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Resumen

Introduccidén: después de una cirugia convencional de las varices (crosectomia y stripping de la safena interna)
existe un importante porcentaje de recidivas que ocasiona un problema clinico, social y econémico. Su etiopato-
genia no esta bien esclarecida.

Objetivo: investigar en pacientes con varices (no recidivadas y recidivadas) la expresion de diferentes moléculas
implicadas en los procesos de neovascularizacion, inflamacion e hipoxia.

Métodos: 41 pacientes sometidos a cirugia convencional de varices divididos en dos grupos: varices no reci-
divadas (n = 24) y varices recidivadas (n = 17). En ambos grupos se determinaron en la pared de la vena safena
interna a nivel del cayado safenofemoral mediante RT-PCR a tiempo real los siguientes marcadores angiogénicos:
endogling, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF-A), sus receptores 1y 2 (VEGFR1 o FLTI), (VEGFR2 o
KDR) y el factor inducible por hipoxia (HIF-1A). Todos los pacientes firmaron por escrito un consentimiento para
participar en el estudio.

Resultados: en los pacientes con recidiva varicosa se aprecia, a nivel de la pared venosa, una superior expresion

Palabras clave: de endoglina (p < 0,05), VEGF-A (p < 0,05), FLT1 (p < 0,001) y KDR (p < 0,001) respecto del grupo de varices no
Varices. recidivadas. No se observaron diferencias significativas respecto a HIF-TA.

Varices recurrentes. .. . L . . .

Angiogénesis. Conclusidn: existe un aumento de los marcadores de angiogénesis, incluida la endoglina, en las muestras de
Endoglina.. pacientes portadores de varices con recidivas.
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Abstract

Introduction: after conventional surgery for varicose veins (crosectomy and stripping of the internal saphenous)
there is a significant percentage of recurrences which cause a clinical, social and economic problem. Its etiopatho-
genesis is not clear.

Objective: to investigate in patients with varicose veins (non-recurrent and recurrent), the expression of different
molecules involved in the processes of neovascularization, inflammation and hypoxia.

Methods: 41 patients undergoing conventional varicose vein surgery, divided into two groups: non-recurrent
varicose veins (n = 24) and recurrent varicose veins (n = 17). In both groups, the following angiogenic markers were
determined in the wall of the internal saphenous vein at the level of the saphenous-femoral arch, by means of real-
time RT-PCR: endoglin, vascular endothelial growth factor (VEGF-A), its receptors 1 and 2 (VEGFR1 or FLTI), (VEGFR2
or KDR), and hypoxia-inducible factor (HIF-1A). All patients signed a written consent to participate in the study.

Results: in patients with varicose recurrence, a higher expression of endoglin (p < 0.05), VEGF-A (p < 0.05), FLT1
(p<0.001) and KDR (p < 0.001) is appreciated in respect to the group of non-recurrent varicose veins. No significant

Varicose veins.
Recurrent varicose
veins. Angiogenesis.

Endoglin. rent varicose veins.

INTRODUCCION

La enfermedad varicosa (EV) presenta elevada
prevalencia en la poblacion (30 %) (1), y ocasiona
importantes problemas clinicos, sociales y econémi-
cos (2-4).

La EV forma parte del top 10 de las cirugias mas
frecuentes (5,6). La magnitud se incrementa porque
una de cada cuatro consultas lo son por EV recurren-
te (EVR). La incidencia de EVR oscila entre el 13-65 %,
segun la técnica empleada (7); después de ligadura
safenofemoral llega al 60 % (8). Las reintervenciones
son mas complejas técnicamente, ocupan mas tiem-
po aportan peores resultados y, ademas, empeoran
la satisfaccion del paciente e incrementan los costes
globales.

Existen tres tipos de EVR: residuales (se "dejaron’
en la intervencion), verdadera EVR y nuevas varices
(progresion de la enfermedad) (7).

Hasta hace poco se pensaba que las EVR se debian
a procedimientos practicados inadecuadamente que
dejaban remanentes de la safena o sus colaterales y
que con el tiempo se desarrollaban varices recurrentes.
Sin embargo, actualmente esta aceptado que las cau-
sas son multiples y en ocasiones combinadas (9). Asf,
se clasifican en: errores tacticos, errores técnicos, neo-
vascularizacion y progresion de la enfermedad.

Un buen diagndéstico preoperatorio y una depu-
rada técnica quirdrgica solo pueden prevenir errores
tacticos y técnicos, cuando las otras causas suponen
mas del 50 % de las EVR. Mientras que en el 10-35 %

d

differences were observed with respect to HIF-TA.
Conclusion: there is an increase in angiogenesis markers, including endoglin, in samples from patients with recur-

de las ocasiones la causa de recurrencia no se iden-
tifica, en el 50-70 % de los casos las recidivas suelen
estar localizadas en la ingle (unién safenofemoral), y
en ellas, la neovascularizacion es tan frecuente como
el error tactico/técnico (7,10).

Si'la neovascularizacion es un factor de EVR tras
cirugia, en las venas varicosas recidivadas podria
mantenerse una mayor expresion de marcadores
de angiogénesis que implicarfa que se ha produci-
do neovascularizacién angiogénica y que existe un
mantenimiento de dicho proceso. El objetivo de este
estudio es investigar, en estos pacientes, la expresion
de diferentes moléculas implicadas en los procesos de
neovascularizacion, inflamacion e hipoxia.

MATERIALY METODO

El presente estudio clinico prospectivo, observa-
cional, abierto, controlado y no aleatorizado se ha
realizado durante el periodo 2019-2020 en el Ser-
vicio de Angiologifa y Cirugfa Vascular del Hospital
Universitario de Salamanca. En la figura 1 se muestra
el esquema de la investigacion.

Pacientes
Criterios de inclusion: varices esenciales, hombres y

mujeres de entre 18y 70 afos, ASA I-II, CEAP 2-6, diag-
nosticados mediante eco Doppler de una insuficiencia

| Angiologia 2022:74(1):13-21 |
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| Cirugia (cayado VSI) |

Varices (1.2 cirugia) Varices recidivas
(n = 24) (n=17)

|Procesamiento de muestras en quiréfano|

| Traslado al laboratorio y determinaciones|

[Eng]  [vEGFA|  [FLT1] [KDR|  |HIF-1A]

Figura 1. Esquema de la investigacion.
VSI: vena safena interna; Eng: endoglina; VEGF-A: factor de crecimiento del endotelio
vascular; FLTT y KDR: receptores 1y 2 del VEGE; HIF-1A: factor inducible por hipoxia.

del cayado safenofemoral, sometidos a una crosec-
tomlfa (ligadura/seccion del cayado safenofemoral) y
stripping de la safena y que firman el consentimiento
para participar en el estudio.

Criterios de exclusion: varices postromboticas y
congénitas, mujeres embarazadas o parto en el ulti-
mo afo, obesidad (IMC > 30 kg/m?), ASA > IlI, CEAP
0-1, no eco Doppler, otras técnicas quirdrgicas (por
ejemplo, radiofrecuencia) y no consentimiento.

Grupos

— \Varices no recidivadas (grupo 1): pacientes con
varices esenciales e insuficiencia safenofemo-
ral. Intervenidos mediante crosectomia vy stri-
pping de la safena interna.

— Varices recidivadas (grupo 2): pacientes con
varices esenciales recidivadas a nivel safenofe-
monal. Reintervenidos con datos ecogréficos
preoperatorios sugestivos de neocayado.

Variables a estudio
— Cuaderno de registro de datos.

— Determinacién de cinco genes en tejidos:
endoglina, factor de crecimiento del endotelio

| Angiologia 2022:74(1):13-21 |

vascular (VEGF-A), receptores del VEGF (VEG-
FR1 o FLT1 y VEGFR2 o KDR) y HIF-TA (factor
inducible por hipoxia).

Recogida de muestras, procesamiento
y almacenamiento

Durante la cirugia, se obtuvo un fragmento de
vena safena interna a nivel del cayado safenofemo-
ral. Esta se introdujo inmediatamente en nitrégeno
liquido y se almacend a -80 °C.

Analisis de muestras

Anédlisis de la expresion génica por RT-gPCR: ana-
lizamos la expresion de genes relacionados con la
angiogénesis en muestras de tejido. Para ello, se pul-
verizé la muestra de tejido criogenizada y se extrajo
su ARN. Posteriormente, se llevé a cabo la retrotrans-
cripciéon de dicho ARN para poder obtener el ADNC, a
partir del cual se estudia la expresion génica median-
te PCR a tiempo real.

1. Extraccion de ARN: para extraer el ARN de los
tejidos obtenidos en la cirugia se utilizd el equi-
po comercial NucleoSpin®RNA (Macherey-Na-
gel). Para la extraccién de ARN de los tejidos
primero se pulveriza el tejido previamente crio-
genizado, se pesan 20 mg de tejido y se lisan
con el reactivo RAT suplementado con 3-mer-
captoetanol al 1 % utilizando unos micro-
pistilos Kimble™ Kontes™ Pellet Pestle™. Una
vez lisada la muestra, se siguen las recomen-
daciones del fabricante. El ARN obtenido se
cuantifica empleando un espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 y se almacena a -80 °C.

2. Obtencion de ADNc: para el andlisis de la expre-
sidn génica, es necesario utilizar ADN como
sustrato de la reaccién, por lo que hay que
transformar el ARN en ADN mediante retro-
transcripcion o transcripcion reversa. Las trans-
Criptasas reversas virales, descubiertas en 1970,
sintetizan ADNc a partir de ARN. Con el fin de
sintetizar ADNc, se diluyen 250 ng de ARN
de cada muestra con agua ultrapura hasta un
volumen final de 16 pL. Después se anaden 4 L
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de la iScript™Reverse Transcription Supermix
(BioRad) 5X'y se incuban en un termociclador
MyCycler a 25 °C durante 5 minutos, seguidos
de 30 minutos a 42 °C y 5 minutos finales a
85 °C. El ADNc obtenido se almacena a -20 °C.
3. PCR cuantitativa, gPCR o PCR a tiempo real:
la PCR se preparara sobre un volumen final de
20 pL: 1 uL de ADNc, 10 pL de la Supermix iQ®
SYBR® Green (BioRad), 0,4 uL de cada cebador
a una concentracion de 20 mM y 8,2 ul de
agua ultrapura. La reaccion se lleva a cabo en
un termociclador iQ® 5 empleando un proto-
colo que incuba la reacciéon a 95 °C durante
5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 30 segun-
dos a 95 °C, 30 segundos a la temperatura de
anillamiento ¢ptimay 30 segundosa 72 °C. La
cédmara acoplada al termociclador toma una
imagen de la muestra al final de cada cicloy
detecta la sefal fluorescente, que serd mas
grande cuanto mas producto de PCR haya.
Se utilizaron como controles o housekeeping la
expresion de los ARNm de GAPDH.

Analisis estadistico

Los datos estan expresados en un diagrama de
caja (box plot). Para el anélisis entre grupos se ha
empleado la prueba t de Student. El resultado esta-
distico es significativo a partir de 0,05.

Responsabilidades éticas

La investigacion fue aprobada por el Comité Eti-
co de Investigacion del Area de Salud de Salamanca,
que se ajusta a las normas éticas y de buena prac-
tica clinica (de la Asociacion Médica Mundial y de
la Declaracion de Helsinki). Cédigo CEIm: PI 2019 03
204, aprobado el 1/3/2019.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento
para participar en el estudio. Todos los datos se han
tratado de forma confidencial y han sido encripta-
dos segun lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999,
de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Carac-
ter Personal y en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion biomédica.

RESULTADOS

En el estudio se han incluido 41 pacientes divi-
didos en dos grupos: varices no recidivadas (n = 24)
y varices recidivadas (n = 17). El reparto por sexos y
edades se ve en la tabla .

El analisis de la expresion de marcadores de angio-
génesis e hipoxia en las muestras de tejido obtenidas
de los grupos demuestra que el grupo 2 (venas safe-
nas de pacientes con recidiva) presenta una mayor
expresion de endoglina (p < 0,05), VEGF-A (p < 0,05),
FLT1 (p < 0,001) y KDR (p < 0,001) respecto del gru-
po 1 (Fig. 2). No se detectaron diferencias entre gru-
pos respecto a la expresion del gen marcador de
HIF1A. En la tabla Il se muestran los datos numeéricos
pOr grupos.

DISCUSION

En 1950 se definieron los principios del tratamien-
to quirdrgico de la EV (interrumpir el reflujo desde
el sistema venoso profundo al superficial). Desde
entonces, han sido muchos los avances diagnésticos
(como, por ejemplo, el eco Doppler preoperatorio)
y terapéuticos (como las técnicas endovasculares).
Sin embargo, la EVR esta por resolver. Persisten las
controversias sobre qué técnica (stripping, radio-
frecuencia, laser endovenoso, etc.) es més eficaz.
Asi, el estudio RECLAS atribuye iguales recidivas al
laser y a la tradicional ligadura safenofemoral (strip-
ping) (11). Un estudio posterior tampoco encontréd
diferencias relacionadas con las recidivas entre la
cirugia convencional y la endovenosa (laser o radio-
frecuencia), aunque las causas de recidiva son dife-
rentes (12).

Tabla I. Caracteristicas basicas
de los grupos

Grupo Nf de Sexo Edad
pacientes
1 (no recidiva) 24 / hom.bres 33-67 anos
17 mujeres
2 (recidiva) 17| Bhombres | 5, 69 aios
9 mujeres

| Angiologia 2022:74(1):13-21 |
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Figura 2. Expresiones de genes relacionados con la angiogénesis en muestras de vena safena interna obtenidas durante la cirugfa.
ENG: endoglina; HIFTA: factor inducible por hipoxia; VEGF-A: factor de crecimiento del endotelio vascular; FLTT y KDR: receptores 1 y 2 del VEGF. Significacion estadistica: *p < 0,05,

**%p < 0,001,

Tabla Il. Expresion de genes relacionados con la angiogénesis en muestras de vena safena
interna obtenidas durante la cirugfa

Grupo 1. No recidiva Grupo 2. Recidiva
Media SD SEM Media SD SEM p
Eng -0,1286 0,2908 0,06345 0,09734 0,2334 0,05834 < 0,05
HIF1A 0,2024 0,1906 0,04158 0,1913 0,1848 0,0462 > 0,05
VEGF-A -0,2625 0,2155 0,04702 -0,04576 0,2787 0,06967 < 0,05
FLT1 -0,2729 03216 0,07018 0,2261 0,2922 0,07305 < 0,001
KDR -0,2002 0,3105 0,06944 0,3055 0,3352 0,08381 < 0,001

Eng: endoglina; HIF1A: factor inducible por hipoxia; VEGF-A: factor de crecimiento del endotelio vascular; FLTI (o VEGFR1): receptor 1 del VEGF;
KDR (o VEGFR2): receptor 2 del VEGF.

De las cuatro causas de EVR descritas (9), la neo-
vascularizacion es el mecanismo mas recientemente
implicado en la patogenia de las EVR. Una revisiéon
concluye que la neovascularizacion es una causa
comun de recidiva varicosa poscirugia: empleando el
eco Doppler, se observa del 25 al 94 % de las EVR (7).

| Angiologia 2022;74(1):13-21 |

Nuestros resultados, aunque preliminares, apo-
yan que la neovascularizacion forma parte de la
compleja etiopatogenia de la recidiva varicosa al
constatar un significativo aumento de diversos
marcadores de angiogénesis en los pacientes

con EVR.
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La neovascularizaciéon supone la formacién de
nuevos vasos sanguineos, que en el caso de la EVR
aparecen en posicién anormal. Estos nuevos vasos,
de diferente tamafo, nimero y tortuosidad, surgen
porigual después de una cirugia convencional (strip-
ping) o endovenosa (laser o radiofrecuencia), aunque
es inferior en las técnicas de ablaciéon endovenosa,
dado que en estos procedimientos no existe derra-
mamiento de células endoteliales, circunstancia que
puede ser el origen de la neovascularizacién. De
hecho, en estas técnicas, la recanalizacion es la causa
mas frecuente de EVR (12).

En la patogénesis de la neovascularizacion, como
causa de EVR poscirugfa, se contemplan factores
intraoperatorios (técnica quirdrgica, trauma oca-
sionado, material de sutura, etc.) y posoperatorios
(hipoxia, inflamacion, moléculas proangiogénicas,
etc) (Figs. 3Ay B).

Existen diferentes hipotesis. La mdas aceptada es
que la hipoxia de la pared venosa, la neovasculari-
zacion y la enfermedad varicosa esencial/recurrente
estan fuertemente relacionadas. La neovasculariza-
cion se produce por el estimulo angiogénico en el
area cicatricial de la ligadura de la unién safenofe-
moral y en la extraccion del tronco safeno: se forman
neovasos que reconectan con troncos venosos resi-
duales recurrentes. Dicho de otra manera: puede ser
una respuesta a la desconexion venosa, una respues-
ta cicatricial que, por la hipoxia, induce activacion
endotelial y liberacién de factores angiogénicos que
producen una recanalizacién y una endotelizacion
del trayecto de la vena resecada. El mantenimiento
de la sefal angiogénica, caracterizada por la persis-

O

QL= || QL= -

i
o
VFC| VFC| VFC|

= VS| — Vsl — Vsl

i

V4
7

Figura 3. Patogénesis de las recurrencias varicosas. A. Mecanismos cldsicos. B.
Mecanismos actuales. C. Moléculas investigadas (hipdtesis de nuestra investigacidn).
VFC: vena femoral comun; VSI: vena safena interna; HIF: factor inducible por hipoxia;
VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; Eng: endoglina.

tencia de marcadores angiogénicos en el neovaso,
explicaria la compleja red tortuosa de neovasos que
conectan con el mundén de la vena safena, con sus
tributarias y con la vena femoral comun (Fig. 4).

Aungue existen estudios observacionales que
correlacionan los hallazgos del eco Doppler preope-
ratorio con la impresion macroscoépica durante la
reintervencion y el estudio histologico de la pie-
za como sugestivos de neovascularizacion (13), la
investigacion debe focalizarse en los mecanismos
fisiopatologicos que la producen tras una correcta
intervencion quirdrgica y, por ello, la atencion debe
dirigirse a moléculas diana involucradas en los proce-
s0s neocangiogénicos, tales como HIF, VEGF o endo-
glina (Fig. 3Q).

El factor inducible por hipoxia (HIF) ha sido inves-
tigado en la patogénesis de diversas enfermedades
vasculares arteriales (como la arteriosclerosis) y veno-
sas, tanto agudas como cronicas (varices) (14). Es bien
conocido que la activacién del HIF estd implicada en
la angiogénesis. En nuestra investigacion, el factor
HIF-1, aunque aumentado respecto de un control
(pacientes sin varices), no mostré diferencias signifi-
cativas entre los grupos de pacientes con varices no
recurrentesy recurrentes; no determinamos HIF-2. La
ausencia de diferencias podria ser indicativa de que
el vaso ya se ha formado y se ha recuperado el flujo
de sangre en la zona.

Dentro de los marcadores de neovascularizacion
se ha observado una mayor expresién de decorina
en mufiones redundantes (después de la ligadura
del cayado safenofemoral) (8). Para estos autores, la
decorina, una proteina del tejido conectivo, permi-

Figura 4.Imagen intraoperatoria de un neocayado a nivel inguinal. Detalle del ovillo
probablemente neoangiogénico.

| Angiologia 2022:74(1):13-21 |
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te diferenciar entre mufiidon redundante y mufion
redundante y neovascularizacion como causas de
EVR. En otros marcadores empleados por estos
autores (VEGF, TGF-31 y TGF-33, metaloproteinasa
1, etc.) no se encontraron diferencias entre grupos.
Por el contrario, nuestro estudio muestra incremen-
tos significativos de VEGF-A, de sus receptores (FLT1
y KDR) y de endoglina (este ultimo, correceptor de
TGF-B).

La endoglina es una glicoproteina de membrana
que se expresa especialmente en las células endote-
liales, participa en la sefalizacion de diversas molé-
culas de la familia del TGF- y modula las respuestas
celulares aTGF-(, entre ellas la produccion de matriz
extracelular, la regulacion de la angiogénesis, el remo-
delado vasculary el desarrollo cardiovascular (15). La
presencia de endoglina en las células de las tres capas
de los vasos sanguineos (intima, media y adventicia)
sugiere un importante papel en la fisiologia vascu-
lar. Por su parte, TGF-3 actua en la neoformacién de
capilares y en el mantenimiento de la integridad de
la pared de los vasos, tanto en el embridon como en la
vida posnatal (15,16). Ademas de la forma de mem-
brana, la estudiada por nosotros, existe una forma

soluble de endoglina formada por procesamiento
proteolitico de la isoforma de membrana (15).

Por todo esto, la endoglina como molécula
proangiogénica es la clave en la regulacion de la
neoangiogénesis y es esencial para una correcta
angiogénesis (16). Recientemente se ha propuesto
que, al igual que es necesario un aumento de expre-
sion de endoglina para el correcto desarrollo del pro-
Ceso angiogénico, es necesaria una disminucion de
su expresion para que la angiogénesis pueda resol-
verse correctamente. La persistencia de la expresion
de endoglina darfa lugar a alteraciones vasculares por
ese exceso de la angiogénesis.

Por otro lado, para confirmar que el grupo 2 tenia
una mayor angiogénesis en la zona de la cirugia, ana-
lizamos también otros marcadores, como VEGF-A,
que es un conocido e importante factor implicado
en la angiogénesis, y sus receptores de tipo 1 (FLTT)
y 2 (KDR). Los resultados obtenidos confirman que
las varices procedentes de pacientes con recidiva
tienen un aumento significativo de la expresion de
todos estos genes relacionados con la angiogénesis.
El esquema de actuacion propuesto se representa
en lafigura 5.
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Figura 5. factores moleculares posoperatorios que pueden contribuir a la recidiva de venas varicosas.
ROS: especies reactivas de oxigeno; HIF-1y 2: factores inducibles por hipoxia 1y 2; T6F-B: factor de crecimiento transformante-beta; ALK 5 y 1: quinasas similar-receptor activina 5 y 1,
endoglina/CD105: endoglina de membrana; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; FLTT y KDR o receptores 1y 2 del VEGF-A.
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El papel de la endoglina y su forma soluble no
han sido investigados en las EVR. Unicamente existe
una publicacién que analiza el papel de TGF-By de Ia
endoglina en la cicatrizacién de Ulceras venosas (17).

Con la finalidad de reducir o de evitar la estimu-
lacion de la angiogénesis poscirugia venosa, se han
ideado técnicas de barrera (cierre de la fascia cribifor-
me, cobertura del mufAdn con una protesis de PTFE),
la inversion del endotelio del mufidn o técnicas de
avulsion (18-20). La recomendacion de estas técnicas
es baja (21).

En este sentido, nuestro trabajo también busca un
potencial impacto clinico. Los resultados de endoglina
en tejidos son positivos. En una segunda fase investi-
garemos la endoglina soluble: como es factible deter-
minarla en el plasma (no en tejidos), podria convertirse
en un marcador predictivo de recurrencia varicosa.

Existen limitaciones en nuestro estudio. Primera,
el escaso numero de pacientes por grupo, motivado
por la reduccion de cirugias durante la pandemia por
la COVID-19. Estos resultados preliminares se com-
pletardn con mas casos (n = 30 por grupo). Segun-
da, el limitado nimero de moléculas analizadas esta
motivado por problemas de costes. Se seleccionaron
aquellas no investigadas (endoglina) y otras que, aun-
que estudiadas, son fundamentales como patrones
de referencia (VEGF o HIF).

CONCLUSIONES

Hemos detectado un aumento de marcadores de
angiogénesis en los pacientes con varices recidiva-
das. Especificamente en la pared venosa de la safena
a nivel safenofemoral de estos pacientes (frente al
grupo sin recidivadas) existe una mayor y significativa
expresion de endoglina, de VEGF-A 'y de sus recepto-
res FLT1y KDR. No encontramos diferencias respecto
a HIF-1A.
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