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Resumen: La enfermedad venosa crónica (EVC) se trata de una amplia variedad de anomalías 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 situación de 

hipertensión venosa ambulatoria que se agrava conforme progresa la enfermedad. Cada vez más 

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 patología del sistema vascular, aunque su papel 

en la EVC todavía no ha sido esclarecido. Así, el objetivo del presente trabajo es analizar la expresión 

génica y proteica de EGFL7 en la pared venosa de pacientes con EVC (n=35) y sanos (n=27), mediante 

la realización de RT-qPCR e immunohistoquímica, respectivamente. Nuestros resultados muestran 

como existe una disminución en la expresión de EGFL-7 en pacientes con EVC en comparación 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 patológico, así como el 

desarrollo de posibles estrategias dirigidas a esta diana.  

Palabras Clave: Enfermedad venosa crónica, 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. Introducción 

La enfermedad venosa crónica (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 hábito 

tabáquico, la edad, el sexo femenino, el embarazo o la obesidad [5–7].  

Fisiopatológicamente, la EVC se caracteriza por una situación de hipertensión venosa 

ambulatoria, que aumenta conforme progresa la enfermedad [8]. Esta hipertensión va a tener efectos 

muy importantes en la pared venosa, que responde por mecanismos de dilatación que se asocian con 

una incompetencia o fracaso valvular, lo que a su vez aumenta la inflamación [9,10]. Estos cambios 

se relacionan con una marcada respuesta inflamatoria, cambios en el comportamiento y función del 

endotelio, de las células musculares lisas, alteraciones hemodinámicas y microcirculatorias así como 

una marcada hipoxia del tejido [11] De igual manera, se ha demostrado la importancia de la 

remodelación de la matriz extracelular (MEC) en el desarrollo y progresión de la EVC. De hecho, 

trabajos anteriores han señalado como existe un cambio de la MEC en las VVs que se asocia con su 

progresión y fisiopatología [12,13], apoyando así 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]. 

Además, se ha observado como pacientes embarazadas con EVC muestran una disminución de este 

componente en el tejido placentario, relacionándose con una alteración en la homeostasis del 

componente elástico en este órgano [16].  Así, el ánimo del presente trabajo es analizar la expresión 

génica y proteica de este componente en la pared venosa de pacientes con EVC y compararla con su 

expresión en venas no patológicas mediante el uso de RT-qPCR e immunohistoquímica, 

respectivamente.  
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2. Material y Métodos  

2.1. Diseño del estudio  

Se trata de un estudio transversal de 35 pacientes con diagnóstico clínico de EVC en comparación 

con 27 pacientes control sin enfermedad venosa (CS). Los criterios de inclusión fueron los siguientes: 

mujeres y hombres con diagnóstico de EVC, con índice 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, así como de entrega de muestras de tejido. Los criterios 

de exclusión fueron pacientes con malformaciones venosas o insuficiencia arterial, pacientes sin 

acceso a su historia clínica, pacientes con patologías que pudieran afectar el sistema cardiovascular 

(enfermedades infecciosas, diabetes, hipertensión y dislipidemia), pacientes con hábitos tóxicos y 

aquellos con incertidumbre de participando en el seguimiento. El diagnóstico clínico de EVC y la 

evaluación del reflujo venoso se basaron en una ecografía 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 extracción de órganos para la cirugía de derivación. 

Este estudio se realizó de acuerdo con principios éticos básicos (autonomía, inocuidad, beneficio 

y justicia distributiva); su desarrollo sigue los estándares de Buena Práctica Clínica y los principios 

enunciados en la última Declaración de Helsinki (2013) y el Convenio de Oviedo (1997). El proyecto 

fue aprobado por el comité de ética del Hospital Militar Gómez-Ulla (37/17). 

2.2. Procesamiento de muestras  

Para la colección de muestras se extrajo la totalidad de la vena safena mayor mediante 

safenectomía. Estos fragmentos se introdujeron en dos tubos estériles, uno con solución de ARN later 

(Ambion, Austin, TX, EE. UU.) y otro con medio MEM (Minimum Essential Medium) con 1% de 

antibiótico/antimicótico (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). Las muestras se 

procesaron en una campana de flujo laminar Telstar AV 30/70 Müller clase II 220 V 50 MHz (Grupo 

Telstar SA, Terrassa, España) en un ambiente estéril. Las muestras recolectadas en la solución 

RNAlater se mantuvieron a -80 °C hasta que se procesaron para el análisis de la expresión génica 

mientras que las muestras conservadas en MEM se utilizaron para realizar estudios histológicos.  

En primer lugar, las muestras se lavaron e hidrataron varias veces con MEM sin antibiótico para 

eliminar los eritrocitos y aislar el tejido venoso. Posteriormente, el tejido venoso se seccionó 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 fijación, se deshidrataron las 

muestras en concentraciones crecientes de alcohol y se sometieron a un proceso de inclusión en 

parafina, confeccionándose finalmente un bloque de parafina. A partir de estos bloques, se realizaron 

secciones finas de cinco micras en un micrótomo de rotación HM 350 s (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EE. UU.) y se recolectaron en portaobjetos impregnados con una solución de poli 

lisina al 10% para lograr la adherencia de las secciones a las diapositivas 

2.3. Estudio de la expresión génica 

La expresión de EGFL7 se estudió mediante el método de PCR en tiempo real (RT-qPCR), en el 

que se cuantificó la cantidad de ADN copia en cada uno de ellos. La extracción del ARN se realizó 

por el método del isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo, siguiendo el procedimiento descrito 

por Ortega et al. [17]. Los primers usados fueron diseñados por la herramienta Primer-BLAST [18] y 

la aplicación AutoDimer [19]. Se utilizó el sistema StepOnePlus™ con el método de la curva estándar 

relativa para llevar a cabo la PCR cuantitativa (qPCR). Se mezclaron 5 μL de cada muestra, 

previamente diluidos en agua libre de nucleasas, con 10 μL del agente intercalante IQ™ SYBR® 

Green Supermix (Bio-Rad Laboratories), 1 μL de forward primer, 1 μL de reverse primer y 3 μL de 

agua libre de DNasas y RNasas en placa MicroAmp® de 96 pocillos (Applied Biosystems-Life 

Technologies), obteniendo un volumen final de 20 μL. Los resultados finales se normalizaron y 

compararon con la expresión génica constitutiva de GAPDH (Tabla I). Los datos obtenidos de cada 
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gen se interpolaron en una curva estándar. En la placa de 96 pocillos, las muestras se triplicaron y 

duplicaron en una curva estándar, 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

GAGTCA 

GTCATTGATGGCAACAAT

ATCCACT 

60 ˚C 

EGFL7 TCGTGCAGCGTGTGTA

CCAG 

GCGGTAGGCGGTCCTATA

GATG 

59˚C 

2.4. Estudio de la expresión proteica  

La reacción antígeno-anticuerpo se detectó por el método ABC (complejo avidina-biotina) con 

peroxidasa o fosfatasa alcalina como cromógeno, de acuerdo con el protocolo descrito por Ortega et 

al. [20]. El bloqueo de los sitios de unión no específicos se llevó a cabo con albúmina de suero bovino 

(BSA) al 3% y PBS durante la noche a 4ºC (Tabla IIa). La incubación con el anticuerpo secundario 

unido a biotina se diluyó en PBS durante una hora y media a temperatura ambiente (Tabla IIb). 

Se llevó a cabo una incubación 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 incubación se reveló con el sustrato cromogénico de diaminobencidina (Kit DAB, 

SK-4100) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.). El sustrato cromogénico se preparó 

inmediatamente antes de la exposición (5 mL de agua destilada, 2 gotas de tampón, 4 gotas de DAB 

y 2 gotas de peróxido de hidrógeno). Esta técnica permite una mancha de color marrón. Para obtener 

el contraste con la tinción de los núcleos, se realizó una incubación 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 sustituyó la incubación con 

el anticuerpo primario por incubación con solución de bloqueo. 

Tabla II. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el análisis de inmunohistoquímica. 

A. Anticuerpo primario 

 

Anticuerpo Especie Dilución Proveedor Nº 

categoría 

Especificaciones del 

protocolo 

EGFL7 Conejo 

(monoclonal) 

1:500 Abcam ab256451 EDTA (pH 9) antes de la 

incubación con solución de 

bloqueo 

 

 

B. Anticuerpo secundario  

 

Anticuerpo Especie Dilución Proveedor Nº 

categoría 

Especificaciones del 

protocolo 

IgG Ratón 

(Policlonal) 

1:1000 Sigma‑Aldrich; 

Merck KGaA 

B5283 NA 

2.5. Análisis estadístico  

Para el análisis estadístico se utilizó el programa estadístico GraphPad Prism® 5.1 y se aplicó la 

U de Mann-Whitney y la prueba de χ2 de Pearson. Los datos se expresan como mediana con rango 

intercuartílico (RIC). Las barras de error en las cifras se expresan con IQR. Los valores de significación 

se establecieron en ∗p < 0,05, ∗∗p < 0,005  y ∗∗∗p < 0,001. 
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Las preparaciones se examinaron bajo un microscopio óptico Zeiss Axiophot (Carl Zeiss, 

Oberkochen, Alemania). Dado el importante papel de las proteínas involucradas, la evaluación de 

los resultados histológicos se realizó por la intensidad de expresión para la tinción 

inmunohistoquímica con una puntuación de 1 a 3. En adelante, las muestras histológicas de los 

pacientes se clasificaron como negativas (0) o positivas (1-3) siguiendo el método de puntuación del 

IRS, como se describe en trabajos previos [21]. Para cada grupo de sujetos establecido, se examinaron 

7 campos de microscopía seleccionados al azar en cada una de las 5 secciones. Los sujetos fueron 

clasificados como positivos cuando la proporción 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 microscopía para obtener el valor de la media para la muestra de estudio según lo descrito 

por Cristóbal et al. [22]. La observación y cuantificación de las muestras fue realizada de forma 

independiente por dos investigadores. 

3. Resultados 

3.1. Los pacientes con Enfermedad Venosa Crónica muestran una disminución de la expresión génica de 

EGFL7 en la pared venosa. 

Nuestros resultados muestran como los pacientes con EVC muestran una disminución 

significativa de los niveles de expresión génica de EGFL7 en la pared de la vena safena mayor 

mediante RT-qPCR. La mediana de los niveles de expresión 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. 

 

Figura 1. Expresión de ARNm para EGFL7 en CS (controles sanos) y pacientes EVC (enfermedad 

venosa crónica) en unidades arbitrarias mediante RT-qPCR.  

3.2. Los pacientes con Enfermedad Venosa Crónica muestran una disminución de la expresión proteica de 

EGFL7 en la pared venosa. 

El estudio de la expresión proteica de EGFL7 mediante técnicas de inmunohistoquimica mostró 

una disminución significativa en pacientes ECV en comparación con CS (Figura 2A). La mediana de 

la puntuación 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 histopatológico de EGFL7 mostró como 

su localización 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. Puntuación inmunoreactiva para EGFL7 en CS (controles sanos) y pacientes EVC 

(enfermedad venosa crónica) en las tres túnicas de pared venosa. B-C. Imágenes que muestran 

inmunotinción para EGFL7 en CS (B) y pacientes EVC (C) en las tres túnicas de pared venosa (flecha). 

I: túnica íntima; M: túnica media; A: túnica adventicia. 

4. Discusión 

La EVC se asocia con una gran variedad de cambios en la pared venosa que promueve la 

aparición de VV y la progresión a estadios más avanzados ([23–26]). Las alteraciones que acontecen 

en la MEC de las venas patológicas son numerosas, llevando a una dilatación y esclerosis del tejido, 

cambios microcirculatorios así como una menor contractilidad y elasticidad del mismo [11]. En este 
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sentido, nuestro estudio sugiere la implicación de EGFL7 en el desarrollo de la EVC, asociándose con 

otros cambios previamente descritos. 

EGFL7 es un modulador clave de múltiples 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 patología del sistema vascular [27]. A nivel molecular, EGFL7 se relaciona con la actividad de la 

vía NOTCH, un componente clave en el funcionamiento del endotelio y las células musculares lisas 

vasculares [28]. Modelos knock out in vitro para EGFL7 suprimía la angiogénesis de y los efectos 

mediados por VEGF (Vascular endothelial growth factor), además de afectar al comportamiento de 

las células endoteliales y promover la inflamación [29]. De igual manera, la expresión de EGFL-7 

parece ser un factor de protección frente a situaciones de hipoxia e isquemia, tal y como demuestran 

distintos modelos in vivo e in vitro ([27]. En esta línea, trabajos previos han demostrado la implicación 

de la hipoxia y de la alteración de del proceso de angiogénesis en la fisiopatología de la EVC [30,31], 

mostrando una relación estrecha que podría estar mediada por la la disminución de la expresión de 

EGFL7.  

Por otro lado, se ha estudiado el papel que tiene EGFL7 en la regulación del componente elástico, 

actuando a través de la familia de las lisil-oxidasas [15]. Las alteraciones en el componente elástico 

suponen un importante mecanismo fisiopatogénico de la EVC. Por ejemplo, se ha descrito como el 

proceso de varicogénesis está parcialmente mediado por cambios en la estructura y redistribución 

del componente elástico en la pared venosa, observándose un aumento de las mismas en regiones 

engrosadas de la túnica íntima acompañadas de una disminución de las mismas en la túnica media, 

especialmente en regiones escleróticas [32]. Mas en detalle, se ha visto como existe una gran variedad 

de cambios en distintos componentes implicados en la homeostasis del componente elástico en 

comparación con venas no patológicas, destacando cambios en la tropoelastina, fibrilina 1, elastina, 

el factor de crecimiento tumoral β (TGF- β) o la proteínas de unión a TGF- β latente 2 (LTBP-2) [33]. 

De manera similar, la desregulación de los componentes elásticos parece exacerbarse en etapas 

avanzadas de la enfermedad, mostrando igualmente una expresión diferencial en pacientes jóvenes 

(menos de 50 años) versus pacientes mayores (más de 50 años) [13]. En esta línea, la desregulación 

de EGFL7 puede ser un elemento notable de gran relevancia en la desregulación del componente 

elástico 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 expresión de EGFL7 

puede estar regulado por una proteína 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 predisposición a sufrir de esta patología [36]. 

Existe una variante polimórfica de CASZ1 conocida como el alelo rs11121615 C que se encuentra 

asociado con formas más severas de la EVC, regulando la expresión de EGFL7 que a su vez controla 

RhoA y la expresión de una gran variedad de genes dependientes del factor NF-κB [37]. 

5. Conclusiones  

En su conjunto, nuestro trabajo apoya el papel de EGFL7 en el desarrollo de la EVC, mostrando 

una menor expresión en venas patológicas. Futuros estudios son necesarios para profundizar en las 

implicaciones de estos cambios en el tejido venoso asociado a la EVC, así como el desarrollo de 

posibles estrategias dirigidas a esta diana.  
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Abreviaturas 
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RT-qPCR= PCR en tiempo real  

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