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Resumen

Objetivos: Las varices son una enfermedad muy frecuente en la poblacién, cuya patogenia aun no estd clara. Los
cambios en la pared de la vena varicosa respecto a la sana determinan su comportamiento biomecanico y la apari-
cion de varices. El presente estudio tiene por objetivo establecer dichas caracteristicas estructurales en la pared de
la vena sanay varicosa, su correlacion con los cambios biomecénicos y su contribucién a la patogenia de las varices.
Meétodos: Se llevé a cabo un estudio descriptivo tomando 10 muestras de vena varicosa de pacientes intervenidos
de varices mediante crosectomia de la unién safenofemoral, y 4 muestras de vena sana en pacientes sometidos
a amputacion en los que se descarté enfermedad venosa previa. Las muestras fueron procesadas para su analisis
histolégico con microscopia dptica con las tinciones de hematoxilina-eosina, orceina y picrosirius. Se determinaron
las propiedades biomecanicas en ambos grupos, calculdandose el esfuerzo y deformacion de ruptura, asi como
el médulo eldstico medio.

Resultados: Se han observado cambios histoldgicos en la pared de la vena varicosa respecto de la sana, con
engrosamiento a nivel intimal y en la capa media, aumento de fibras coldgenas, disminucién de eldsticas y
alteracién de la morfologia de las células musculares lisas que pierden su orientacidn caracteristica. Asimismo
se ha encontrado un menor esfuerzo y deformacién de ruptura y una mayor rigidez en el grupo de venas
varicosas. Dichas alteraciones contribuyen a la deformidad de la pared venosa y la incompetencia valvular,
implicados en la aparicién de varices.

Conclusiones: Las alteraciones histoldgicas observadas en la pared de la vena varicosa pueden correla-
cionarse con los cambios en las caracteristicas biomecanicas y con el proceso patogénico que favorece la
aparicién de varices.

Abstract

Purpose: Varicose veins are a very common disease, whose pathogeny still remains unclear. Changes in the varicose
vein wall in relation to the normal vein, determine its biomechanical behaviour and the appearance of varicose
veins. The purpose of this study is to correlate structural and biomechanical properties of healthy and varicose
veins, and its contribution to the appearance of varicose veins.

Methods: A descriptive study was performed. 10 samples were taken from patients who underwent varicose vein
surgery, which consisted in crosectomy of the safeno-femoral junction, and 4 samples of healthy vein from patients
who underwent major amputation after dismissing those with signs or symptoms of venous disease.

Results: Histological changes have been observed in the varicose vein wall in relation to the healthy vein, consisting
in intimal and media thickening, increased amount of collagen fibres, decrease of elastic fibres, and lack of cha-
racteristic morphology and orientation in muscular cells. In addition, a lower strain and deformation rupture, and
high stiffness has been observed in varicose veins. These changes contribute to varicose vein deformation, valvular
incompetence and the appearance of varicose veins.

Conclusion: Histological changes in varicose veins correlate with biomechanical properties and pathogenic process
leading to varicose veins appearance.
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INTRODUCCION

Las varices son dilataciones tortuosas de las venas
superficiales, tipicamente de miembros inferiores, que aparecen
como consecuencia de la insuficiencia valvular venosa y la
incapacidad de mantener un flujo sanguineo eficaz hacia el
corazén. Ocupan el segundo grado (de un total de seis) de la
clasificacion CEAP (Clinica Etiolégica Anatomica Patofisioldgica),
usada comunmente para definir la insuficiencia venosa crénica en
miembros inferiores de los pacientes (1). La insuficiencia venosa
crénica en sus multiples estadios es un problema frecuente en
la poblacién adulta, presentando varices aproximadamente un
tercio de la poblacién en nuestro pais, segun el estudio Detect-1VC
(2). Esta alta prevalencia condiciona un alto costo sanitario y una
gran cantidad de bajas laborales por alguna de las complicaciones
de la insuficiencia venosa crénica.

Se han identificado factores predisponentes para la
aparicion de varices, tales como el sexo, la gestacion, el peso (3), la
altura, laraza, la dieta y habitos intestinales, el trabajo, la postura,
haber sufrido una trombosis venosa profunda previamente y
determinados marcadores genéticos (4). Aun asi, el proceso
patogénico por el cual venas sanas degeneran en varicosas aln
no esta claro. Ultimamente se piensa que se trata de un proceso
inflamatorio cronico, en el cual hay leucocitos atrapados en la
microcirculacién venosa que pueden extravasarse y liberar una
serie de sustancias que producen fibrosis tisular de la pared
venosa. Dicha fibrosis conlleva una pérdida de la competencia
valvular con el consecuente reflujo sanguineo e hipertensién
venosa, lo cual no hace mas que perpetuar y agravar el problema
(5)(6). Dentro de los mediadores moleculares implicados, parece
que los més relevantes son el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B), otros factores de crecimiento (como PDGF, VEGF),
metaloproteinasas (MMP-2), disminucion de la 6xido nitrico
sintasa (7) y aumento de radicales libres en las venas varicosas,
entre otros. Todo ello conlleva un aumento en la actividad
apoptdtica a través de distintas vias de sefializacién intracelular,
sobre todo a nivel de la capa media (8)(9)(10) y aumento de la
fibrosis en la pared de la vena.

La distensibilidad de la pared de la vena esta determinada
por la proporcion de coldgeno, elastina y células musculares
lisas que la forman (11). Sin embargo, existen evidencias
contradictorias acerca de la concentracion de tejido conectivo
y tejido muscular liso patolégico en las venas varicosas (12).
Algunos autores han demostrado una menor concentracién de
fibras colagenas y elasticas en venas varicosas (13), mientras que
otros han encontrado una concentracién mayor de colageno y
similar de fibras eldsticas (14). También se ha hablado de una
menor concentracidon de fibras eldsticas y mayor de coldgenas
(15).

La naturaleza recurrente de la enfermedad, el alto coste para
el sistema sanitario y la ineficacia de los tratamientos actuales
subrayan la importancia de la investigacién en esta enfermedad.
El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo identificar
los patrones histoldgicos de las paredes venosas para establecer
la correlacion de los elementos estructurales que la integran con
las propiedades biomecanicas de dichos vasos. Esta identificacion
es importante no solo en relacion con la biopatologia del
proceso y su incidencia clinico-quirurgica, sino también con las
propiedades limite que puede alcanzar una pared venosa a la
hora de programar su fabricacidn artificial por ingenieria tisular.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras de vena varicosa y vena sana

La obtencidn de muestras se llevé a cabo durante el periodo
comprendido entre los meses de diciembre de 2012 a junio de
2013 en el Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital
San Cecilio de Granada, Espaiia.

Las muestras de vena varicosa fueron obtenidas de pacientes
en estadio C, E, A, PR(todos los pacientes presentaban varices,
sin presentar ninguno de ellos edema, ni lipodermatoesclerosis
ni ulcera venosa actual o pasada), durante la intervencion
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de varices, tomandose un fragmento de 5cm de vena safena
interna, 3 cm por debajo de la unién safeno-femoral tras realizar
crosectomia a dicho nivel. Se tomaron un total de 10 muestras,
siendo la media de edad de 53 afios y 8 mujeres y 2 hombres.
A todos los pacientes se les realizé estudio ECO-Doppler venoso
preoperatorio, asegurando la existencia de reflujo y la cuantia del
mismo. En todos los pacientes la valvula de la unién safenofemoral
era incompetente.

Las muestras de vena sana (de 5 cm de longitud al menos)
fueron obtenidas de pacientes a los que se realizd amputacién
mayor supra o infracondilea por isquemia irreversible de
miembros inferiores. Se tomaron cinco muestras siendo la media
de edad de 68 afios, cuatro hombres y una mujer. En todos ellos se
habia descartado clinicamente de forma previa patologia venosa
por ausencia de signos y sintomas de insuficiencia venosa crénica
y antecedentes de trombosis venosa profunda, obteniéndose
durante la intervencién un fragmento de vena safena interna en
el nivel de la amputacion.

Cada muestra fue dividida en varios fragmentos para su
andlisis en microscopio éptico y algunas de ellas, para el analisis
de sus propiedades biomecanicas. Todas las muestras fueron
inicialmente conservadas en PBS.

El estudio se realizo tras el correspondiente consentimiento
informado del paciente.

Microscopia éptica

Las muestras para microscopia éptica fueron seccionadas
con bisturi transversalmente consiguiendo cilindros de 2mm de
alto y longitudinalmente en rectangulos de aproximadamente
2x5mm, con objetivo de tener cortes en ambos planos para su
visualizacion a microscopio optico. Seguidamente fueron fijadas
con formaldehido 4%, deshidratadas e incluidas posteriormente
en parafina. Se realizaron secciones de 4 micrometros y se
llevd a cabo tincidn de los cortes con hematoxilina-eosina,
picrosirius y orceina. Las diferentes muestras fueron observadas
y fotografiadas utilizando un microscopio IX81-Olympus con
una camara digital Olympus DP-71digital y un software DP-BSW
(todos de Olympus)(16).

Métodos biomecdnicos.

Los anadlisis de traccion uniaxial fueron realizados
empleando una maquina de analisis material electromecanico
(Instron, Model 3345-K3327). Se emplearon para ello muestras
seccionadas longitudinalmente con una longitud de al menos 5
cm. Para evitar el deslizamiento de las muestras y para minimizar
el desgarro o rotura de las mismas en el lugar de sujecién de las
mordazas, se fijaron usando tornillos de accion manual y papel de
lija ultrafino. Ademas, fue necesario sujetar un area considerable
de la muestra en las mordazas para aumentar la friccion y asi
evitar el deslizamiento.

En los test de traccion, los datos de carga y extension de
ruptura dependen del modo de sujecién de la muestra, ya que no
existe en la literatura un procedimiento estandarizado hasta la
fecha . La distancia entre las mordazas se fijé en 15 mm, siendo
el resto del drea de la muestra ocupada por las mordazas.
Los test se efectuaron a una velocidad de tracciéon constante
de 5mm/min a temperatura ambiente. La distancia entre las
mordazas fue automaticamente determinada por el software
Instron-BlueHill2. Un sensor Instron 500N,muestreando a
10Hz, se uso para obtener los datos para la curva de esfuerzo-
deformaciodn. El célculo del valor medio y la desviacion estandar
de los resultados fueron calculados automdaticamente por el
software Instron — BlueHill2.

En este experimento se ha calculado la curva esfuerzo-
deformacion, que normaliza por la geometria de la muestra
la curva de carga-extension. En ella, las ecuaciones pueden ser
expresadas de la siguiente forma:

Esfuerzo: c=fuerza/érea=carga/area transversal
Deformacion: €=(Al/1 )=(I,-1,/1)
Mddulo de Young: E= ¢ / € siendo o =F/A

Andlisis histoldgico de la pared de la vena sana y varicosa
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donde F es la fuerza medida por el sensor durante el experimento
y A es el area transversal inicial donde se aplica la fuerza, y que
corresponde a Immxémm (espesor de pared x didmetro externo)
en venas sanas y 1Immx8mm en venas varicosas. Al es la la
elongacion de la muestra, siendo | la longitud original (Smm).

El mdédulo elastico de Young (E), que mide la rigidez
de una muestra dada, fue calculado como la tangente de
la primera porcién lineal de la curva de esfuerzo-deformacion
de cada experimento. A mayor valor del médulo de elasticidad,
mayor es la rigidez de la muestra (menos elastica) y antes se
produce el punto de inflexion en la curva esfuerzo-deformacion.
La carga y extension de rotura fueron calculadas seleccionando el
punto de la curva de esfuerzo-deformacién en el cual ocurria la
ruptura de la muestra.

RESULTADOS
1. Microscopia dptica:
- Estudio control

En el andlisis con hematoxilina-eosina de las venas sanas,
pueden distinguirse con facilidad tres capas en los cortes
transversales (Figl. A-d). La intima corresponde a la capa mas
interna, donde a su vez puede diferenciarse el endotelio y un
subendotelio, subyacente al anterior y formado por tejido
conectivo (Figl.e). La capa media estd formada principalmente
por células musculares lisas en disposiciéon longitudinal en
la zona mas interna, y circular en la mas externa (Figl.f). Las
células musculares lisas que integran dicha capa tienen una
morfologia caracteristica fusiforme (fenotipo contractil) y entre
ellas se disponen finas fibras de coldgeno bien alineadas (Fig
1.g). Entre ambas capas (intima y media), puede distinguirse
facilmente la ldmina elastica interna. Por Gltimo la adventicia,
capa mas externa, formada por fibroblastos, colageno, capilares
principalmente (Fig 1.h).

Empleando la tinciéon de orceina, se ha observado un
acumulo importante a nivel subendotelial y algo menor en la capa
media, dibujandose perfectamente entre ambas la ldamina elastica
interna (Fig 1.h), debido al alto contenido en fibras elasticas que
se tifien de color rojizo con la orceina.

En la tincién de picrosirius pudo verse la densidad de
coldgeno en las distintas capas.

CONTROL

Figura 1. Cortes histoldgicos de las muestras de vena sana. a:
corte transversal 2x tefiido con hematoxilina-eosina. B: corte
transversal a 4x tefiido con orceina (se tifien en rojo las fibras
eldsticas) C: corte transversal a 2x tefiido con picrosirius. D: vision
general de todas las capas a 10x. E: Endotelio y subendotelio. F:
capa media con células musculares en disposicion longitudinal
en su parte mds interna y circular en la externa. G: morfologia
tipica de las células musculares lisas, en forma de huso. H:
Idmina eldstica interna perfectamente apreciable con tincion de
orceina. I; adventicia, que contiene capilares.
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- Estudio de venas varicosas

Una vez descrita la estructura histologica observada en
venas sanas, se detallan a continuacidn una serie de hallazgos en
las venas varicosas que difieren del patréon de normalidad antes
descrito.

En las venas varicosas puede apreciarse una hipertrofia
intimal, debido principalmente a la infiltracion de tejido coldageno
en dicha capa y la posible emigracion de células musculares
lisas, que se observan a dicho nivel en algunos cortes. Ademas,
la superficie intimal es mds irregular que en la vena sana, con
discontinuidad del endotelio en algunos tramos (Fig 2.f).

El grosor de la capa media es también significativamente
mavyor (Fig 2.d,e). Al observar los cortes a gran aumento puede
observarse que las células musculares lisas pierden su morfologia
habitual en huso y finas, mostrandose hipertréficas con una
forma mas irregular (Fig2,k). A ello se une la infiltracion por
tejido coldgeno en dicha capa, lo cual puede justificar el aumento
de grosor de la capa media (Fig 2,j). La densidad de células
musculares lisas encontrada es similar. Puede apreciarse también
que las células musculares no se orientan de forma tan definida
en longitudinal (parte mas interna) y circular (parte mas externa),
sino que lo hacen de forma mas irregular (Fig 2,i).

Las tinciones con orceina de las muestras de vena varicosa
reflejan una concentracion menor de fibras elasticas en la pared
de la vena, con respecto a las muestras de vena sana. Este hecho
es mas evidente en la ldmina elastica interna y menos en la capa
media (Fig 2.g,h). Dichas fibras muestras ademds un patrén mas
desorganizado (Fig 2,1).

Por Gltimo destacar el aumento de la matriz de colageno en
la pared de las venas varicosas sobre todo a nivel de la capa media,
donde produce una separacion entre las células musculares lisas
como se ha dicho con anterioridad (Fig 2,j).

VARICOSAS

Figura 2. A, b, c: tincion con hematoxilina-eosina, orceina y
picrosirius de un mismo segmento de vena varicosa a 4x. d y
e: todas las capas a 10x, tefiidas con hematoxilina-eosina. f:
irregularidad de la superficie del endotelio. g y h: aunque en
algunos cortes puede apreciarse bien la [dmina eldstica interna
(g), no es lo usual, siendo mds frecuente que sea dificil apreciarla
(h). i: las células musculares lisas no guardan una orientacion
tan clara y definida como en la vena sana, siendo su disposicion
mds irregular. j: separacion entre unas células musculares lisas
y otras, por la infiltracion por coldgeno. k: irregularidad de la
morfologia de las células musculares lisas, que dejan de ser
fusiformes. I: se aprecia una densidad menor de fibras eldsticas
que en vena sana en la tincion con orceina.
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2. Andlisis de propiedades biomecdnicas

La curva de esfuerzo-deformacion para venas sanas fue la
siguiente (figura 3):

Esfuerzo-Deformacién

2 Probeta n.®
1
. H

Esfuerzo de traccion (MPa)

Deformacién por traccidn (%)

Figura 3. Curva esfuerzo-deformacion para venas sanas

Mientras que para las venas varicosas fue (figura 4):

Esfuerzo-Deformacién

Esfuerzo de traccidn (MPa)

Deforracion por traccion (%)

Figura 4. Curva esfuerzo-deformacion para venas varicosas

En ambas curvas se observa el comportamiento de las mues-
tras de vena sana y varicosa tras la aplicacion de una traccion cons-
tante de 5mm/min. A diferencia de la curva de carga-extension, que
no se representa aqui y que solo tiene en cuenta la fuerza aplicada y
el cambio de longitud detectado, en la curva de esfuerzo-deforma-
cion se tiene en cuenta la geometria de la muestra y se normaliza por
la misma. La parte ascendente de la curva representa el cambio de
longitud respecto al inicial de la muestra, conforme se va aplicando
una fuerza creciente por area. El punto de inflexion serd el momento
en el que la muestra comience a romperse, requiriendo un esfuerzo
de traccién cada vez menor para deformarla. El Mddulo de elasti-
cidad de Young (E), que informa de la rigidez de la muestra, indica
cuanto esfuerzo es preciso aplicar para conseguir un aumento de de-
formacion de la muestra, y corresponde en la grafica a la tangente de
la primera porcién lineal de la curva de esfuerzo-deformacién.

Se detallan los valores medio de esfuerzo, deformaciéon y
mddulo de elasticidad para venas sanas y varicosas (tabla 1).Se ha
obtenido un valor medio de esfuerzo menor para las venas varico-
sas que para las sanas, lo que indicaria que se precisa una menor
fuerza de traccion para conseguir la ruptura de la muestra. La media
de deformacién al punto de ruptura es también menor en venas va-
ricosas, lo que significa que las muestras han alcanzado en promedio,
una deformacién menor que las sanas antes de romperse.

Esfuerzo | Deformacién | Médulo de
(MPa) (%) elasticidad (E)
Venas sanas 1.878 185.3% 0.852

Venas varicosas |0.911 141.7% 1.211

Tabla 1. Valores medio de esfuerzo, deformacién y mddulo de
elasticidad para venas sanas y varicosas. Por ultimo, el valor medio
del médulo eldstico tiene un valor mayor (1.211 > 0.852) en el
grupo de venas varicosas, por lo que la rigidez en promedio de éstas
es mayor que las de las sanas.
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DISCUSION

Las caracteristicas biomecanicas de la pared venosa estan
determinadas por la concentracion de células musculares lisas,
colageno vy elastina. El tono estd controlado por las células
musculares lisas en la tunica media, a su vez influenciadas por la
inervacién autondémica y por sustancias circulantes en el torrente
sanguineo. La distensibilidad estd principalmente controlada por
la concentracion de elastina y coladgeno presente en la pared
de la vena. Alteraciones en el porcentaje de cada uno de estos
componentes pueden llevar a alteraciones estructurales de la
pared de la vena que provoquen incompetencia valvular, reflujo,
aumento del didmetro de la vena y cambios en sus propiedades
biomecdanicas. El presente estudio ha mostrado cambios
significativos en el contenido de musculo liso, colageno y elastina
en la pared de las venas varicosas comparado con las sanas, lo que
se ha traducido en diferencias apreciables en los experimentos de
biomecanica realizados.

En este estudio, se ha observado un aumento en el grosor
intimal en las venas varicosas comparado con las sanas, de
acuerdo con lo observado en estudios previos (15),(17). Este
aumento de grosor podria deberse al acumulo de colageno a nivel
del subendotelio, asi como a una migracion de células musculares
lisas a este nivel (18). Se ha encontrado una fragmentacion a nivel
del endotelio en distintos tramos, también descrito por estos
autores.

Se ha encontrado un aumento en el grosor de la capa
media, de acuerdo a los hallazgos de otros estudios previos.
Hay controversia en la literatura acerca de la densidad de
células musculares lisas en dicha capa, existiendo autores
que demuestran un incremento (14),(19), una disminucion, y
otros que no encuentran cambios. Sin embargo, parece que la
pérdida de tono y capacidad contractil en las venas varicosas
no tiene tanto que ver con el ndmero de células musculares
lisas, sino con la disfuncion de las mismas, siendo incapaces de
ejercer una contraccion eficaz (20). Quiza en esto tenga que ver
la infiltracidon de tejido conectivo en la capa media cuando no
puede establecerse una unidn directa eficaz entre las células. Se
observa también que las células musculares lisas dejan de tener
su morfologia caracteristica en forma de huso para aparecer
hipertrdéficas y con una forma mas irregular.

Muchos estudios, incluyendo éste, hacen referencia al
aumento de colageno en la pared de la vena varicosa (14),(21)
(22), que es mas evidente a nivel de la capa media, causando
separacion entre las células musculares lisas (23). También se han
encontrado diferencias en las fibras elasticas, mas evidentes en la
tincidn con orceina. Mientras que en las venas sanas se dibuja con
nitidez la ldmina elastica interna, en las venas varicosas es dificil
verla. La cantidad total de fibras eldsticas es menor en las venas
varicosas, siendo ademas el patrén de dichas fibras mas irregular
que en las venas sanas.

En el estudio biomecanico realizado, los cambios en la
cantidad de coldgeno y elastina en la pared de venas sanas y
varicosas, se traducen en un mayor médulo elastico, en promedio,
para las venas varicosas. Pese al bajo nimero de muestras
estudiado, puede afirmarse que debido a la fibrosis de la pared,
las venas varicosas son mas rigidas (mayor médulo de elasticidad)
que las sanas, de acuerdo con estudios previos (24),(25). Se ha
encontrado que la deformacion y esfuerzo al punto de ruptura
es menor en las venas varicosas, lo cual significa que las venas
varicosas han llegado a deformarse menos que las sanas en
promedio y han precisado de menos traccidn, antes de romperse.
Seria interesante, mediante estudios ulteriores, discriminar la
deformacion al final de la parte elastica de la curva, cuando la
muestra puede volver a su configuracion normal una vez cese la
fuerza.

Un hecho a tener en cuenta en este estudio ha sido el
distinto nivel anatdmico en el cual han sido tomadas las muestras
(las de vena sana al nivel de la amputacién mayor, mientras que
las de vena varicosa unos centimetros distal al cayado de la vena
safena interna), por motivos éticos. En el analisis histoldgico,
ésto influye en el didmetro de la vena que se analiza y grosor
de la pared de la misma, aunque no en los cambios patoldgicos

Andlisis histoldgico de la pared de la vena sana y varicosa
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de la pared venosa que en este estudio se refieren (migracion
de células musculares lisas al subendotelio, fragmentacion del
endotelio, pérdida de fibras elasticas y acimulo de coldgeno en la
capa media, etc). Por otro lado, en el analisis biomecanico, se ha
estudiado la curva esfuerzo-deformacién de cada muestra, que
normaliza por la geometria (variable segun el nivel anatémico) la
curva de carga-extension de las mismas.

La fibrosis y el aumento de rigidez observadas en las
venas varicosas, conllevan una deformacién de la pared venosa
que propicia la incompetencia valvular y reflujo que origina la
aparicion de varices (26).

CONCLUSION

En conclusién este estudio indica la existencia de una serie
de cambios en la pared de la vena varicosa con respecto a la sana,
que incluyen alteraciones a nivel intimal, en el tejido conectivo y
en las células musculares lisas. Dichos cambios se correlacionan
con diferencias observadas en el comportamiento biomecanico
de ambos tipos de venas, y en definitiva con la aparicién de venas
varicosas en los pacientes.
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