la expresion de
VEGF en queratinocitos sin la mediacion por HIF-1, mediante una via diferente induciendo la

fosforilizacion de la tirosina, y estimular la sintesis de colageno (Sen et al., 2002). También se ha
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estudiado la generacion de ROS por un mecanismo alternativo NADPH oxidasa dependiente
(Gonzélez et al., 2014) cuya deficiencia ocasiona la enfermedad granulomatosa crénica asociada a

infecciones de herida y compromiso de la cicatrizacion.

Localmente, los niveles altos de lactato y la hipoxia local activan la via HIF1 incrementando la
vascularizacion y estimulando una angiogénesis reparativa. EI VEGF induce la proliferacion de los
fibroblastos facilitando la sintesis de colageno y de matriz extracelular MEC formando un nuevo tejido
de granulacion que necesita madurar y remodelarse, consolidandose generalmente en los dos meses
siguientes. VEGF también facilita su activacion a fenotipo miofibroblastico que expresan los VEGFR-
1, VEGFR-2 y VEGFR-3 e igualmente promueve la transdiferenciacion desde fibroblastos a células

endoteliales y a miocardiocitos, (Yamakawa et al., 2015).

En la cicatrizacion por primera intencion con sutura directa en heridas limpias la reepitelizacion

y la regeneracion predominan sobre la fibrosis.

En este microclima dindmico otros numerosos mediadores quimicos cooperan entre si como
el PDGF (en inglés Platelet Derived Growth Factor), el EGF (en inglés Epidermic Growth Factor) el
FGF (en inglés Fibroblastic Growth Factor), TNF (en inglés Tumoral Necrosis Factor) y diferentes
interleukinas. Asi, la expresion de la endoglina que en el endotelio quiescente maduro normal es
indetectable o en niveles bajos, se eleva durante la inflamacion. Sus niveles se correlacionan con el
infiltrado inflamatorio y la transmigracion leucocitaria y el recrutamiento de los linfocitos T. En las
heridas el aumento se ha observado, no solo en el endotelio sino también en los miofibroblastos de la
herida desde el primer o segundo dia con un pico de expresion entre el séptimo y décimo dia
coindicente con el pico de extravasacion de los linfocitos y los niveles se mantuvieron en un nivel alto
hasta los 28 dias, cuando sus niveles comenzaron a caer permaneciendo indetectables en el tejido

cicatricial (Torsney et al., 2002).

La endoglina es uno de varios receptores de TGFb inducidos durante la cicatrizacion de heridas
y el incremento de su expresiéon puede tener importancia porque TGFb1 actla como un poderoso
inhibidor de la proliferacion de células endoteliales in vitro (Muller et al.,1987), mientras que los
niveles elevados de endoglina contrarrestan estos efectos inhibidores del crecimiento y asi permitir
que las celulas endoteliales proliferen incluso en presencia de altas concentraciones de TGF que es
liberado abundantemente por las plaquetas, los macréfagos y los leucocitos en el foco inflamatorio de
la herida. Alternativamente, el TGF se ha correlacionado con un aumento de la sintesis de MEC en los
fibroblastos. (VVerrecchiay Mauviel, 2007). A partir de la tercera semana y prolongandose en los meses

siguientes se produce la remodelacion, con progresiva reduccion del colageno tipo 111y sustitucion por
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colageno tipo | para dotarla de resistencia tensil y simultaneamente se produce la contraccion de la

herida por los miofibroblatos.

HERIDA
ACTIVADORES DE MEDIADORES
LA COAGULACION INFLAMATORIOS FACTORES DE CRECIMIENTO
HEMOSTASIA PROLIFERACION ENDOTELIAL Y
ESTABILIZACION DE LA HERIDA INFIL LEUCOCITARIO DIFERENCIACION FIBROBLASTICA

LEUCOCITOS e MACROFAGDS

ACTIVIDAD FAGOCITICA Y ANTIINFECCIOSA

Figura 36. Fisiopatologia de la cicatrizacion.
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Figura 37. Factores moleculares en la recurrencia varicosa inguinal. ROS: Especies Reactivas de Oxigeno;

HIF-1y2, Factor inducible por hipoxia; TGF-f, factor de crecimiento transformante beta; ALK 5y 1 (receptores

TGB- B) VEGF, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular y sus receptores VEGFR- 1y 2.
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I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

La Insuficiencia Venosa Crdnica (I\VC) tiene una alta prevalencia en las sociedades occidentales.
En sus estadios clinicos evolucionados, la IVC compromete de manera relevante la calidad de vida de
los pacientes que la sufren y les supone importantes limitaciones fisicas y emocionales. En el subgrupo
de pacientes jovenes es causa justificada de absentismo laboral prolongado, restringiendo por ello su vida

laboral. A la repercusion social se le afiade el impacto econdémico sobre el sistema sanitario.

La IVC ha sido considerada tradicionalmente como una enfermedad menor porque su relevancia
clinica no se asocia a mortalidad, por lo que ha sido habitualmente relegada y, por ello, ain quedan
interrogantes por aclarar, especialmente en el campo de la investigacion basica. No se conoce con certeza
su etiopatogenia ni existen marcadores que puedan predecir su evolucion o su probabilidad de

recurrencia.

Este estudio de biomarcadores intenta contribuir a un mejor conocimiento de este problema en su

etiologia y recurrencia.

2.2 HIPOTESIS

En el estudio del mecanismo etiopatogénico de la IVC se ha analizado el papel de la hipoxia de
la pared venosa como una de las variables en la presentacion y progresion de la enfermedad varicosa.
Asimismo, el desarrollo de las varices recurrentes por reaparicion de un neocayado safenofemoral
angiogénico, se produce en un entorno cicatricial donde la hipoxia y la inflamacién locales, constituyen

estimulos fundamentales en la cascada de sefializacion.

El conocimiento en biologia molecular de la respuesta a la hipoxia y la responsabilidad de HIF y
de VEGF vy sus receptores en la secuencia angiogénica, han sido ampliamente estudiados en oncologia,
disefiando terapias antiangiogénicas inhibidores de esas moléculas. Sin embargo, su protagonismo en la
etiopatogenia de la IVC y de manera especial en la recurrencia varicosa por un neocayado

neoangiogénico no ha sido tan extensamente estudiado.
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Endoglina es una proteina fundamental en la fisiologia endotelial y actia modulando la
angiogenesis y la inflamacion, junto con otras moléculas proangiogénicas o antiangiogénicas e

inflamatorias, por lo que pudiera tener participacion en la IVC.

Por todo ello, si determinados aspectos biomoleculares de la fisiopatologia de la I\VC permanecen
desconocidos, y la angiogénesis estd implicada en el desarrollo de varices y en especial en su recidiva,
nos planteamos como hipotesis, que ciertas moléculas relacionadas con la angiogénesis y mas
concretamente endoglina como molécula menos estudiada., podrian estar involucradas tanto en el

desarrollo de las varices esenciales como en su recidiva.

2.3 OBJETIVOS

1. OBJETIVOS PRIMARIOS

1. Determinar los niveles en muestras de tejido bidpsico de diferentes marcadores de angiogénesis
HIF, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2 y Endoglina en un subgrupo de pacientes sin enfermedad varicosa,
en un segundo subgrupo de pacientes aquejados de varices esenciales y sometidos a safenectomia interna
segun la técnica standard y en un tercer subgrupo de pacientes con varices recidivadas por la presentacion

de un neocayado angiogénico.

2. Medir las concentraciones séricas en plasma de tales factores solubles angiogénicos de forma

basal previamente a la intervencion quirurgica y a los tres meses de haber sido intervenidos.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Analizar si cambios en la expresién de endoglina pudiesen estar relacionados con un mayor
riesgo de desarrollo de la enfermedad varicosa primaria y si en las recurrencias por neocayados en la
unién safenofemoral, endoglina pudiese estar relacionada con una angiogénesis excesiva 0

descontrolada.

2. Investigar si hay diferencias entre las concentraciones de factores angiogénicos en dependencia
de la zona de tejido biopsiada de la proximidad del cayado de la union safenofemoral y de las varices

tronculares distales.
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3. Estudiar si las determinaciones de los marcadores pueden presentar correlacion con el grado
evolutivo de expresion clinica de la enfermedad en general, y en particular si es enfermedad primaria o

recurrente.

Si tales hipotesis fuesen correctas, plantear si el uso de farmacos que regulasen la expresion de
endoglina pudiese estar indicado en la prevencién de la recidiva en subgrupos de pacientes con un mayor

riesgo.
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I11. MATERIAL Y METODOS

3.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

RESPONSABILIDADES ETICAS

Los pacientes participantes en el estudio son pacientes de la Unidad de Angiologia y Cirugia
Vascular del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca -CAUSA. Fueron operados por cirujanos
de dicha Unidad entre marzo 2018 y octubre 2020. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion del Area de Salud de Salamanca que se ajusta a las normas éticas y de buena préctica
clinica de la Asociacion Médica mundial y de la Declaracion de Helsinki. Codigo CEImPI 2019 03 204
aprobado el 1 /3/2019.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para participar en el estudio y sus
datos fueron tratados de forma confidencial y encriptada de acuerdo con lo establecido en la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la Ley 14/2007, de 3 de

julio, de Investigacion biomédica.

En cada paciente se obtuvo una muestra de suero previa a la intervencion quirdrgica en el
momento del ingreso y muestras de tejido durante la intervencion quirdrgica (dia 0). A los pacientes
intervenidos por EVAR / TEVAR y en quienes obtuvieron muestras de venas sanas, lo cuidados
habituales fueron los correspondientes a la vigilancia de la herida y se les paut6 profilaxls de ETEV y la
antiagregacion de rutina indicada en materiales protésicos. A los de pacientes intervenidos por varices
primarias o recurrentes se les puso un vendaje compresivo durante aproximadamente siete dias, hasta el
momento de la retirada del material de sutura, y se les indicé de manera rutinaris profilaxis de ETEV con
HBPM

Posteriormente, se realizé una segunda determinacidn de suero en la revision de consultas, a los
tres meses de la intervencion quirdrgica segun la pauta habitual de seguimiento clinico postoperatorio
cuando las equimosis y hematomas postoperatorios, rutinarios en las intervenciones de varices

habitualmente ya se han reabsorbido y desaparecido.

En el presente estudio se incluyeron inicialmente 63 pacientes, divididos en tres grupos. El
grupo 1 de 18 pacientes sin varices, como control. El grupo 2 varices primarias 0 no recurrentes (n =
24) y el grupo 3 con varices recurrentes (n = 21) distribuidos por sexo y edad segun se detalla en la
tabla 3.
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Tabla 3. Distribucion por sexos y edades de los grupos.

Grupos Pacientes Sexo (M/W)* Edad (afios)
Control 18 17/1 58-84
Vena varicosa primaria 24 7/17 33-67
Vena varicosa recurrente 21 8/13 32-69

* M (hombres); W (mujer).

3.1.1 GRUPO 1: GRUPO CONTROL

Integrado por 18 pacientes con diagnostico de aneurisma de aorta, sin varices, ni signos de 1VC,
que fueron sometidos a intervenciones electivas de reparacion endovascular de aneurisma (EVAR, del
inglés Endovascular Aneurysm Repair) o de reparacion endovascular de aorta toracica (TEVAR, del
inglés Thoracic Endovascular Aortic Repair). En este grupo se obtuvieron muestras mediante biopsias
incisionales procedentes de las colaterales venosas del cayado, venas pudendas o venas epigastricas,

durante el abordaje femoral para el procedimiento endovascular.

La interpretacion de los datos ha de limitarse en este grupo control de pacientes pues la edad de
diagnostico de los aneurismas es significativamente mayor, predominando mayoritariamente en
hombres. Ademas, este grupo de pacientes por sus comorbilidades asociadas presentan una valoracion
preaneestésica ASA mas elevada y postoperatoriamente son antiagregados indefinidamente.

Tras evaluar dichos sesgos el grupo | fue desestimado como grupo control, realizando las
comparaciones relativas entre ambos grupos de pacientes aquejados de enfermedad varicosa tanto
primaria en el grupo 2 o PVV (en inglés Primary Varicose Veins), como recidivada en el grupo 3 0 RVV

(en inglés Recurrent Varicose Veins).
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Tabla 4. Epidemiologia grupo 1

Grupo 1

Grupo 1
Varones Mujeres
17 (94.4%) 1(5.6%)

N=18
Rango de edades: 58-84
Edad media: 69.7

= Varones Mujeres

3.1.2 GRUPO 2: PACIENTES CON VARICES PRIMARIAS

Criterios de inclusion: 24 pacientes diagnosticados de varices esenciales por insuficiencia de la
union safeno-femoral con grados CEAP C2-6, ASA I-11, y con reflujos detectados mediante ecodoppler

de mas de 0.5 seg de duracion (Labropoulos et al, 2003).

Criterios de exclusién: varices postromboticas y congénitas CEAP CO0-1; varices no tronculares.
indice de masa corporal o IMC >30 y ASA Il (en inglés American Society of Anesthesiology). La
presencia de hallazgos patoldgicos en el sistema venoso profundo fue considerada un criterio de
exclusion. Igualmente, el embarazo y parto en el Gltimo afio, y la coexistenca de enfermedades

inflamatorias y tumorales activas.

Fueron intervenidos practicando desconexion safenofemoral, stripping de safena interna y
reseccion de colaterales. Se obtuvo una doble biopsia. Una muestra de vena safena interna en la inmediata
proximidad de la union safenofemoral de mas de un cm de longitud y una segunda muestra de varices

R3 del muslo o la pierna.

Tabla 5. Epidemiologia grupo 2
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Grupo 2

Grupo 2

Varones Mujeres
8(33.3%) 16 (66.6%)
N=24
Rango de edades: 33-67
Edad media: 50.8

= Varones Mujeres

3.1.3 GRUPO 3: PACIENTES CON VARICES RECIDIVADAS

Inicialmente se reclutaron 24 pacientes de los que 2 se perdieron en el procesamiento y uno en el
seguimiento. Los criterios clinicos de inclusién y exclusién se definieron al igual que para el grupo 2,
reclutando pacientes diagnosticados como recidivas inguinales desde la unién safenofemoral, que en el
ecodoppler preoperatorio presentasen imagenes sugestivas de neocayado neoangiogénico con reflujo
igualmente prolongado diagonsticado mediante eco-doppler. Fueron sometidos a reintervencion
quirurgica obteniendo igualmente dos muestras bidpsicas. Una primera muestra del neocayado resecado

de la unién safenofemoral y una segunda de varices R3 del muslo o pierna.

Determinar las fechas de la intervencion previa resulté infructuoso. Un nimero alto de pacientes
habian sido operados por vez primera en otros centros, sin tener disponibilidad de infomes de las
intervenciones previas. En la anamnesis la precision de las fechas fue igualmente erratica pues los
pacientes en su mayor parte consideraban la intervecion previa como una cirugia menor sin que
conservsasen los informes de las mismas. En ningln caso se intervinieron pacientes que hubiesen sido

intervenidos en los 5 Gltimos afios previos.

Como en el grupo previo durante el postoperatorio a los pacientes se les indicé analgesia a
demanda, heparina de bajo peso molecular postoperatoriamente hasta la retirada del vendaje compresivo

al 7° dia y se les indicé terapia compresiva con media de presoterapia durante tres meses.
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Tabla 6. Epidemiologia grupo 3

Grupo 3

Varones Mujeres
8 (38%) 13 (62%)

N=21
Rango de edades: 32-69
Edad media: 51.6

= \/arones Mujeres

Tabla 7. Distribucion grupos por sexo y edades

Distribucion por sexos y por edades

-
s
100 ) .. l- »
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GRUPO 1: GRUPO CONTROL GRUPO 2: VARICES ESENCIALES GRUPO 3 VARICES RECIDIVADAS

Figura 38. Muestras de tejido. EI grupo 1 control, biopsias de venas colaterales del cayado safeno. EIl grupo 2,
muestras de varices primarias: 2A biopsias del cayado safeno-femoral; 2B, R3 de safena interna distales. EI grupo
3, recidivas: las 3A biopsias del neocayado; las 3B biopsias de varices tronculares de ese territorio.

3.2 METODOLOGIA Y PROCESAMIENTO DE LAS BIOPSIAS

Las biopsias fueron inmediatamente conservadas mediante congelacion en nitrogeno liquido y

posteriormente se almacenaron anonimizadas en un congelador a -80°C para su procesamiento posterior.

Las muestras se clasificaron en los grupos 1 o control, 2 venas varicosas primarias (PVV) y 3
venas recidivadas (RVV). A su vez, dentro de los grupos 2 y 3 se definieron el subgrupo A y B, en
relacion con la posicion proximal (A) o distal (B) del fragmento venoso a la unién safeno-femoral (Figura
38).
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3.2.1 ANALISIS DEL TEJIDO POR PCR A TIEMPO REAL o0 gPCR

Para analizar la expresion de los genes de interés en las muestras bidpsicas, es necesario un
procesamiento que permita obtener su RNA que utilizado como molde es convertido mediante
retrotranscripcion en DNA complementario o cDNA, para después realizar las qPCR (en inglés

quantitative Polymerase Chain Reaction) a partir de ese cDNA.

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL RNA

Para conseguir el RNA del citoplasma celular se parte de muestras de tejido pulverizado. Las
muestras bidpsicas criogenizadas se disgregan mediante percusion repetida hasta conseguir muestras de
tejidos pulverizados. El procedimiento se realiza en hielo seco para evitar la descongelacién del tejido y
la degradacion del RNA.

El tejido pulverizado se recoge en un tubo de microcentrifugacion Eppendorf y se almacena en

congelador a -80°C para su procesado posterior.

Para la extraccion del RNA, se realiza el pesado de 20 mg del tejido pulverizado en la balanza
analitica. Se utiliza el kit de extraccién comercial NucleoSpin ® RNA (Macherey-Nagel), siguiendo las
especificaciones del fabricante basadas en la separacion de acidos nucleicos por adsorcion en una

columna y la posterior elucion del RNA con agua libre de nucleasas en un volumen final de 60 pl.

UNION LAVADO ELUCION

Figura 39. Método de purificacion para la obtencion de RNA en columna.

75



MATERIAL Y METODOS

Tras su extraccion, el RNA se cuantifica en un espectrofotémetro Nanodrop 1000 V3.2.1 (Thermo

Fisher Scientific). Las muestras se congelan a -80°C hasta su procesamiento siguiente.

RETROTRANSCRIPCION

La retrotranscripcion permite la obtencion de DNA complementario (cCDNA) a partir de RNA
molde mediante la actividad enzimatica de la transcriptasa reversa o retrotranscriptasa. Es una DNA
polimerasa que tiene como funcidn sintetizar DNA utilizando como molde el RNA monocatenario. Se
utiliza el kit comercial iScriptTM Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR (Bio-Rad).

La sintesis se lleva a cabo en un volumen final de 20 pl, diluyendo 250 ng de RNA de cada
muestra en un volumen de 16 pl de agua ultrapura libre de nucleasas, afiadiendo después 4 pl de
iIScriptTM Reverse Transcription Supermix (BioRad) 5X, que incluye los reactivos necesarios para la
reaccién. Se incuban las muestras en el termociclador MyCiclerTM (Bio-Rad) a 25°C durante 5 minutos,
seguidos de 30 minutos a 42°C y 5 minutos finales a 85°C. EI DNA obtenido o cDNA, monocatenario,

se almacena a -20°C de temperatura para su procesado posterior.

PCR CUANTITATIVA: gPCR 0 PCR A TIEMPO REAL

La PCR cuantitativa, q°PCR o PCR a tiempo real, posibilita sintetizar grandes cantidades del
cDNA especifico para una muestra, mediante la actividad enzimética de la DNA polimerasa. Permite
amplificar de manera selectiva el nimero de copias de esa secuencia especifica de cDNA o amplicones,
de manera exponencial, igual a 2" siendo n el namero de ciclos. A diferencia de la PCR convencional
desarrollada por Kary Mullis en 1985 (premio Nobel Quimica 1995), es una prueba simultanea de

amplificacion y deteccién lo que supone un menor tiempo de espera.

Cada ciclo de gPCR cuenta con una primera fase de desnaturalizacién en la que las cadenas de
DNA son separadas por calentamiento al romperse los puentes de hidrogeno entre las dos hebras de
DNA. Se continta en una segunda fase con el anillamiento o annealing de los cebadores, también
Ilamados iniciadores o Primers en las cadenas molde. Los Primers son secuencias cortas de DNA
(oligonucle6tidos) que son complementarios a cada uno de los extremos y delimitan la region de interés

que queremos amplificar. Finalmente, a traves de la elongacion del Primer, por la accion de una DNA
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polimerasa que adiciona los nucledtidos complementarios a la cadena molde se obtiene la sintesis de la
cadena.

DESNATURALIZACION

952C 1min

ELONGACION Y SINTESIS DE LAS CADENAS

s

DNA "™ polimerasa ]
5
: I L
L J

-
|

H

— - —_—
- ———
— — _
N
- - _ _ _
ccLo1 AN
—

CiCLO 2
I— CICLO 3

Figura 40. gPCR y ciclos de amplificacion.
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La gPCR combina un termociclador que controla ciclos de temperaturas especificas programables
y una camara para medir fluorescencia. EI termociclador efectda la gPCR en muestras utilizando una
sonda, fluorocromo fluorescente o fluoréforo que se une al DNA liberando fluorescencia. La emision
fluorescente, proporcional a la cantidad de DNA amplificada en cada ciclo, es enviada al
espectofotdmetro para el analisis de las diferentes longitudes de onda, pudiéndose asi cuantificar la
expresion del biomarcador analizado. La grafica de gPCR se interpreta registrando la fluorescencia con
respecto al ciclo de ensayo comparando la fluorescencia entre las muestras analizadas para un

biomarcador y entre biomarcadores diferentes.

La mezcla para la reaccion de PCR se prepara sobre un volumen final de 20 pl, en las siguientes
proporciones: 1puL de cDNA, 8,2 ul de agua mili-Q, 10 ul de iQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
y 0,4 ul de cada cebador o primer (forward y reverse) a una concentracion de 20 pmol/pl. Para simplificar
la puesta a punto de las gPCR, se emplearan primers comerciales de la marca BioRad, validados para
condiciones de laboratorio. De esta mezcla, se pipetean 19 pL en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.
Las muestras se cargan por triplicado y se utiliza agua mili-Q como control negativo. La placa se
introduce en el termociclador iIQTM 5, y se inicia la qPCR.

Para normalizar los datos de expresion genica, se utilizara para el control interno un gen
constitutivo o housekeeper. Es una secuencia de DNA diferente al gen diana objeto de estudio. El
housekeeper siempre ha de amplificarse, por lo que asi confirma la validez de las muestras negativas,
detectando inhibiciones en la amplificacion y falsos negativos. Para este control de la amplificacion

utilizamos como housekeeper la GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

Gen objetivo Reberencia Fluorescencia
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VEGF-A gHsaCEDOO0S93T Fase estacionania
VEGFR-1 qHeaCIDO010190 CINETICA DE
VEGEFE-2 qHeaCIDOD0G3 10 AMPUFICACION
HIF-1 qHsaCIDO014 755 DE LA gPCR
[ ENG qFsaCID00 10800
DLL4 qHsaCIDO0GESS0 Fase geométrica
TGF-B qHsaCIDO01 7026
MMP-2 qHsaCIDO01 5623
AMP.S qHsaCID0011597 Fas& inicial
TInE-1 qHsaCIDOD0T434 Umbral

Ciclos

Figuras 41y 42. Primers comerciales utilizados y curva de amplificacion de la gPCR.
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3.3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Se obtuvieron dos muestras de sangre periférica en un tubo seco libre de anticoagulantes, de
aditivos o geles (Vacuette Tube referencia 455010). La primera muestra, preoperatoria (dia 0) y una
segunda correspondiente al seguimiento tres meses después en el momento en que el paciente acudia a
la consulta de revision. Las muestras de sangre, igualmente anonimizadas, se centrifugaron
posteriormente para obtener el suero dividiéndose en alicuotas y se almacenaron a -80°C en el Biobanco
del IBSAL, segln lo dispuesto por el Real Decreto 1716/2011 de Biobancos.

3.3.1 ANALISIS LUMINEX DE BIOMARCADORES EN SUERO

Para el procesamiento de las muestras de suero correspondientes al dia 0 y al seguimiento al
trimestre, se eligio el ensayo de inmunodeteccion multiplexada fluorométrico MFIA (en ingles
Multiplexed fluorometric ImmunoAssay) o tecnologia Luminex (Wunderlich et al., 2011; Cook et al.,
2019). Es una técnica basada en microesferas magnéticas o beads de unos 5.6 micrometros, compuestas
de poliestireno que posibilitan la deteccion simultanea de varios analitos en una Unica muestra. Este
proceso es una variante del ensayo ELISA (en inglés Enzyme linked inmunoabsorbent assay), en concreto

del ELISA tipo sdndwich (ensayo de captura de antigeno y deteccién mediante inmunocomplejos).

El ELISA o ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas ha sido el principal método de screening
diagndstico en suero. Es un singleplex en que se detecta un unico resultado por pocillo.

En el inmunoensayo multiplexado MFIA (Charles River Laboratories International Inc
Multiplexed fluorometric ImmunoAssay) las reacciones se desarrollan en un modo similar al ELISA
ofreciendo similares sensibilidades y especificidades con un procesamiento mas simple reduciéndose las
cantidades de suero, reactivos y materiales desechables necesarios en el procesamiento e incorpora
controles internos para verificar la idoneidad del sistema y asegurar la exactitud de los resultados. Su
ventaja sobre el ELISA es que permite testar multiples biomarcadores simultineamente en una Unica

muestra.

Los ensayos MFIA se realizan a temperatura ambiente 27°C +/-2°C y son sensibles a la luz por lo

que una exposicion prolongada puede producir blanqueamiento impidiendo su lectura.

79



MATERIAL Y METODOS

Una caracteristica importante de las microesferas es su capacidad para absorber contrastes
puediendo impregnarse de fluoroforos, y permitiendo identificar cada microesfera por su concentracion
Unica de contraste. Las superficies de las microesferas estdn cubiertas con grupos carboxilo que
reaccionan precubriéndolas con anticuerpos especificos inmovilizados contra los analitos objetos del

estudio.

De esta forma, se establece un codigo color-anticuerpo y cada subpoblacion de microesferas de
un mismo color reconoce un Unico antigeno. Posteriormente, se afiade un anticuerpo secundario de
deteccion que se une al analito. Finalmente, el analizador combina las sefiales de las microesferas y del
anticuerpo secundario para determinar el analito y su concentracion, respectivamente. Es una tecnologia
analitica especialmente interesante para la deteccion de patrones de biomarcadores especificos. (Tighe et
al, 2013).

Se utilizaron 2 paneles del ensayo Human Magnetic Luminex® Assay (R&D Systems),
seleccionados previamente en los Kits que ofrece la marca comercial. El primero, incluyd la deteccién de
endoglina, VEGFR-1 y VEGFR-2; el segundo, VEGF. Las muestras que contenian los antigenos y las
microparticulas que contenian los anticuerpos inmovilizados, se pipetearon en los pocillos. Los
anticuerpos se unieron a los analitos de interés. Se realiz6 un primer lavado para eliminar las sustancias
no unidas y posteriormente se afiadio a cada pocillo un coctel de anticuerpos secundarios biotinilados
especificos para cada analito. Se realizdé un segundo lavado para eliminar los anticuerpos biotinilados
excedentes no unidos, y a continuacidn se afiadio el conjugado de estreptavidina-ficoeritrina, que se unio
al anticuerpo biotinilado. Para finalizar, se realizé un nuevo Gltimo lavado que eliming la estreptavidina-

ficoeritrina igualmente excedente no unida.

El material asi obtenido con las microesferas, se procesé con un analizador Luminex especifico
de esta tecnologia perteneciente al Servicio de Hematologia-CAUSA. Es una citometria de flujo
modificada en la que cada microesfera es escaneada por un fluorémetro laser dual. Un laser rojo de 620
nm excita el contraste interno de las microesferas y al identificarlas se corresponden a una determinacion
de su biomarcador. El verde de 535 nm analiza la intensidad de la fluorescencia del colorante indicador

de esta reaccion, la ficoeritrina, determinando la cantidad de biomarcador unida a la microparticula.

80



L P ) T

MATERIAL Y METODOS

MFIA LUMINEX

ANADIR
STREPTAVIDINA-FICOERITRINA Lavado

Llavado ————

ANADIR AC BIOTILINADOS

Lavado ———

!

MICROESFERAS UNIDAS
A LOS BIOMARCADORES

Figura 43. Microesferas codificadas por color unidas covalentemente a los analitos. Las reacciones se cuantifican
por la fluorescencia de la ficoeritrina (Charles River Laboratories International Inc Multiplexed fluorometric

ImmunoAssay MFIA).
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Figura 44. Fases del ensayo de inmunodeteccidn multiplexada fluorométrico MFIA
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Figura 44. Fases del ensayo de inmunodeteccion multiplexada fluorométrico MFIA.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los valores de expresion relativa de los biomarcadores, obtenidos por qPCR de
las muestras de los tejidos se representan en diagramas de caja (en inglés box-plot) que muestran la
mediana y los percentiles 25 a 75, con bigotes o whiskers que muestran los percentiles 10 a 90.
Previamente, estos datos se normalizaron realizando una transformacion logaritmica del valor de
expresion relativa obtenido, lo que permitid transformar la distribucién de los datos en una distribucién
normal. Ademas, y para simplificar la comprension, se transformaron a tanto por ciento con respecto a
la muestra del grupo de varices primarias y se representan en un formato de tabla incluyendo la media,
la desviacion tipica SD (en inglés standard deviation) y error standard de la media SEM (en inglés
standard error of the mean), asi como el nivel de significacién (p-valor), obtenido mediante el analisis

de las muestras normalizadas.

Para las determinaciones de moléculas solubles analizadas en la sangre, los datos se presentan
en graficos de columnas como media + SEM en pg/ ml. Adicionalmente las tablas incluyen la media,

la desviacién tipica y el error standard de la media, junto con el p-valor

Se utilizaron pruebas t para el analisis entre grupos y ANOVA para las comparaciones entre los
CEAP. Se aplico la prueba de normalidad de D'Agostino-Pearson a los conjuntos de datos antes de las

comparaciones estadisticas

El valor de p obtenido tras el analisis t test supone un resultado estadistico significativo a partir
de 0,05 y se representa con uno, dos o tres asteriscos directamente proporcionales al grado de
significacion a (0.05, 0.01, 0.001)*. Todos los anélisis y graficos se realizaron con GraphPad Prism

version 7.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU., www.graphpad.com).
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IV. RESULTADOS

4.1. EXPRESION DE BIOMARCADORES EN BIOPSIA DE PARED VENOSA

En el andlisis definitivo de resultado, tras haber sido desestimados los pacientes correspondientes al
grupo 1, incluimos 24 pacientes del grupo 2 correspondiente a varices primarias (PVV) y 21 pacientes

del grupo 3 varices con recidiva inguinal (RVV).

Tabla 8. Caracteristicas de los grupos 2 (PVV) y 3 (RVV)

Grupos Pacientes Sexo (M/W)* Edad (aiios)
Vena varicosa primaria PVV 24 7/17 33-67
Vena varicosa recurrente  RVV 21 8/13 32-69

* M (hombres); W (mujer).

4.1.1 EXPRESION DE BIOMARCADORES EN BIOPSIAS DE LA UNION SAFENOFEMORAL

En primer lugar analizamos la expresién de los biomarcadores en las biopsias de la union

safenofemoral, el lugar donde se produce la unién por neoangiogénesis en el grupo de varices recurrentes.
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Figura 45. Expresion proximal del factor inducible por hipoxia (HIF-1a).
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El andlisis de la expresion mediante qPCR del factor inducible por hipoxia (HIF-1A)  no
demostro diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de varices primarias (PVV) y

varices recidivadas (RVV) .
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Figura 46. Expresion proximal de Endoglina tisular.

El segundo biomarcador que se estudié mediante qPCR fue la Endoglina tisular. En este caso, el
grupo con varices recidivadas (RVV) evidencié una mayor expresion de Endoglina que el grupo 2
correpondiente a las varices primarias (PVV), siendo este aumento estadisticamente significativo
(p=0.0104),
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Figura 47. Expresion proximal de factor de VEGF-A.
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El tercer biomarcador analizado fue el factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A).

Como para Endoglina, las determinaciones fueron significativamente mayores (p=0.0074) en el grupo

de pacientes con varices recidivadas (RVV) que en el grupo correspondientes a varices esenciales o
primarias (PVV)..
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Figura 48. Expresion proximal de los receptores (VEGFR-1 y VEGFR-2).

.g 15+ * % ok ok
NI |
%@ 1.0 A
c
w _ [
S _% 0.5 _-I-_
0o
© a 00_ ...........................
c x
© o
§§ -0.59 —
ST -1.04 o
S
S 15
~ VV Primaria  VV Recurrente

Como para el analisis mediante gPCR de VEGF-A, los resultados para ambos receptores de

VEGF: VEGFR-1y VEGFR-2 también mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.0001)

entre ambos grupos, con una sobreexpresion de ambos biomarcadores en el grupo de recurrencias (RVV)

respecto a los datos obtenidos por gPCR en el grupo de varices primarias (PVV).

En la tabla 9 se pueden observar los datos de media, desviacion standard (SD) y error de standard

de la media (SEM) de cada uno de los genes analizados en los 2 grupos de interés. Ademas, se indica el

nivel de significacion para cada comparacion.

Tabla 9. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones proximales.

Genes Vena Varicosa Primaria Vena Varicosa Recurrente

analizados  |\viedia SD SEM Media SD SEM p-valor
HIF1A 100 44,14 9,63 96,47 42,85 9,83 n.s.
ENG 100 77,65 16,94 148,1 73,54 16,87 *
VEGF-A 100 50,13 10,94 171,2 101,5 23,28 ok
VEGFR1 |100 88,50 19,31 283,8 181,9 41,72 oAxk
VEGFR-2 |100 80,37 17,54 340,2 249,4 57,21 oAwk
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4.1.2 EXPRESION DE BIOMARCADORES EN MUESTRAS DISTALES

Con el objetivo de analizar si las alteraciones observadas en las biopsias de la union safenofemoral
se debian a cambios locales de en la region biopsiada o a alteraciones del paciente de origen sistémico,
analizamos la expresion de los genes en biopsias venosas recogidas de una region distal a la union

safenofemoral.
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Figura 49. Expresion distal del factor inducible por hipoxia (HIF-1al).

El andlisis de la expresion mediante qPCR del factor inducible por hipoxia (HIF-1a) en ambos
grupos no demostrd diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos cuando las muestras
biopsiadas se obtuvieron de varices R3 distantes de la union safenofemoral, intacta en el grupo 2 de

varices primarias (PVV) y reintervenidas en grupo 3 (RVV).
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Figura 50. Expresion distal de Endoglina.
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De manera analoga, la expresion de Endoglina mediante gPCR en las muestras de varices

distales a la union safeno-femoral no demostré diferencias entre los dos grupos.
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Figura 51. Expresion distal de factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A).

Como en las determinaciones de HIF-1a y Endoglina tisular, para VEGF-A tampoco se hallaron

diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos comparados .
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Figura 52. Expresiones distales de VEGFR-1 y VEGFR-2.

En los resultados de las muestras distales, la expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 mostrd
diferencias significativas siendo también mas elevadas en el grupo de varices recidivadas que en el grupo
de varices primarias, resultados que ya se evidenciaron en las muestras de tejido proximal descritas con

anterioridad.
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En la tabla 10 se detallan los datos de media, desviacion standard (SD) y error de standard de la
media (SEM) de cada uno de los genes analizados distalmente en ambos grupos, indicando el nivel de

significacion para cada comparacion.

Tabla 10. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones distales

Genes Vena Varicosa Primaria Vena Varicosa Recurrente
analizados  |\edia SD SEM Media SD SEM p-valor
HIF1A 100 41,91 8,93 99,15 36,60 8,39 n.s.
ENG 100 42,95 9,15 115,1 46,52 10,67 n.s.
VEGF-A 100 48,68 10,15 133,0 63,89 15,06 n.s.
VEGFR1 100 46,88 9,77 255,8 190,7 43,74 ok
VEGFR-2 100 55,71 11,88 196,4 125,3 30,39 ok

4.1.3 COMPARACION DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES A NIVEL PROXIMAL Y
DISTAL.

Finalmente, realizamos una comparaciéon entre los niveles relativos de cada marcador en la region

de la union safenofemoral (proximal) y en la region distal .
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Figura 53. Expresion proximal y distal del factor inducible por hipoxia (HIF-1a).
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Figura 54. Expresion proximal y distal de Endoglina tisular.
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Figura 55. Expresion proximal y distal de VEGF-A.

Cuando realizamos una comparacion de las muestras proximales y distales para HIF-1a, Endoglina
y VEGF-A como se muestran en las figuras 53,54 y 55, no se encuentran diferencias significativas en la

expresion de cada biomarcador en las biopsias de tejido obtenidos a nivel proximal y distal.
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Figura 56. Expresién proximal y distal de los receptores VEGFR-1 Y VEGFR-2.

Finalmente se ha comparado la expresion de los dos receptores de VEGF entre las muestras
proximales y distales. Para VEGFR-1 la expresion ha sido mayor en la zona proximal que en la distal y
siempre mayor que en las muestras procedentes de pacientes con varices primarias. Por el contrario en el
andlisis de las diferencias en la expresion de VEGFR-2 en cada grupo en ambas localizaciones no se

hallaron diferencias estadisticamente significativas siendo la expresién superior en el grupo 3 (RVV).

En resumen, nuestros resultados demuestran que la expresién de VEGFR1 es mayor en la zona
proximal que en la distal y siempre mayor en las muestras procedentes de pacientes con varices

recurrentes que en las muestras procedentes de los pacientes con varices primarias.

Con fines aclaratorios incorporo un cuadro resumen de los gréaficos correspondientes a los resultados
obtenidos en las determinaciones para biomarcadores de muestras tisulares mediante gPCR en la figura
57.
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Analisis tisulares por gPCR
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Figura 57. Resumen de determinaciones de qPCR seriadas de Endoglina, VEGF
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Igualmente, se presentan a modo de resumen algunos de los resultados de las determinaciones tisulares

tanto a nivel proximal como distal en la figura 58.

qPCR PROXIMAL
1. SOBREEXPRESION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA DE ENDOGLINA Y VEGF-A EN EL .
GRUPO DE VARICES RECIDIVADAS (RVV) RESPECTO AL GRUPO DE VARICES PRIMARIAS (PVV) .

2. SOBREEXPRESION ESTADISTICAMENTE MUY SIGNIFICATIVA DE RTKs (VEGFR-1y 2) EN RVV
RESPECTO A PVV.

qPCR DISTAL

1. SIN DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS EN LA EXPRESION DE
ENDOGLINA VEGF-A e HIFEN RVV RESPECTO A PVV.

2. SOBREEXPRESION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA DE RTKs EN RVV RESPECTO A
PVV.

Figura 58 Resumen resultados g PCR.

4.2 ANALISIS MULTIPLEXADO. EXPRESION DE BIOMARCADORES EN SUERO
POR GRUPOS

4.2.1 DETERMINACIONES PREOPERATORIAS DE BIOMARCADORES EN SUERO DIA 0

Algunos de los marcadores utilizados en el estudio tienen una forma soluble que puede tener

también propiedades pro- o anti-angiogénicas. Por ello se hicieron determinaciones de dichos factores

para analizar sus niveles seéricos y su posible efecto sobre el paciente. La primera determinacion se realizd

preoperatoriamente (dia 0), y posteriormente, se tomd una segunda muestra postoperatoria en una

revision de seguimiento a los 3 meses.
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Figura 59 Expresidn sEng en suero dia 0.

El andlisis multiplexado de los niveles de Endoglina soluble presente en las muestras de suero
obtenidas en el ingreso inmediatamente antes de realizarse la intervencion quirdrgica, no mostraron
diferencias significativas entre los pacientes con varices primarias respecto al grupo de pacientes con
recidiva desde la union safenofemoral.
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Figura 60. Expresion de VEGF en suero dia 0.

De igual manera que en el analisis anterior, cuando se cuantifico VEGF-A los datos tampoco
revelaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (PVV y RVV).
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Figura 61. Expresion de VEGFR-1Y VEGFR-2 en suero dia 0

En el estudio de la expresion correspondiente a los receptores VEGFR-1 present6d diferencias
estadisticamente significativas con una menor expresion de VEGFR-1 para el grupo de pacientes con
diagnostico de varices recidivadas en comparacion con el grupo de pacientes con varices primarias.
Cuando el andlisis se realizo sobre el receptor VEGFR-2 por el contrario la expresion de VEGFR-2 en

las muestras de suero no revelaron diferencias significativas entre ambos grupos.

En la tabla 11 se detallan los datos de media, desviacion standard (SD) y error de standard de la
media (SEM) en cada uno de los genes analizados en suero en el dia 0 para ambos grupos, y el nivel de

significacion para cada comparacion

Tabla 11. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones de suero dia 0.

Factores Vena Varicosa Primaria Vena Varicosa Recurrente
analizados 1o, i SD SEM Media SD SEM p-valor
sEng 1516 780,1 108,2 1476 629,7 162,6 n.s.
VEGF 103,8 85,59 11,87 89,41 52,57 13,57 n.s.
SVEGFR1 152,6 45,53 6,314 125,8 34,75 8,973 *
SVEGFR-2 10419 3806 527,7 10018 3544 915 n.s.
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4.2.2 DETERMINACIONES POSTOPERATORIA DE BIOMARCADORES EN SUERO.
CONTROL (3 MESES).
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Figura 62. Expresion de Endoglina soluble en suero. Control a los 3 meses.

El analisis mediante multilplex de las determinaciones para endoglina soluble en el control

postoperatorio en el tercer mes no demostro diferencias entre los dos grupos.
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Figura 63. Expresion de VEGF en suero. Control a los 3 meses.
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Igualmente, cuando se hicieron las determinaciones para VEGF, al igual que para sEng, tampoco se

encontraron significativas entre ambos grupos
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Figura 64. Expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 en suero. Control a los 3 meses.

Por ultimo, los resultados para el estudio de la expresion correspondiente a los receptores de
VEGF-A, en este caso no mostraron diferencias tanto para VEGFR-1, como para VEGFR-2 entre

ambos grupos.

En la tabla 12 se describen los resultados de media, desviacion standard (SD) y error de standard
de la media (SEM) para ambos grupos en cada uno de los genes analizados en suero a los tres meses y el

nivel de significacién de cada comparacion.

Tabla 12. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones de suero a 3 m

Factores Vena Varicosa Primaria Vena Varicosa Recurrente

analizados |y, ;5 SD SEM Media  |SD SEM p-valor
sEng 1645 893,1 123,8 1604 653,7 168,8 n.s.
VEGF 121,2 93,17 12,92 106,8 53,75 13,88 n.s.
SVEGFR1 ~ 1177,3 66,02 9,156 156 35,04 9,046 n.s.
SVEGFR-2 110834 3747 519,7 11136 3882 1002 n.s.
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4.2.3 DETERMINACIONES COMPARADAS DE BIOMARCADORES. DIA O /CONTROL 3
MESES
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T ¢ 7

0 meses 3 meses

Figura 65. Expresion de Endoglina soluble en suero. Dia 0 y control 3 meses.

Cuando se compararon los niveles de SEng preoperatoria y postoperatoria entre ambos grupos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el grupo de las varices primarias, pero no se
encontro significacion en el grupo de las varices recidivadas. En ambos grupos se evidencié una

tendencia creciente en las determinaciones postoperatorias.
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%k %k %k
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Figura 66. Expresion de VEGF en suero. Dia 0 y control 3 meses.
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Analogamente, cuando las determinaciones corresponden a VEGF-A la significacién estadistica
se encuentra en el grupo de varices esenciales, pero no se confirma en el grupo de varices recidivadas
(RVV).
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Figura 67. Expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 en suero. Dia 0 y control 3 meses.

Por Gltimo, cuando se compararon las determinaciones correspondientes a ambos receptores,
para VEGFR-1 se evidenciaron diferencias significativas entre las determinaciones pre y
postoperatorias de ambos grupos y como en los datos correspondientes a los marcadores previos, con
mayor significacion en el grupo correspondiente a las varices esenciales frente a las recidivadas. Sin
embargo, en el andlisis de VEGFR-2 no se evidenciaron diferencias en el grupo de varices primarias y

si las hubo en el grupo de varices recidivadas con sobreexpresion para ambos receptores.

Con finalidad aclaratoria se incorpora nuevamente un cuadro resumen de todos los resultados de

las determinaciones séricas pre y postoperatorias en la figura 68.
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Figura 68. Determinaciones séricas seriadas de Endoglina, VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2.

Igualmente, se presentan a modo de resumen algunos de los resultados de las determinaciones

séricas de los biomarcadores en la figura 69
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. 2

DETERMINACIONES SERICAS . MFIA,

1.5IN DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGMIFICATIVAS DE s ENG y VEGF-A EN AMBOS GRUPOS,
M| PREOPERATORIAS NI POSTOPERATORIAS, PERO EN EL GRUPO DE WARICES PRIMARIAS SE
OBSERVOUNA SOBREEXPRESION SIGMIFICATIVA DE s Eng v VEGF-A A LO5 3 m.

2 VEGFR-1 INFRAEXPRESION SIGNIFICATIVA DE EM LA DETERMINACION PREOPERATORIA EN EL
GRUPO DE VARICES RECIDIVADAS, E INCREMENTO SIGNIFICATIVOS A LOS 3m EN AMBOS GRUPDS

3. VEGFR-2 5IN DIFERENCIAS INTERGRUPALES NI PRE NI POSTOPERATORIAS , PERD
INMCREMENTO SIGNIFICATIVO EN EL GRUPO DE RECIDIVAS

Figura 69. Resumen resultados de determinaciones séricas. MFIA

4.3 EXPRESION DE BIOMARCADORES SEGUN GRADO C DE CEAP

Nos hemos preguntado si el grado evolutivo de la enfermedad varicosa, definido en el epigrafe C
de la clasificacion CEAP, puede afectar a la expresion génica de los marcadores de angiogénesis. Para ello
hemos analizado la correlacion entre la expresion tisular en las muestras bidpsicas y sérica de los
biomarcadores en relacion con la presentacion clinica en ambos grupos en el momento de la intervencion
quirdrgica. La clasificacion CEAP C para el total de pacientes se distribuiria segun la tabla. Para todos
ellos, el resto de variables CEAP se completaria como de etiologia primaria, con afectacién anatémica del

sistema venoso superficial y por reflujo (CEAP Casziass, Ep, As, Pry.

Tabla 13. CEAP Grupo 2 (VV) y Grupo 3 (RVV)

CEAP C CEAPC2 CEAPC3 CEAP C4/5
Grupo 2 Varices primarias A% 6 12 6
Grupo 3 Varices recurrentes RVV 6 12 3
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4.3.1 EXPRESION TISULAR PROXIMAL DE BIOMARCADORES SEGUN GRADO CEAP

En primer lugar analizamos la expresion génica de los distintos marcadores en las biopsias de la
union safenofemoral. Los resultados en el analisis gPCR no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de HIF, Endoglina y VEGF-A en las muestras bidpsicas inguinales en

relacion con el grado clinico evolutivo (CEAPC2,3,4/5) en el total de pacientes de ambos grupos (n =45).
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Figura 70. CEAP y expresion tisular proximal de HIF, Endoglinay VEGF-A.

Igualmente, la expresion de los receptores de VEGFR-1 y VEGFR-2 en las biopsias inguinales
de ambos grupos tampoco presentaron correlacion con la expresion clinica evolutiva de la enfermedad

varicosa.
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Figura 71. CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1Y VEGFR-2.

4.3.2 EXPRESION TISULAR DISTAL DE BIOMARCADORES SEGUN GRADO CEAP

Cuando el analisis se particularizo en el estudio de las biopsias distales de ambos grupos, de
nuevo los resultados para HIF, Endoglina y VEGFA fueron correlativos con los encontrados para las

muestras proximales sin indentificar diferencias segun el grado C del CEAP.
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Figura 72. CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A.

De manera correlativa a las muestras proximales, la expresion distal tampoco evidencio

significacion en la expresion de los dos recepetores de VEGF.
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Figura 73. CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1 Y VEGFR-2.

4.3.3 EXPRESION TISULAR DE BIOMARCADORES SEGUN GRADO CEAP Y GRUPO DE
VARICES PRIMARIAS O RECIDIVADAS.

Se realiz6 el mismo anélisis segmentando el grado de CEAP por cada grupo, segun fueran
pacientes con varices primarias o recidivadas. Se repitieron los resultados y el grupo 2 (VV) de varices

primarias no demostrd diferencias para HIF, Endoglina y VEGF-A segln el grado CEAP para las muestras

proximales.
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Figura 74. CEAP y expresion tisular proximal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices primarias.

Anélogamente la expresion de los receptores de VEGF tampoco presento resultados significativos en el
analisis CEAP.
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Figura 75. CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1y VEGFR-2 en varices primarias.

Los resultados se volvieron a repetir, sin encontrar diferencias segun CEAP, tanto para HIF ,
Endoglina y VEGF , como para sus receptores cuando el analisis estadistico se realizé en el sugrupo de

muestras distales en el grupo de varices primarias (VV) .
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Figura 76. CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices primarias.
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Figura 77. CEAP y expresion tisular distal de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices primarias.

En el analisis CEAP del subgrupo de pacientes con varices recidivadas (RVV) los datos
relativos a las muestras proximales no mostraron diferencias segun el grado clinico en la expresion de

ninguno de los biomarcadores, ni de los recepetores de VEGFR-1 y VEGFR-2.
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Figura 78. CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices recidivadas.
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Figura 79. CEAP y expresion tisular distal de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices recidivadas.

Cuando los analisis se segmentaron en las muestras distales resultados se repitieron sin hallar

significacion relativa al grado CEAP en ninguno de los marcadores de nuestro estudio.
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Figura 80. CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices recidivadas.
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Figura 81. CEAP y expresio n tisular distal de VEGFR-1y VEGFR-2 en varices recidivadas.

4.3.4 EXPRESION SERICA DE BIOMARCADORES SEGUN GRADO CEAP

La correlacion CEAP de los resultados de las determinaciones séricas obtenidas en el momento
de la intervencion quirdrgica, y sometidas a multiplexado para el total de pacientes del grupo 2 y 3 no
revelaron diferencias significativas ni para Endoglina soluble (sEng) ni para VEGF-A o sus dos

receptores, en concordancia con lo visto en las correlaciones establecidas con anterioridad.

G2+3 CEAP-sEnNg G2+3 CEAP- VEGF
ns ns
I 1 150+ 1
—_ 2500_ ns ns —~ nS nS
—1 —
Bl T T | B TN
> 2000 S
= T L g100q T
4o}
© 15004 S T
D =
© 1000 b
.g TR
S 500- vy
:C_I’ >
o T T o | 1
C2 C3 Cc4+C5 C2 C3 C4+C5
CEAP CEAP

Figura 82. CEAP y expresion sérica de Endoglinay VEGF-A.
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Figura 83. CEAP y expresion sérica de VEGFR-1 y VEGFR-2

4.3.5 EXPRESION SERICA DE BIOMARCADORES SEGUN GRADO CEAP Y GRUPO DE
VARICES PRIMARIAS O RECIDIVADAS.

Cuando se analizo la expresion sérica segin CEAP por grupos, para el grupo de varices primarias
(VV), los resultados muestran una sobreexpresion significativa de endoglina soluble para los grados
CEAPC2 respecto a los grados CEAPC3-4/5, diferencias que no se observaron ni para VEGF-A, ni para

Sus receptores.
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Figura 84. CEAP y expresion sérica de Endoglinay VEGF-A en varices primarias.
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Figura 85. CEAP y expresion sérica de VEGFR-1y VEGFR-2 en varices primarias.

El anélisis CEAP concluy6 analizando los datos séricos correspondientes al grupo 3 de varices
recidivadas (RVV). De nuevo se repitio la tendencia observada durante el estudio de la correlacion

CEAP, y no se evidenciaron diferencias significativas ni para endoglina soluble ni para VEGF, ni sus

receptores.
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Figura 86. CEAP y expresion sérica de Endoglina y VEGF-A en varices recidivadas.
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Figura 87. CEAP y expresion sérica de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices recidivadas.
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V. DISCUSION.

Los ultimos 25 afios en la investigacion béasica de la enfermedad varicosa han incorporado
importantes cambios con nuevos protagonistas como la genémica o la protedmica. En este reenfoque
desde los conceptos hemodinamicos tradicionales de hipertension venosa y stress endotelial, se asocian
de manera interrelacional cambios biomoleculares complejos, sincrénicos, sinérgicos y dependientes,
que definen la disfuncién endotelial. En ese microambiente participan un universo de ceélulas
inflamatorias reclutadas y activadas, y sus arsenales moleculares de citokinas, chemokines, proteinasas,
con mencion especial a los mediadores moleculares del stress oxidativo y a las cascadasde sefializacion.
Por ello como en la busqueda del grial, en este camino con frecuencia se plantean mas preguntas que

respuestas y los interrogantes de la enfermedad varicosa persisten.

Desde que Babcock propusiese la ligadura alta de la vena safena interna para el tratamiento de las
varices este procedimiento ha sido el standard terapéutico durante el Gltimo siglo. Persigue un doble
objetivo, la interrupcidn del reflujo desde el sistema venoso profundo hasta el superficial, y la eliminacién
de las ramas venosas varicosas. Pese a su dilatadisimo recorrido y pese a los avances, determinados

aspectos de la recidiva postoperatoria neoangiogénica persisten como una poderosa incognita.

La presencia de nuevas venas tortuosas entre la vena femoral comdn y varices tronculares
recidivadas fue confirmada flebograficamente por Glass en 1987, denominandolo "neovascularizacion"
e informd que es causa principal de recurrencia. Se plante6 posteriormente que era una respuesta
bioldgica local al bloqueo completo de la circulacion por la ligadura de la union safenofemoral (Jones et
al. 1996). Contrariamente, otros autores cuestionaron esta idea por no poder confirmar el estudio
histolégico e inmunoldgico evidencias de neovascularizacion en las venas varicosas recurrentes
inguinales y plantearon que las venas recurrentes pueden ser ramas remanentes desarrolladas por
adaptacion a una hemodinamica localmente alterada (EI Wajeh et al., 2004). Su incidencia real también
era otro motivo de controversia, comunicandose que representaba solo el 8,2% de las recurrencias y que
la ligadura realizada de manera técnicamente incompleta era la causa mas comdn de recurrencia (Egan
et al., 2006).

También su diagndstico presenta dificultades. Por un lado, siendo el eco-doppler confiable, su
validez en la clasificacion de los diferentes tipos de vasos inguinales recurrentes se ha calificado como
limitada con una sensibilidad del 62% (Geier et al., 2009). Por otro, la validez en la identificacion
macroscopica de la neovascularizacion también ha comunicado una baja sensibilidad del 42,1% (aunque

inversamente si puede reconocerse intraoperatoriamente la falta de neovascularizacion con precision) y
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por ello se ha planteado que el diagnostico de recurrencia inguinal no debe basarse Unicamente en los
hallazgos macroscépicos (origen anomalo del vaso de la vena femoral, presencia de tejido cicatricial,
torsion vascular, ramificacion anémala, pared vascular méas delgada) precisandose criterios histologicos
(estructura de pared incompleta, deficiencia de valvulas y de fibras nerviosas intramurales, morfologia

inusual del espacio intravascular y presencia de tejido cicatricial) para confirmarla (Geier et al.2005).

Otros autores han puesto el acento en la dificultad de la diferenciacion entre mufién largo y
neocayado pudiendo en la préactica ambas situaciones coexistir y han evidenciado una mayor expresion
de la decorina del tejido conectivo en los cayados angiogénicos frente a una baja expresion en mufiones

redundantes tras una ligadura baja del cayado safeno-femoral (Reich-Schupke et al., 2011).

Todo esto pudo contribuir a haberse observado grandes diferencias en su incidencia en la
recurrenca varicosa con un amplisimo rango de entre el 25% y el 94% de RVV (Kostas et al., 2004, van
Rij et al., 2004). En un intento de superar tales limitaciones se han publicado recientemente estudios de
cuantificacion utilizando imégenes de reconstruccion tridimensional (White et al., 2021) y estudios de

analisis histopatoldgico de las muestras quiruargicas (Ehrler et al., 2021).

Por ello, la confianza en la efectividad del tratamiento standard para prevenir la recurrencia
varicosa se ha visto reducida y su efectividad en comparacidn con otras técnicas diferentes ha sido motivo
de discusion. El estudio RELACS atribuye iguales tasas de recurrencias comparando laser (EVLA) con
la ligadura safeno-femoral y stripping (Rass et al., 2015). Un estudio posterior tampoco encontrd
diferencias en términos de recurrencias entre la cirugia convencional y endovenosa, aunque las
recurrencias son diferentes, siendo la neovascularizacion mas frecuente tras la primera y la recanalizacion
mas frecuente tras las técnicas de ablacion endovenosa (O'Donnell et al 2016). Finalmente, una revision
sistematica reciente, respaldada por tres sociedades vasculares, confirma que la ligadura y el stripping
safeno altas tienen resultados a largo plazo similares a las de las técnicas quirdrgicas mas modernas
(Farah et al., 2021).

Desde el punto de vista intraoperatorio se contemplan aspectos relativos a la técnica quirdrgica
como el traumatismo ocasionado y el esparcimiento de células endoteliales, el riesgo de hematoma
inguinal postoperatorio o los diferentes materiales empleados tanto para la hemostasia como para las
suturas (empleo de materiales absorbibles como los derivados del acido poliglicocélico e irreabsorbibles
como la seda o el polipropileno). Para reducir el estimulo de la angiogénesis postquirurgica, se han ideado
técnicas profilacticas de barrera como el cierre de la fascia cribiforme (De Maeseneer et al., 2007), la

cobertura del muidn con PTFE, la inversidn del endotelio del muiidn o mas recientemente técnicas de
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avulsion que permitan minimizar la incision y el abordaje inguinal (Kokubo et al., 2018). La fuerza de

recomendacion de estas técnicas es baja (Howard et al., 2009).

Por otro lado, todos estos complejos procesos que desarrollan la recidiva inguinal varicosa lo
hacen dentro del microuniverso alternativo cicatricial con la interaccion orquestada de un sin nimero de
fendmenos biomoleculares (hipoxia, inflamacion y angiogénesis) y fisico-quimicos que transmiten
sefiales electroquimicas entre célula y célula, y la matriz extracelular dentro de una complicada ingenieria

reparativa tisular.

Hemos enfocado nuestro estudio hacia marcadores implicados en los procesos neoangiogénicos,
como HIF, Endoglina y VEGF y sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 tanto para el grupo de pacientes
aquejados de varices esenciales, donde la enfermedad es primaria, como en un segundo grupo de
pacientes con neocayado angiogénico. Estos Gltimos fueron seleccionados tras realizar un estudio
mediante ecodoppler y utilizando como criterio de confirmacion los hallazgos intraoperatorios que
permiten al cirujano diagnosticarlo, teniendo en cuenta la tortuosidad e irregularidad anatémica y la
fragilidad parietal de dichos vasos inmersos en un magma fibroso. La neovascularizacion en la zona
cicatricial de la ligadura de la union safeno-femoral y la extraccion del tronco safeno, forma nuevos vasos
que se reconectan con troncos venosos residuales. En otros términos, la desconexion venosa en un
entorno cicatricial hipoxico induce la activacion endotelial y la liberacion de factores angiogénicos que
producen recanalizacion y endotelizacion del trayecto anatomico de la vena resecada. EI mantenimiento
de la sefial angiogénica y la persistencia de factores proangiogénicos, conducirian a la aparicion de ese

ovillo de neovasos que se conectan con el mufidn venoso safeno, la vena femoral comin y sus colaterales.

Intentamos utilizar como grupo control pacientes con venas sanas procedentes de ramas
colaterales de la unién safenofemoral biopsiadas en los abordajes de pacientes diagnosticados de
aneurisma de aorta en quien se realizé tratamiento endovascular. La distribucion diferente por sexos
(mayoritamente masculino) y edades (més edad), la también diferente clasificacion ASA y la necesidad
de antiagregacion postoperatoria limitaba su valor referencial como grupo control por lo que, finalmente,
fue desestimado para ese fin.

A todos los pacientes reclutados en este estudio se les ha indico profilaxis ETEV con heparina de
bajo peso molecular de forma sistemética durante una semana hasta retirar el vendaje compresivo en
atencion primaria. Las recomendaciones de profilaxis de ETEV para la cirugia de varices aconsejan su
personalizacion y se aconseja especialmente en pacientes con varices primarias que han presentado
flebitis previa y en situaciones de especial inmovilidad entre otras circunstancias (Hill et al., 2007). En
igual direccion, otras guias consideran la cirugia de varices de bajo riego trombdtico pero no hay
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recomendaciones especificas las para reintervenciones de la union safenofemoral donde el traumatismo
quirurgico y la duracién de la intervencion es mas prolongada. Por ello, y de manera consensuada, la
decision de indicar HBPM fue sistemética y no electiva y la indicamos de manera sistemética para ambos

grupos en un intento de reducir los sesgos.

La heparina ademas de efectos anticoagulantes y profibrinoliticos presenta efectos pleiotropicos
antiinflamatorios, anticomplementémicos, antifibroticos y antimetastésicos, porque puede interactuar
con un amplio rango de proteinas. Se une a citoquinas y proteinas de fase aguda y las neutraliza en el
sitio de la inflamacion, disminuyendo los niveles de interleuquinas (IL) 6 y 8, TNF y proteina C reactiva
(PCR). La heparina se une a la selectina P e inhibe la adhesion de leucocitos y neutréfilos a las células
endoteliales, y de esa manera previene la liberacion de radicales de oxigeno y enzimas proteoliticas.
Igualmente presenta un efecto antiangiogénico al interaccionar con factores de crecimiento como el
VEGF, el factor de crecimiento derivado de los fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante

(TGF), y como la proteina morfogénica del hueso (Scazziota et al 2017).

La Endoglina es una glicoproteina de membrana, expresada en las células endoteliales que modula
las respuestas celulares al TGF-p, incluida la regulacion de la angiogénesis, la produccion de matriz
extracelular y mantenimiento de la integridad de la pared y su remodelacion en el desarrollo
cardiovascular. Como molécula proangiogénica es determinante para que la angiogénesis se desarrolle
correctamente. Ademas, el procesamiento proteolitico de esta isoforma de membrana genera endoglina
soluble (sEng) detectable en el plasma. Un aumento en la expresion de endoglina es necesario para el
correcto desarrollo del proceso angiogénico, y alternativamente una disminucion en su expresion es
necesaria para que la angiogénesis pueda resolverse correctamente (Ollauri-Ibafiez 2017). El papel de la

Endoglina (y su forma soluble) no han sido estudiados en la enfermedad varicosa y su recurrencia

Nos plantedbamos si tras la desconexién venosa la respuesta en ese subgrupo de pacientes con
recidivas de cayado, la persistencia de la expresion elevada de endoglina respecto a los pacientes con
diagnostico de enfermedad primaria, daria lugar a un exceso de angiogénesis con reconexion y aparicion
de la recidiva, y asi determinar la expresién de Endoglina soluble (SEng) en el seguimiento para
identificar subgrupos de pacientes con predisposicion a desarrollarla. Buscdbamos un potencial impacto
clinico en el que los resultados positivos de la Endoglina en los tejidos se confirmasen con resultados
similares para la endoglina soluble (SEng) en plasma y poder asi convertirse en un marcador predictivo
de recurrencia varicosa y poder asi influir en su evolucion. Sin embargo, no hemos podido confirmar una

correlacion cuantitativa entre las dos formas de Endoglina.
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En las determinaciones mediante qPCR de la expresion génica en el tejido biopsiado, no hemos
encontrado diferencias en la expresion de HIF ni inter ni intragrupales (ni entre PVV ni RVV, ni entre
determinaciones proximales o distales). En cambio, en el caso de Endoglina y VEGF, en ambos se
observa una sobrexpresion significativa (en mayor medida para VEGF) en las muestras de tejido del
neocayado respecto a los pacientes con varices primarias y tales cambios no se ha confirmado en la
comparativa para muestras distales. Para VEGFR-1 y VEGFR-2 ambos se sobreexpresan en el grupo de
varices recidivadas respecto a los pacientes con varices primarias tanto en las muestras proximales como

distales.

Estos datos parecen confirmar que en las recidivas existe un proceso angiogénico que se prolonga

y mantiene activo o mal resuelto sin que esté necesariamente inducido por la hipoxia.

Al comparar los datos de las muestras proximales y distales, los niveles de los marcadores son
algo més elevados en las muestras proximales que en las distales en el grupo de las recidivas, hallazgo
que no se confirma en el grupo de las varices primarias pero es una tendencia que solo alcanza

significacion para VEGFR-1.

Mas sorprendente resulta la mayor expresion de los receptores de VEGF en las muestras obtenidas
de venas distales en el grupo de recidivas respecto al grupo de varices primarias. No hemos encontrado
datos concluyentes en la literatura que nos permitan orientar tales hallazgos. La relacién en la
sefializacion de VEGF en las venas varicosas ya era conocida (Hollingsworth et al 2004). Mas
recientemente se ha planteado una posible sobreexpresion de VEGF y de la metaloproteinasa de la
matriz-9 (MMP-9) en el remodelado de la matriz extracelular de las venas varicosas (Horecka et al.,
2021). Nos planteamos si tal remodelado pudiese ser méas activo en el grupo de varices recidivadas

debiendo profundizar en el futuro en este aspecto.

En cuanto a las determinaciones absolutas en la secrecion de factores solubles en suero, para SEng
y VEGF, no se han evidenciado diferencias en la expresion entre ambos grupos ni pre ni postopertorias.
Nuestro planteamiento de que la angiogénesis se hubiese mantenido prolongadamente en el grupo de
recidivas y de que pudiesen detectarse niveles elevados de SEng en esos pacientes, no se ha visto
confirmado, pese a haber evidenciado la diferencia significativa de Endoglina en las muestras de tejido

de la recidiva del cayado.

El estudio de VEGFR-1 y VEGFR-2 confirm0 una expresion significativamente menor de
VEGFR-1 en la determinacion preoperatoria en el grupo de varices recidivadas, sin confirmarse
diferencias en la expresion de VEGFR-2. Tampoco se encontraron diferencias en los receptores en el

grupo de varices primarias.
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A los 3 meses se observo una tendencia a un incremento mantenido de ambos marcadores que
en el caso de las varices primarias resultd significativo para VEGFR-1 y no lo fue para VEGFR-2 ( nos
planteamos si pudo haber algin defecto en el procesamiento y también fue significativo para ambos
receptores en el grupo de las recidivadas (RVV).

Mientras que VEGF es considerado el principal factor soluble angiogénico, los tres restantes
pueden ser antiangiogénicos puesto que pueden actuar secuestrando el VEGF circulante (o el
TGFB/BMP en ¢l caso de la Endoglina) reduciendo sus niveles circulantes y su actividad. En
consonancia con esto, nuestros resultados muestran que los niveles de VEGFR-1 soluble son menores en
el grupo de recidivas (RVV) que en grupo de varices primarias (PVV) lo que reforzaria la presencia de
un proceso angiogénico activo y la falta de deteccion de niveles elevados de VEGF pudiese sugerir que

dicho proceso no es sistémico y no eleva la produccion de VEGF manera detectable.

De confirmarse con nuevos estudios, la menor expresion de VGEFR-1 plantea un desequilibrio
entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos, y podria ser Gtil, como marcador de riesgo de recidiva
inguinal. Hasta ahora la utilidad clinica de sSVEGFR-1 se habia planteado contrariamente para
monitorizar el embarazo y evaluar con su incremento la gravedad de la enfermedad hipertensiva y el

riesgo de la eclampsia (Tripathi et al.,2004).

Enel analisis de los niveles de los factores solubles tras la intervencion quirurgica, las diferencias
observadas desaparecian y los niveles entre ambos grupos de pacientes eran similares, aunque siempre
levemente superiores a los pre-operatorios. Esta transversalidad del efecto (siempre mayor en los 3
meses, aunque no siempre significativo), y su pequefia magnitud nos hace creer que pudiese deberse a
una cierta dilucion de la sangre en el momento del muestreo, coincidente con el ingreso y el aporte de
sueros que reducirian la concentracion de los factores a medir. Sin embargo, tras los 3 meses la muestra
es obtenida por venopuncion en consulta, sin aporte de suero, por lo que las concentraciones podrian ser

mas elevadas,

Cuando las determinaciones se correlacionaron con el grado de expresion clinica de la
enfermedad varicosa, estratificando los pacientes segun CEAPC con independencia de si eran del grupo
de varices primarias o recidivadas, la tendencia mayoritaria en los resultados fue la ausencia de
diferencias significativas. No se observaron diferencias ni en la expresion de genes, ni a nivel proximal

ni distal, ni respectivamente tampoco en los factores solubles entre los diferentes CEAP.
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Cuando el analisis CEAPC se hizo separadamente por grupos, en el analisis del grupo de recidivas
(RVV) el grado de expresion clinica de la enfermedad no mostré correlacion con los marcadores
angiogénicos. Sin embargo en el grupo de varices primarias (PVV) en los grados menos evolucionados
(CEAPC?2) se evidencio sobreexpresion llamativa de endoglina soluble respecto a los de mayor
afectacion clinica (CEAPC3/4/5). Su interpretacion por ser un hallazgo aislado en el grupo PVV y en
una tendencia de ausencia de significacion para el resto de marcadores y de analisis combinados no
creemos que deba orientarse hacia una respuesta angiogénica y nos permite hipotetizar que pudiese estar
relacionado con una mayor actividad de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) en las fases méas
precoces de la enfermedad. Las MMPs son responsables de fragmentar la endoglina de membrana para
generar la soluble y quiza en las fases mas evolucionadas de la enfermedad pudiesen tener una menor

actividad y por ende producirse menos sEng, pudiendo asi actuar como marcador de progresion clinica.

Desde el punto de vista de la intervencion, la evidencia disponible en el presente para la indicacion
de medicacion oral en IVC, concluye que los flebotonicos no parecen alterar el curso de la enfermedad,
concluyendo que solo presentan evidencia de certeza moderada en su utilidad para reducir el edema distal
(Martinez-Zapata et al., 2020).

Con un enfoque innovador se ha observado como el tratamiento con medias compresivas tienen
alternativamente al efecto fisico-mecanico en las paredes de las venas varicosas, efectos a nivel molecular
pudiendo la presoterapia modificar la protedmica de la EVC evolucionada en los pacientes aquejados
Ulcera venosa lo que abre la puerta a futuras investigaciones en esa direccién (Mofiux G et al., 2021).

Hay varias limitaciones en este estudio. En primer lugar, la limitacion en el nimero de pacientes
reclutados se explica por la reduccion de las intervenciones quirdrgicas durante la pandemia COVID-19,
circunstancias extraordinarias que modificaron las previsiones. En segundo lugar, carecer de un grupo
control homogéneo de pacientes sin varices. En tercer lugar, el nimero limitado de moléculas analizadas
estd motivado por problemas de costos; hemos seleccionado aquellos no investigados previamente (Eng),
y otros que, aungue ya investigados, son estandares de referencia (VEGF o HIF). Cuarto, que
metodoldgicamente no es posible realizar un estudio aleatorizado, aunque los anélisis bioldgicos de las

muestras hayan sido ciegos.
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VI. CONLUSIONES.

Determinaciones tisulares:

1. No hay diferencias en la expresion génica de HIF-1a entre grupos (varices primarias o
recidivadas) tanto en las biopsias de localizacion proximal en unién safenofemoral, como en

las determinaciones distales.

2. Existe una mayor expresion génica de marcadores proangiogénicos (endoglinay VEGF y sus
receptores VEGFR-1'Y VEGFR-2) en las muestras con neocayado, respecto de las muestras
del cayado safeno-femoral de los pacientes con varices primarias, 0 en las procedentes de la

zona distal.

Determinaciones séricas:

3. No se observan diferencias en los niveles séricos de endoglina, VEGF y su receptor VEGFR2
entre el grupo de pacientes con recidiva y el de varices primarias, ni preoperatoria ni

postoperatoriamente a los tres meses.
4. Los niveles séricos preoperatorios de la forma soluble del receptor VEGFR1, con propiedades
antiangiogénicas, son inferiores en el grupo de varices recidivadas que respecto del grupo de

varices primarias.

Andlisis CEAP:

5. Los grados clinicos C de la clasificacion CEAP, no estan relacionados con la expresion de

los genes o la secrecion de los factores solubles estudiados.

6. De formaaislada, en el grupo con varices primarias se observa que los pacientes C2 presentan

mayores niveles de endoglina sérica respecto del resto de grados “C”.
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Conclusiones finales

7. Lamayor expresion de marcadores angiogénicos en la zona del neocayado indica la presencia
de una angiogenesis persistente independiente de la hipoxia, dada la ausencia de

sobreexpresion de HIF-1a.

8. No parece que los niveles de endoglina soluble sean utiles como biomarcador para el
desarrollo de la recidiva, sin embargo, pudiese plantearse como marcador del desarrollo de la

enfermedad en pacientes con varices primarias.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN:
ADNCc:
ALK1:
ALKS5:
ANG1:
ARN:
ARNM:
BMP:
BOEC:
CD:
CEAP:
CHIVA:
DPX:
ELISA:
Eng:
eNOS:
EPC:
EPO:
ETEV:
EVC:
EVLA:
FGF:
FLK-1
FLT-1
FOX

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario
Activin receptor-like kinase 1
Activin receptor-like kinase 5

Angiopoyetina 1

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Proteina morfogenética de hueso (Bone Morphogenetic Protein)
Células endoteliales de la sangre (Blood Outgrowth Endothelial Cells)
Grupo de diferenciacion (Cluster of Differentiation)

Clasificacion CEAP

Cura Hemodinamica Insifuciencia Venosa Ambulatoria
Ecodoppler

Ensayo de inmunoabsorcion ligaa enzimas (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
Endoglina

Oxido nitrico sintasa endotelial (endothelial Nitric Oxide Syntase)
Células progenitoras endoteliales (Endothelial Progenitor Cells)
Eritropoyetina

Enfermedad tromboembolica venosa

Enfermedad venosa cronica

Endovascular Laser

Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor)
Fetal liver Kinase 1 0 VEGFR
FMS gen like tirosin Kinase 1

Proteinas FOX (Forkhead box)

GAPDH: Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa

HBPM:
HHT:

Heparina de bajo peso molecular

Telangiectasia hemorragica hereditaria (Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia)
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HIF-1:
HRE:

Factor inducible por hipoxia 1 (Hypoxia-Inducible Factor 1)

Elemento de respuesta a hipoxia (Hipoxia Responsive Element)

HUVEC: Células endoteliales de venas umbilicales humanas (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)

ICAM:
IVC:
KDR:
MAPK
MAV:
MCP-1:
MEC:
MFIA:
MMPs:

NADPH:

NCBI:
NO:
NOS:
ODD:
OMS:
PCR:
PDGF:
PLGF:
PVV:
gPCR:

REVAS:

RFA:
RGD:
ROS:
RVV
RTK:
sEng:
SD
SEM
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Molécula de adhesién intercelular (InterCellular Adhesion Molecule)
Insuficiencia venosa cronica
Kinase insert domain
Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinases)
Malformaciones arteriovenosas
Proteina quimiotactica de los monocitos-1 (Monocyte chemoattractant protein -1)
Matriz extracelular
Multiplex
Metaloproteinasas de matriz (Matrix Metalloproteinase)
Nicotiamida adenina Dinucleotido fosfato
National Center for Biotechnology Information
Oxido nitrico (Nitric Oxide)
Oxido nitrico sintasa
Dominio de degradacion oxigeno dependiente (Oxygen-dependent Degradation Domain)
Organizacion Mundial de la Salud
Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet-Derived Growth Factor)
Factor de crecimiento placentario (Placental Growth Factor)
Varices primarias ( Primary Varicose Veins)
PCR en tiempo real
Recurrent varices after surgery
Radiofrecuencia
Secuencia RGD
Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)
Varices recidivadas (Recurrent varicose veins)
Receptores tirosin kinasa
Endoglina soluble
Desviacion tipica SD (standard deviation)

Error standard de la media (standard error of the mean),
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TEP: Tromboembolismo pulmonar

TVP: Trombosis venosa profunda

TGF-B: Factor de crecimiento transformante § (Transforming Growth Factor ()
TRR-II: Receptor tipo 1l del TGF-B (TGF-B Receptor 11)

TIMP: Tissue inhibitors of MMP

VCAM Molécula de adhesion vascular (Vascular Cell Adhesion Molecule)

VE-cadherina: Cadherina del endotelio vascular (Vascular Endothelial Cadherin)

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor)
VEGFR-1: Receptor tipo 1 de VEGF (VEGF Receptor type 1)

VEGFR-2: Receptor tipo 2 de VEGF (VEGF Receptor type 2)

VHL: von Hippel-Lindau

VPF: Factor de permeabilidad vascular (Vascular Permeability Factor)
VSCM: Celulas musculares lisas vasculares.

VSI: Vena safena interna

VWE: Factor von Willebrand (von Willebrand Factor)

ZP: Zona pelucida
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FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Clasificacion CEAP de la EVC. Guia de préctica clinica en enfermedad venosa cronica del
Capitulo de Flebologia y Linfologia de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular.
Angiologia 2015.

Figura 2. Papiro de Ebers y Tabla de la Acrdpolis ateniense (Siglo IV a.C.).

Figura 3. Anatomia venosa de Leonardo y Sistema venoso de Andreas Vesalio.

Figura 4. “Varicose disease” de John Gay. Fotografia de Friedich Trendelemburg.

Figura 5. Charles Horace Mayo y W.W Babcock.

Figura 6. Secuencia de una safenectomia interna infragenicular. CAUSA.

Figura 7. Elaboracion de espuma con Polidocanol. CAUSA.

Figura 8. Fuente de radiofrecuencia RFA vy catéter centimetrado.

Figura 9. Imagenes de RFA con catéter (CAUSA).

Figura 10. Modificado de Caggiati A., Bergan J., Gloviczki P., Jantet G., Wendell- Smith C., Partsch H.
Nomenclatura venosa consensuada. J Vasc Surg 2002.

Figura 11. Corte de vena safena interna varicosa. Hematoxilina eosina X2 y x4 aumentos. D M. Sancho.
(CAUSA).

Figura 12. Factores etiopatogénicos e inflamacién como protagonista de la IVC.

Figura 13. Los cambios henodinamicos producen la activaciéon endotelial induciendo la expresion de
factores de crecimiento y de moléculas de adhesion y sefalizacion facilitando el reclutamiento y
activacion de leucocitos y monocitos que mediante proteinasas y ROS determinan la disfuncién
endotelial. Modificado Mannello et al., 2014.

Figura 14. Teorias etiopatogénicas de la IVC.Modificado de Bergan et al., 2006.

Figura 15. Fuerzas radiales y circunferenciales sobre la pared venosa.

Figura 16. Cascada Hipoxica en la fisiopatologia de las varices esenciales.

Figura 17. Cascada inflamatoria en la fisiopatologia de las varices esenciales.

Figura 18. Remodelamiento en la Fisiopatologia de las varices esenciales.

Figura 19. Tipos de varices recidivadas.

Figura 20. Clasificacién de Fischer de recidiva inguinal.

Figura 21. Fotografia intraoperatoria de un neocayado inguinal con detalle del ovillo neoangiogénico
(CAUSA).

Figura 22. Esquema diferencial de Angiogénesis y Vasculogenesis.

Figura 23. Induccién de VEGF-A a células de fenotipo migratorio (tip cells).
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Figura 24. Via Notch. En las células tip la sefializacion es débil y en las células stalk en cambio muy
activa.

Figura 25. Progresion en la formacién del neovaso: Sprouting.

Figura 26. Algunos de los protagonistas de la IVC y la angiogénesis.

Figura 27. HIF y Homeostasia del O2.

Figura 28. Estructura 2D HIF y estructura 3D de HIF1A (Protein Data Bank in Europe).

Figura 29. Ciclado de HIF-1.

Figura 30. HIF como factor de transcripcion.

Figura 31. Estructura 3D e Interaccion de VEGF (en rojo /azul) con el receptor RTK (verde). Modificado
de Hubbard (1999).

Figura 32. Receptores VEGF. Haggstrom 2014.

Figura 33. Estructuras 3D del TGFpB y TPRy de la Endoglina. (Radaev et al., 2010 y Llorca el al., 2007)
Figura 34. Isoformas de endoglina con diferente dominio citoplasmatico. La endoglina soluble es la
forma circulante de endoglina, producida por protedlisis de ambas. Ollauri-lbafiez C. Efecto de la
sobreexpresion de endoglina sobre la angiogénesis tumoral y fisioldgica. Tesis doctoral. Universidad de
Salamanca., 2018.

Figura 35. Union safenofemoral y entorno cicatricial.

Figura 36. Fisiopatologia de la cicatrizacion.

Figura 37. Factores moleculares en la recurrencia varicosa inguinal. ROS: Especies Reactivas de
Oxigeno; HIF-1y 2, Factor 1y 2 inducible por hipoxia; TGF-B, factor de crecimiento transformante beta;
ALK 5y 1 (receptores TGB- ) VEGF, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular y sus receptores
VEGFAR- 1y 2).

Figura 38. Muestras de tejido. El grupo 1 control, biopsias de venas colaterales del cayado safeno. El
grupo 2, muestras de varices primarias: 2A biopsias del cayado safeno-femoral; 2B, R3 de safena interna
distales. El grupo 3, recidivas: las 3A biopsias del neocayado; las 3B biopsias de varices tronculares de
ese territorio.

Figura 39. Método de purificacion para la obtencion de RNA en columna.

Figura 40. QPCR y ciclos de amplificacion.

Figura 41. Primers comerciales utilizados.

Figura 42. Curva de amplificacion de la qPCR.

Figura 43. Microesferas codificadas por color unidas covalentemente a los analitos. Las reacciones se
cuantifican por la fluorescencia de la ficoeritrina (Charles River Laboratories International Inc
Multiplexed fluorometric ImmunoAssay MFIA).

Figura 44. Fases del ensayo de inmunodeteccion multiplexada fluoromeétrico MFIA.
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Expresion proximal del factor inducible por hipoxia (HIF-1a)

Figura 46 Expresion proximal de Endoglina tisular

Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.
Figura 58.
Figura 59.
Figura 60.
Figura 61.
Figura 62.
Figura 63.
Figura 64.
Figura 65.
Figura 66.
Figura 67.

Figura 68.

Expresion proximal de VEGF-A.

Expresion proximal de los receptores del VEGF-A, tipo 1y 2 (VEGFR-1 y VEGFR-2)
Expresion distal del factor inducible por hipoxia (HIF-1a)

Expresion distal de Endoglina

Expresion distal de factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A)
Expresiones distales de VEGFR-1 y VEGFR-2

Expresion proximal y distal del factor inducible por hipoxia (HIF-1a).
Expresion proximal y distal de Endoglina tisular.

Expresion proximal y distal de VEGF-A.

Expresion proximal y distal de los receptores VEGFR-1 Y VEGFR-2
Determinaciones gPCR seriadas de Endoglina, VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2
Resumen resultados q PCR.

Expresion seng en suero dia 0

Expresion de VEGF en suero dia 0

Expresion de VEGFR-1Y VEGFR-2 en suero dia 0

Expresidon de Endoglina soluble en suero. Control a los 3 meses

Expresion de VEGF en suero. Control a los 3 meses.

Expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 en suero. Control a los 3 meses.
Expresion de Endoglina soluble en suero. Dia 0 y control 3 meses.
Expresion de VEGF en suero. Dia 0 y control 3 meses.

Expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 en suero. Dia 0 y control 3 meses.

Determinaciones séricas seriadas de Endoglina, VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2.
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Figura 69.
Figura 70.
Figura 71.
Figura 72.
Figura 73.
Figura 74.
Figura 75.
Figura 76.
Figura 77.
Figura 78.
Figura 79.
Figura 80.
Figura 81.
Figura 82.
Figura 83.
Figura 84.
Figura 85.
Figura 86.

Figura 87.
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Resumen resultados de determinaciones séricas. MFIA

CEAP vy expresion tisular proximal de HIF, Endoglinay VEGF-A

CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1 Y VEGFR-2

CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A.

CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1 Y VEGFR-2.

CEAP y expresion tisular proximal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices primarias.
CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices primarias.
CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices primarias.
CEAP y expresion tisular distal de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices primarias.

CEAP y expresion tisular proximal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices recidivadas.
CEAP y expresion tisular proximal de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices recidivadas.
CEAP y expresion tisular distal de HIF, Endoglina y VEGF-A en varices recidivadas.
CEAP y expresion tisular distal de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices recidivadas.
CEAP y expresion sérica de Endoglinay VEGF-A.

CEAP y expresion sérica de VEGFR-1y VEGFR-2

CEAP y expresion sérica de Endoglinay VEGF-A en varices primarias.

CEAP y expresion sérica de VEGFR-1 y VEGFR-2 en varices primarias.

CEAP y expresion sérica de Endoglina y VEGF-A en varices recidivadas.

CEAP y expresion sérica de VEGFR-1y VEGFR-2 en varices recidivadas.
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Tabla 1. Familia de TGF Modificado de (Morikawa et al, 2016).

Tabla 2. Niveles de Endoglina y eventos vasculares (Nufiez Gémez et al., 2017).

Tabla 3. Distribucion por sexo y edades de los tres grupos.

Tabla 4. Epidemiologia grupo 1.

Tabla 5. Epidemiologia grupo 2

Tabla 6. Epidemiologia grupo 3

Tabla 7. Distribucion por sexos y edades.

Tabla 8. Graficas de distribucién por sexo y edades

Tabla 8. Caracteristicas de los Grupos 2 (VV) y 3 (RVV).

Tabla 9. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones proximales.
Tabla 10. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones distales
Tabla 11. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones de suero dia 0
Tabla 12. Biomarcadores y resultados estadisticos de las determinaciones de suero a 3 m.
Tabla 13. CEAP Grupo 2 (VV) y Grupo 3 (RVV).
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