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Resumen: La enfermedad venosa crénica (EVC) se trata de una amplia variedad de anomalias del
sistema venoso de gran prevalencia en nuestra sociedad. Frecuentemente, se manifiesta en las
extremidades inferiores en forma de vena varicosa (VV), cursando como una situacién de
hipertensién venosa ambulatoria que se agrava conforme progresa la enfermedad. Cada vez mas
estudios evidencian la importancia de los cambios moleculares y de la matriz extracelular en la
fisiopatogenia de la EVC. EGFL-7 (Epidermal growth factor-like domain-containing protein 7) es un
componente de gran importancia en el desarrollo y patologia del sistema vascular, aunque su papel
en la EVC todavia no ha sido esclarecido. Asi, el objetivo del presente trabajo es analizar la expresion
génica y proteica de EGFL7 en la pared venosa de pacientes con EVC (n=35) y sanos (n=27), mediante
la realizacién de RT-qPCR e immunohistoquimica, respectivamente. Nuestros resultados muestran
como existe una disminucion en la expresion de EGFL-7 en pacientes con EVC en comparacién con
las venas de individuos sanos. En su conjunto, nuestro trabajo apoya el papel de EGFL7 en la
pérdida de la homeostasis vascular asociada a la EVC. Futuros estudios son necesarios para
profundizar en las implicaciones de estos cambios en el tejido venoso patolégico, asi como el
desarrollo de posibles estrategias dirigidas a esta diana.

Palabras Clave: Enfermedad venosa cronica, Epidermal growth factor-like domain-containing
protein 7, Vena varicosa.
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Abstract: Chronic venous disease (CVD) is a wide variety of anomalies of the venous system that
are highly prevalent in our society. Frequently, it manifests in the lower extremities in the form of
varicose veins (VV), presenting as a situation of ambulatory venous hypertension that worsens as
the disease progresses. More and more studies show the importance of molecular changes and of
the extracellular matrix in the pathophysiology of CVD. EGFL-7 (Epidermal growth factor-like
domain-containing protein 7) is a component of great importance in the development and pathology
of the vascular system, although its role in CVD has not yet been clarified. Thus, the objective of this
study is to analyze the gene and protein expression of EGFL7 in the venous wall of patients with
CVD (n=35) and healthy patients (n=27), by performing RT-qPCR and immunohistochemistry,
respectively. Our results show how there is a decrease in the expression of EGFL-7 in patients with
CVD compared to the veins of healthy individuals. As a whole, our work supports the role of EGFL7
in the loss of vascular homeostasis associated with CVD. Future studies are necessary to delve into
the implications of these changes in the pathological venous tissue, as well as the development of
possible strategies aimed at this target.

Key words: Chronic venous disease, Epidermal growth factor-like domain-containing protein 7,
Varicose vein.

1. Introduccion

La enfermedad venosa crénica (EVC) refiere un conjunto de trastornos del sistema venoso que
de manera frecuente se manifiesta en las extremidades inferiores en forma de venas varicosas (VVs)
[1,2]. La EVC se trata de un trastorno altamente representado en sociedades occidentales. Se estima
que tiene una prevalencia aproximadamente de un 60-70% y que entorno a un 25% lo manifiesta en
forma de VVs [3], con una incidencia anual aproximada de un 2.6% en mujeres y 1.9% en varones [4].
Entre los factores de riesgo para padecer EVC destacan el historial familiar, el sedentarismo, el habito
tabaquico, la edad, el sexo femenino, el embarazo o la obesidad [5-7].

Fisiopatologicamente, la EVC se caracteriza por una situaciéon de hipertensién venosa
ambulatoria, que aumenta conforme progresa la enfermedad [8]. Esta hipertension va a tener efectos
muy importantes en la pared venosa, que responde por mecanismos de dilatacion que se asocian con
una incompetencia o fracaso valvular, lo que a su vez aumenta la inflamacién [9,10]. Estos cambios
se relacionan con una marcada respuesta inflamatoria, cambios en el comportamiento y funcion del
endotelio, de las células musculares lisas, alteraciones hemodinamicas y microcirculatorias asi como
una marcada hipoxia del tejido [11] De igual manera, se ha demostrado la importancia de la
remodelacién de la matriz extracelular (MEC) en el desarrollo y progresion de la EVC. De hecho,
trabajos anteriores han sefialado como existe un cambio de la MEC en las VVs que se asocia con su
progresion y fisiopatologia [12,13], apoyando asi la importancia de seguir profundizando en los
cambios acaecidos en la MEC de la pared venosa de estos pacientes.

EGFL-7 (Epidermal growth factor-like domain-containing protein 7) es un potente factor
angiogénico, estrechamente ligado con el desarrollo vascular y endotelial [14]. Asimismo, este
componente es un modulador negativo muy importante del proceso de elastogénesis vascular [15].
Ademas, se ha observado como pacientes embarazadas con EVC muestran una disminucién de este
componente en el tejido placentario, relacionandose con una alteracion en la homeostasis del
componente elastico en este 6rgano [16]. Asi, el animo del presente trabajo es analizar la expresion
génica y proteica de este componente en la pared venosa de pacientes con EVC y compararla con su
expresion en venas no patologicas mediante el uso de RT-gPCR e immunohistoquimica,
respectivamente.
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2. Material y Métodos

2.1. Diserio del estudio

Se trata de un estudio transversal de 35 pacientes con diagndstico clinico de EVC en comparacion
con 27 pacientes control sin enfermedad venosa (CS). Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
mujeres y hombres con diagnéstico de EVC, con indice de masa corporal (IMC) menor o igual a 25;
con y sin reflujo venoso en la vena safena mayor; consentimiento informado firmado; y compromiso
de seguimiento en el pre y postoperatorio, asi como de entrega de muestras de tejido. Los criterios
de exclusion fueron pacientes con malformaciones venosas o insuficiencia arterial, pacientes sin
acceso a su historia clinica, pacientes con patologias que pudieran afectar el sistema cardiovascular
(enfermedades infecciosas, diabetes, hipertension y dislipidemia), pacientes con habitos toxicos y
aquellos con incertidumbre de participando en el seguimiento. El diagnoéstico clinico de EVC y la
evaluacion del reflujo venoso se basaron en una ecografia Doppler color no invasiva (7,5 a 10 MHz)
de los sistemas de venas superficiales y profundas. Los segmentos de la vena safena para el grupo
HV se verificaron durante la extraccion de drganos para la cirugia de derivacién.

Este estudio se realiz6 de acuerdo con principios éticos basicos (autonomia, inocuidad, beneficio
y justicia distributiva); su desarrollo sigue los estandares de Buena Practica Clinica y los principios
enunciados en la tltima Declaracién de Helsinki (2013) y el Convenio de Oviedo (1997). El proyecto
fue aprobado por el comité de ética del Hospital Militar Gémez-Ulla (37/17).

2.2. Procesamiento de muestras

Para la coleccion de muestras se extrajo la totalidad de la vena safena mayor mediante
safenectomia. Estos fragmentos se introdujeron en dos tubos estériles, uno con solucién de ARN later
(Ambion, Austin, TX, EE. UU.) y otro con medio MEM (Minimum Essential Medium) con 1% de
antibidtico/antimicético (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). Las muestras se
procesaron en una campana de flujo laminar Telstar AV 30/70 Miiller clase II 220 V 50 MHz (Grupo
Telstar SA, Terrassa, Espafia) en un ambiente estéril. Las muestras recolectadas en la solucion
RNAlater se mantuvieron a -80 °C hasta que se procesaron para el andlisis de la expresion génica
mientras que las muestras conservadas en MEM se utilizaron para realizar estudios histoldgicos.

En primer lugar, las muestras se lavaron e hidrataron varias veces con MEM sin antibiético para
eliminar los eritrocitos y aislar el tejido venoso. Posteriormente, el tejido venoso se seccioné en
fragmentos y las muestras se conservaron en fijador F13 (60% etanol, 20% metanol, 7% polietilenglicol
y 13% agua destilada). Transcurrido el tiempo necesario para su fijacion, se deshidrataron las
muestras en concentraciones crecientes de alcohol y se sometieron a un proceso de inclusion en
parafina, confeccionandose finalmente un bloque de parafina. A partir de estos bloques, se realizaron
secciones finas de cinco micras en un micrétomo de rotacion HM 350 s (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) y se recolectaron en portaobjetos impregnados con una solucién de poli
lisina al 10% para lograr la adherencia de las secciones a las diapositivas

2.3. Estudio de la expresién génica

La expresion de EGFL7 se estudié mediante el método de PCR en tiempo real (RT-qPCR), en el
que se cuantifico la cantidad de ADN copia en cada uno de ellos. La extraccion del ARN se realizo
por el método del isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo, siguiendo el procedimiento descrito
por Ortega et al. [17]. Los primers usados fueron disehiados por la herramienta Primer-BLAST [18] y
la aplicacion AutoDimer [19]. Se utiliz9 el sistema StepOnePlus™ con el método de la curva estandar
relativa para llevar a cabo la PCR cuantitativa (qQPCR). Se mezclaron 5uL de cada muestra,
previamente diluidos en agua libre de nucleasas, con 10 pL del agente intercalante IQ™ SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories), 1 uL. de forward primer, 1 uL de reverse primer y 3 uL de
agua libre de DNasas y RNasas en placa MicroAmp® de 96 pocillos (Applied Biosystems-Life
Technologies), obteniendo un volumen final de 20 pL. Los resultados finales se normalizaron y
compararon con la expresion génica constitutiva de GAPDH (Tabla I). Los datos obtenidos de cada
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gen se interpolaron en una curva estandar. En la placa de 96 pocillos, las muestras se triplicaron y
duplicaron en una curva estandar, y los dos pocillos restantes se llenaron con controles negativos.

Tabla I. Secuencias de cebadores utilizadas en RT-qPCR y temperatura (Tm).

Gen Sercuencia directa (5'—3') Secuencia inversa (5'—3') Temperatura
GAPDH GGAAGGTGAAGGTCG GTCATTGATGGCAACAAT 60 °C
GAGTCA ATCCACT
EGFL7 TCGTGCAGCGTGTGTA GCGGTAGGCGGTCCTATA 59°C
CCAG GATG

2.4. Estudio de la expresion proteica

La reaccion antigeno-anticuerpo se detectd por el método ABC (complejo avidina-biotina) con
peroxidasa o fosfatasa alcalina como cromdgeno, de acuerdo con el protocolo descrito por Ortega et
al. [20]. El bloqueo de los sitios de unién no especificos se llevé a cabo con albiimina de suero bovino
(BSA) al 3% y PBS durante la noche a 4°C (Tabla Ila). La incubacion con el anticuerpo secundario
unido a biotina se diluy6 en PBS durante una hora y media a temperatura ambiente (Tabla IIb).

Se llevé a cabo una incubacion con el conjugado de avidina-peroxidasa ExtrAvidin®-Peroxidase
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) durante 60 minutos a temperatura ambiente (diluido a
1:1200 en PBS). La incubacién se reveld con el sustrato cromogénico de diaminobencidina (Kit DAB,
SK-4100) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.). El sustrato cromogénico se preparo
inmediatamente antes de la exposicion (5 mL de agua destilada, 2 gotas de tampdn, 4 gotas de DAB
y 2 gotas de peroxido de hidrégeno). Esta técnica permite una mancha de color marrdn. Para obtener
el contraste con la tincion de los nticleos, se realizdé una incubacién en hematoxilina de Carazzi
durante 5-15 minutos montada en medio acuoso con Plasdona. En todos los estudios genéticos se
utilizaron como control negativo secciones del mismo tejido, en las que se sustituy6 la incubacién con
el anticuerpo primario por incubacion con solucién de bloqueo.

Tabla II. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el analisis de inmunohistoquimica.

A. Anticuerpo primario

Anticuerpo Especie Dilucion  Proveedor Ne Especificaciones del
categoria protocolo
EGFL7 Conejo 1:500 Abcam  ab256451 EDTA (pH9) antes dela
(monoclonal) incubacion con solucion de
bloqueo

B. Anticuerpo secundario

Anticuerpo  Especie = Dilucion Proveedor Ne Especificaciones del
categoria protocolo
IgG Ratén  1:1000 Sigma-Aldrich; B5283 NA
(Policlonal) Merck KGaA

2.5. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa estadistico GraphPad Prism® 5.1 y se aplicd la
U de Mann-Whitney y la prueba de x2 de Pearson. Los datos se expresan como mediana con rango
intercuartilico (RIC). Las barras de error en las cifras se expresan con IQR. Los valores de significacion
se establecieron en *p < 0,05, **p < 0,005 y **+p <0,001.



RIECS 2022, 7.1.307 20

Las preparaciones se examinaron bajo un microscopio optico Zeiss Axiophot (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemania). Dado el importante papel de las proteinas involucradas, la evaluacion de
los resultados histoldgicos se realizé6 por la intensidad de expresion para la tincién
inmunohistoquimica con una puntuacion de 1 a 3. En adelante, las muestras histologicas de los
pacientes se clasificaron como negativas (0) o positivas (1-3) siguiendo el método de puntuacién del
IRS, como se describe en trabajos previos [21]. Para cada grupo de sujetos establecido, se examinaron
7 campos de microscopia seleccionados al azar en cada una de las 5 secciones. Los sujetos fueron
clasificados como positivos cuando la proporcion promedio de la muestra etiquetada fue mayor o
igual al 5% de la muestra total. Esto se hizo calculando el porcentaje total de tejido marcado en cada
campo de microscopia para obtener el valor de la media para la muestra de estudio segtn lo descrito
por Cristobal et al. [22]. La observacion y cuantificaciéon de las muestras fue realizada de forma
independiente por dos investigadores.

3. Resultados

3.1. Los pacientes con Enfermedad Venosa Crénica muestran una disminucion de la expresion génica de
EGFL7 en la pared venosa.

Nuestros resultados muestran como los pacientes con EVC muestran una disminucidon
significativa de los niveles de expresion génica de EGFL7 en la pared de la vena safena mayor
mediante RT-qPCR. La mediana de los niveles de expresion génica de EGFL7 fue de 33.048 [19.365-
38.651] UA en pacientes CS, mientras en los pacientes EVC fue de 21.459 [10.270-35.693] UA. El valor
de p fue de 0.006 (***), Figura 1.

50+
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Cantidad relativa de ARNm de EGFL7

Figura 1. Expresiéon de ARNm para EGFL7 en CS (controles sanos) y pacientes EVC (enfermedad
venosa cronica) en unidades arbitrarias mediante RT-qPCR.

3.2. Los pacientes con Enfermedad Venosa Cronica muestran una disminucion de la expresion proteica de
EGFL7 en la pared venosa.

El estudio de la expresion proteica de EGFL7 mediante técnicas de inmunohistoquimica mostrd
una disminucidn significativa en pacientes ECV en comparacion con CS (Figura 2A). La mediana de
la puntuacién inmunoreactiva fue de 2.500 [1.000-3.000] en CS, mientras que en pacientes EVC fue de
1.000 [0.250-2.500]. El valor de p fue p<0,0001 (***). El estudio histopatolégico de EGFL7 mostr6 como
su localizacion estaba presente en las tres tunicas de la pared venosa de la vena safena mayor en
ambos grupos de estudio (Figura 2B y 2C).
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Figura 2. A. Puntuaciéon inmunoreactiva para EGFL7 en CS (controles sanos) y pacientes EVC
(enfermedad venosa crénica) en las tres ttnicas de pared venosa. B-C. Imagenes que muestran
inmunotincién para EGFL7 en CS (B) y pacientes EVC (C) en las tres tnicas de pared venosa (flecha).
I: tinica intima; M: tinica media; A: tinica adventicia.

4. Discusion

La EVC se asocia con una gran variedad de cambios en la pared venosa que promueve la
aparicion de VV y la progresion a estadios mas avanzados ([23-26]). Las alteraciones que acontecen
en la MEC de las venas patoldgicas son numerosas, llevando a una dilatacion y esclerosis del tejido,
cambios microcirculatorios asi como una menor contractilidad y elasticidad del mismo [11]. En este
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sentido, nuestro estudio sugiere la implicacion de EGFL7 en el desarrollo de la EVC, asociandose con
otros cambios previamente descritos.

EGFL7 es un modulador clave de multiples funciones tisulares. Por una parte, se ha descrito el
papel central que tiene este componente en el proceso de angiogénesis, especialmente en el desarrollo
y la patologia del sistema vascular [27]. A nivel molecular, EGFL7 se relaciona con la actividad de la
via NOTCH, un componente clave en el funcionamiento del endotelio y las células musculares lisas
vasculares [28]. Modelos knock out in vitro para EGFL7 suprimia la angiogénesis de y los efectos
mediados por VEGF (Vascular endothelial growth factor), ademas de afectar al comportamiento de
las células endoteliales y promover la inflamacion [29]. De igual manera, la expresion de EGFL-7
parece ser un factor de proteccion frente a situaciones de hipoxia e isquemia, tal y como demuestran
distintos modelos in vivo e in vitro ([27]. En esta linea, trabajos previos han demostrado la implicacion
de la hipoxia y de la alteracion de del proceso de angiogénesis en la fisiopatologia de la EVC [30,31],
mostrando una relacién estrecha que podria estar mediada por la la disminucién de la expresion de
EGFL?7.

Por otro lado, se ha estudiado el papel que tiene EGFL7 en la regulacion del componente elastico,
actuando a través de la familia de las lisil-oxidasas [15]. Las alteraciones en el componente elastico
suponen un importante mecanismo fisiopatogénico de la EVC. Por ejemplo, se ha descrito como el
proceso de varicogénesis estd parcialmente mediado por cambios en la estructura y redistribucion
del componente elastico en la pared venosa, observandose un aumento de las mismas en regiones
engrosadas de la tinica intima acompafiadas de una disminucién de las mismas en la tinica media,
especialmente en regiones esclerdticas [32]. Mas en detalle, se ha visto como existe una gran variedad
de cambios en distintos componentes implicados en la homeostasis del componente eldstico en
comparacion con venas no patologicas, destacando cambios en la tropoelastina, fibrilina 1, elastina,
el factor de crecimiento tumoral 3 (TGF- {3) o la proteinas de union a TGE- 3 latente 2 (LTBP-2) [33].
De manera similar, la desregulacion de los componentes eldsticos parece exacerbarse en etapas
avanzadas de la enfermedad, mostrando igualmente una expresion diferencial en pacientes jovenes
(menos de 50 afios) versus pacientes mayores (mas de 50 afios) [13]. En esta linea, la desregulacién
de EGFL7 puede ser un elemento notable de gran relevancia en la desregulacion del componente
elastico que aparece en las venas afectadas en pacientes con EVC, tal y como han demostrado trabajos
anteriores en otros tejidos [16].

Finalmente, algunos investigadores han sugerido que los cambios en la expresion de EGFL7
puede estar regulado por una proteina conocida como castor zinc finger 1 (CASZ1), que juega un
papel central en la homeostasis vascular [34]. La EVC tiene un importante componente ambiental,
pero también genético (Aproximadamente entorno a un 17% [35]. En este sentido, se ha descrito la
importancia de algunos polimorfismos en la mayor predisposicion a sufrir de esta patologia [36].
Existe una variante polimorfica de CASZ1 conocida como el alelo rs11121615 C que se encuentra
asociado con formas mas severas de la EVC, regulando la expresion de EGFL7 que a su vez controla
RhoA y la expresion de una gran variedad de genes dependientes del factor NF-«B [37].

5. Conclusiones

En su conjunto, nuestro trabajo apoya el papel de EGFL7 en el desarrollo de la EVC, mostrando
una menor expresion en venas patoldgicas. Futuros estudios son necesarios para profundizar en las
implicaciones de estos cambios en el tejido venoso asociado a la EVC, asi como el desarrollo de
posibles estrategias dirigidas a esta diana.
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Abreviaturas

EVC= Enfermedad venosa crénica

VVs= Venas varicosas

MEC= Matriz extracelular

CS= Control sin enfermedad venosa

IMC= Indice de masa corporal

RT-qPCR=PCR en tiempo real

EGFL7=Epidermal growth factor-like domain-containing protein 7
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