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Aunque se asume que la patogenia de las venas varicosas es multifactorial, incluyendo el

proceso de envejecimiento, la etiologı́a de este problema eespecialmente en las personas

muy jóvenese est�a fuertemente relacionada con factores gen�eticos y se supone se debe a

un desarrollo y regulación inapropiados de la maduración del tejido venoso. El objetivo de

este estudio ha sido la identificación de los genes cuya expresión es diferente en las venas

varicosas primarias, en comparación con las venas normales de las piernas. Para evaluar

esta hipótesis, se aplicó la t�ecnica de expresión diferencial de genes en un an�alisis a gran

escala del ARN mensajero procedente de venas varicosas y de venas normales. Los

productos de la transcripción correspondientes al ADN complementario fueron comparados

entre ambos tipos de venas y en todos los grupos de experimentos se observó un gen que

presentaba la mayor expresión diferencial, lo que fue confirmado mediante la t�ecnica de

reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa. El gen del factor de

transcripción-1 de unión a oct�amero (Oct-1) apareció expresado de manera aumentada en las

venas varicosas primarias. Por tanto, nuestra propuesta es la de que el gen Oct-1 puede

desempeñar una función importante en el desarrollo de las venas varicosas primarias de la

extremidad inferior.

INTRODUCCIÓN

Apesar de que sehanpropuesto diversas teorı́as acerca

de la patogenia de las venas varicosas primarias en la

extremidad inferior, el punto de vista m�as aceptado

es el de que la etiologı́a de este problema es

multifactorial, incluyendo la incompetencia valvular

y el proceso de envejecimiento. Recientemente,

varios investigadores han señalado que la causa

primaria de las venas varicosas, especialmente en las

personas muy jóvenes, es la debilidad de la pared

vascular secundaria a la disfunción del músculo

liso y al metabolismo inapropiado del tejido

conjuntivo1,2. Ası́, la incompetencia valvular puede

ser la secuela y no la causa primaria de las

varicosidades. Por otra parte, Gandhi et al3

analizaron venas varicosas potenciales que

correspondı́an a segmentos competentes de vena

safena interna (VSI) afectados por varicosidades en

localizaciones alternadas. Estos investigadores

descubrieron que el perfil bioquı́mico de las venas

varicosas potenciales era similar al de las venas

varicosas, y propusieron la existencia de alteraciones

en el tejido conjuntivo previas al desarrollo de la

incompetencia valvular.

A consecuencia de ello, la estrategia aplicada para

el conocimiento de la patogenia de las venas

varicosas ha evolucionado desde el estudio de las
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alteraciones anatómicas o estructurales hasta la

biologı́a molecular y la gen�etica4-6. Especı́ficamente,

se han introducido t�ecnicas para identificar los

genes de expresión diferencial (DEG, differentially

expressed genes) en las c�elulas y tejidos, con objeto de

mejorar la metodologı́a para la comparación y la

verificación de los ARN mensajeros (ARNm)

expresados en los estados patológicos y en las

situaciones normales. En este estudio hemos

utilizado la tecnologı́a de amplificación selectiva de

miembros familiares (SAFM, selective amplification of

family members) para identificar los DEG en venas

varicosas primarias y en venas normales.

MATERIALES Y M�ETODOS

Materiales

Tras la aprobación por parte del comit�e de estudios

humanos de la Chosun University (Gwangju,

Corea del Sur), se obtuvieron 20 muestras de

venas varicosas correspondientes a pacientes (14

hombres, seis mujeres) intervenidos mediante

flebectoextracción de venas varicosas. Antes de las

intervenciones se llevó a cabo un eco-Doppler

venoso de las extremidades inferiores en los 20

pacientes y en todos ellos se confirmó la presencia

de incompetencia valvular y de reflujo. No se

detectaron casos de trombosis venosa profunda ni

de alteraciones en las venas perforantes. La tabla I

muestra las caracterı́sticas de los pacientes según la

clasificación clı́nica, etiologı́a, anatomı́a y

fisiopatologı́a (CEAP, clinical, etiological, anatomical,

and pathophysiological ). Tambi�en se obtuvieron

siete muestras de VSI normal en dos grupos: 1)

intervenciones de amputación por traumatismo

(n ¼ 5 pacientes) y 2) derivación infrainguinal por

patologı́a oclusiva arterial perif�erica (n ¼ 2

pacientes). Los pacientes del grupo control no

presentaban ningún trastorno venoso conocido, tal

como insuficiencia venosa crónica o trombosis

venosa profunda. Adem�as, se llevó a cabo un eco-

Doppler para identificar la presencia de reflujo

antes de la cirugı́a. Despu�es de la obtención de los

especı́menes venosos, se congelaron a e70 �C

muestras de las venas en fresco, hasta la

realización del estudio. En el conjunto de 20

muestras de venas varicosas y de siete especı́menes

de venas normales se seleccionaron aleatoriamente

cinco de venas varicosas y tres de venas normales

(dos pacientes con derivación infrainguinal y un

paciente con un traumatismo) para la aplicación

de la tecnologı́a SAFM con el objetivo de

identificar los DEG y de realizar un an�alisis de

inmunotransferencia Western.

Sı́ntesis de la primera cadena del ADN

complementario

Se realizó la extracción del ARN total de lasmuestras

venosas para la sı́ntesis del ADN complementario

(ADNc) de primera cadena mediante transcripción

inversa (RT, reverse transcriptase; Invitrogen,

Carlsbad, CA). La transcripción inversa se llevó a

cabo durante 90 min a 42 �C en un volumen total

de la reacción final de 20 ml que contenı́a 3 mg del

ARN total purificado, 4 ml de tampón de reacción �

5 (Promega, Madison, WI), 5 ml de trifosfatos

desoxinucleótidos (cada uno de ellos, 2 mM), 2 ml

de 10 mM 50-CGTGAATGCTGCGACTACGATII

IIIT[18]-30, 0,5 ml de inhibidor RNasin (40 U/ml,

Promega) y 1 ml de transcriptasa inversa del virus

de la leucemia mutina de Moloney (200 U/ml,

Promega). La primera cadena del ADNc fue diluida

mediante la adición de 180 ml de agua

ultrapurificada para la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) de la

SAFM, con almacenamiento a e20 �C hasta su uso.

PCR SAFM basada en el m�etodo del

primer de control de la hibridación (ACP,

annealing control primer)

Los genes de los factores de transcripción con

expresión diferencial, especialmente los genes

homeosecuencia (‘‘homeobox’’), fueron evaluados

mediante el Sistema de aislamiento del factor de

transcripción SAFM (Transcription Factor Isolation

System; Seegene USA, Rockville, MD). La PCR

SAFM se llevó a cabo mediante dos series de

amplificación PCR según las instrucciones del

fabricante. La primera serie de PCR se realizó a

50 �C durante un ciclo de PCR de primera fase en

un volumen total de reacción final de 50 ml que

Tabla I. Caracterı́sticas de los pacientes según la

clasificación CEAP

CEAP Pacientes, n (%)

Estadio clı́nico

C2/C3 19 (95%)

C4 1 (5%)

Etiologı́a

Primaria 20 (100%)

Anatomı́a

Vena superficial 2 3 (15%)

Vena superficial 3 11 (55%)

Vena superficial 4 6 (30%)

Patologı́a

Reflujo 20 (100%)

CEAP: clı́nica, etiologı́a, anatomı́a y fisiopatologı́a.
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contenı́a 1-3 ml (aproximadamente, 50 ng) de la

primera cadena del ADNc diluido, 1 ml de dT-ACP2

(10 mM), 1 ml de 10 mM First SAFM ACP y 25 ml de

2 � Master Mix (Seegene). El protocolo PCR para

la sı́ntesis de la segunda cadena fue un ciclo a 94 �C

durante 1 min, seguido de otro ciclo a 50 �C durante

3 min y de un ciclo final a 72 �C durante 1 min.

Tras la finalización de la sı́ntesis de la segunda

cadena del ADN, el protocolo de amplificación PCR

de segunda fase consistió en un total de 25 ciclos a

94 �C durante 40 s seguido de ciclos a 65 �C

durante 40 s y a 72 �C durante 40 s, seguidos en

última instancia por un ciclo final ampliado de 5

min a 72 �C. La segunda serie de la PCR se efectuó

en un volumen total de reacción final de 50 ml que

contenı́a 1-3 ml de los productos de la primera

PCR, 1 ml de dT-ACP2 (10 mM), 1 ml de Second

SAFM ACP y 25 ml de 2 � Master Mix. En lo

relativo a las condiciones de la PCR, tras un inicio

en caliente durante 5 min a 94 �C se realizaron 40

ciclos de 40 s a 94 �C, seguidos de ciclos a 65 �C

durante 40 s y a 72 �Cdurante 40 s, yefinalmente- de

un ciclo ampliado final de 5 min a 72 �C. Los

productos de la PCR amplificada fueron separados

en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de

etidio.

Clonación y secuenciación

Las bandas de expresión diferencial fueron extraı́das

del gel mediante el GENCLEAN II Kit (Q-BIO Gene,

Carlsbad, CA) y clonadas directamente en un vector

de clonación TOPO TA (Invitrogen), según las

instrucciones del fabricante. Los pl�asmidos

clonados fueron secuenciados con el ABI PRISM

3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster

City, CA).

Confirmación RT-PCR

La expresión diferencial de los DEG fue confirmada

mediante RT-PCR utilizando cada par de primers con

especificidad gen�etica. El ADNc de primera cadena

fue normalizado con el gen de la actina ß. El ADNc

normalizado se utilizó como plantilla. Despu�es,

usamos el primer de sentido, 50-TCCACAGAGC

CAGTCAACACC-30, y un primer antisentido, 50-

TTTCTTTCTGGCGGCGGTTAC-30, para los DEG de

la segunda cadena (DEG-s2).

La PCR se llevó a cabo en un volumen total de

reacción final de 20 ml que contenı́an 2-4 ml

(aproximadamente, 50 ng) de ADNc de la primera

cadena diluido, 1 ml de primer 5 (10 mM) y 10 ml de

2� Master Mix. El protocolo de amplificación PCR

consistió en una desnaturalización inicial de 3 min

a 94 �C, seguida de 20-25 ciclos a 94 �C durante 40

s, a 60 �C durante 40 s y a 72 �C durante 40 s,

seguido en último lugar de un ciclo extendido final

de 5 min a 72 �C. Los productos de la PCR

amplificada fueron separados en gel de agarosa al

2% teñido con bromuro de etidio. Los geles fueron

evaluados mediante una c�amara digital Kodak DC

290 (Eastman Kodak, Rochester, NY) y se llevó a

cabo una cuantificación densitom�etrica mediante

el programa de an�alisis de imagen UN-SCAN-IT

(Silk Scientific, Orem, UT).

An�alisis de inmunotransferencia

Western

Las muestras de las venas congeladas fueron

descongeladas y homogeneizadas con un tampón

de lisis celular (BD Biosciences, San Diego, CA) y

se determinaron sus concentraciones proteicas

mediante un kit de an�alisis de proteı́nas (t�ecnica

del �acido bicincónico; Pierce, Rockford, IL). Las

proteı́nas (50 mg) fueron separadas mediante

electroforesis en gel de sulfato-poliacrimalida

sódica al 10% y transferidas a lo largo de la noche

a una membrana de difluoruro de polivinilideno

(Gelman Laboratory, Ann Arbor, MI). Las

membranas fueron bloqueadas durante 1 h a

temperatura ambiente en tampón salino Tween-20

Tris (TBS-T) que contenı́a un 0,5% (peso/

volumen) de leche en polvo desnatada (GIBCO

BRL, Grand Island, NY) e incubadas con un

anticuerpo anti-Oct-1 (1:1,000; BioVison Inc.,

Mountain View, CA) durante 2 h a temperatura

ambiente. Las membranas fueron lavadas tres

veces con TBS-T e incubadas con anticuerpos IgG

antirratón conjugados con peroxidasa de r�abano

(HRP, horseradish peroxidase) (1:1,000; Jackson

ImmunoResearch, Baltimore, PA) durante 1 h a

temperatura ambiente. Tras la incubación, las

membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T.

La actividad de la HRP fue evaluada a trav�es del

patrón de expresión de la proteı́na utilizando un

sustrato de quimioluminiscencia. Se realizaron

cuantificaciones densitom�etricas con el programa

de an�alisis de imagen UN-SCAN-IT.

An�alisis estadı́stico

Todos los procedimientos experimentales se

realizaron al menos tres veces y los datos fueron

analizados mediante el m�etodo de la media ± error

est�andar de la media. Para las comparaciones

estadı́sticas se utilizó la prueba t de Student. Se

consideraron significativos los valores p < 0,05.
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RESULTADOS

Identificación de los DEG en venas

varicosas y normales mediante

tecnologı́a SAFM

Inicialmente, se extrajo el ARN total de las VSI de

dos pacientes con venas varicosas en las

extremidades inferiores (pacientes V1 y V2) y en

un paciente con venas normales (paciente con

traumatismo N1), y este ARN se utilizó para la

sı́ntesis de la primera cadena del ADNc. Entre las

venas varicosas y las venas normales, observamos

varias bandas de ADNc que presentaban

diferencias cuando se expresaban. Las diferencias

en los niveles de expresión en las venas varicosas

fueron mayores o menores que en la vena normal.

Entre estas bandas de ADNc, seleccionamos cinco

(s1, -s2, -s4, -s5, -s7) que correspondı́an a genes del

factor de transcripción con expresión diferencial,

especialmente genes homeosecuencia

(‘‘homeobox’’), detectados mediante el Sistema de

aislamiento de factores de transcripción SAFM

(Transcription Factor Isolation System); despu�es,

realizamos la extracción de estas bandas del gel

para su clonación y secuenciación. Tras la

secuenciación de las bandas de ADNc, efectuamos

una búsqueda en GeneBank para identificar los

ADNc con expresión diferencial respecto a la

secuencia registrada de ADN.

En el conjunto de DEG correspondientes a las

venas varicosas y las venas normales, nos

centramos en un gen (DEG-s2) que presentaba la

expresión mayor (este gen fue identificado como el

factor de transcripción-1 oct�amero, Oct-1) en las

venas varicosas, en comparación con las normales

(fig. 1).

Resultados de la RT-PCR

Para confirmar la expresión diferencial del gen DEG-

s2 (gen Oct-1), realizamos la RT-PCR sobre las

muestras iniciales de venas (V1, V2 y N1) y sobre

muestras venosas adicionales de tres venas

varicosas (V3, V4 y V5) adem�as de dos venas

normales adicionales (N2 y N3, en ambos casos

correspondientes a pacientes con derivación

infrainguinal). Tras la RT-PCR, llevamos a cabo la

electroforesis en gel de agarosa al 2% con los

productos RT-PCR amplificados y el resultado

demostró que la expresión del gen Oct-1 era mayor

en las venas varicosas que en las normales (fig. 2).

No se observaron diferencias en la expresión del

gen Oct-1 entre la vena normal de un paciente con

traumatismo y las venas normales de los pacientes

con derivación infrainguinal.

Inmunotransferencia Western

Se realizó la inmunotransferencia Western para

determinar si existı́a un incremento en la

expresión de la proteı́na Oct-1 en las venas

varicosas. En primer lugar, realizamos la RT-PCR

Fig. 1. Cinco bandas de ADNc (DEG-s1, -s2, -s4, -s5, -s7) con expresión diferencial de genes del factor de transcripción,

especialmente genes homeosecuencia (‘‘homeobox’’), detectados mediante el Sistema de aislamiento de factores de

transcripción SAFM.

Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con los

productos RT-PCR amplificados; se puede observar que

la expresión del gen Oct-1 es mayor en las venas

varicosas que en las venas normales. DEG: genes de

expresión diferencial.
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sobre muestras venosas adicionales (cuatro venas

normales [todas ellas procedentes de pacientes con

traumatismo] y 15 venas varicosas) para identificar

el nivel de ARNm de la proteı́na Oct-1 (fig. 3A). El

resultado de la RT-PCR demostró que el nivel de

ARNm del gen Oct-1 era mayor en las venas

varicosas que en las venas normales (fig. 3C, p <

0,001), de la misma manera que habı́a ocurrido

con el gen. Ası́ mismo, el resultado de la

inmunotransferencia Western con las mismas

muestras demostró que la expresión de la

proteı́nas Oct-1 era mayor en las venas varicosas

(fig. 3B y 3C; p < 0,001).

DISCUSIÓN

La aparición de venas varicosas primarias en

las extremidades inferiores constituye una

manifestación frecuente de la insuficiencia venosa

crónica, cuya naturaleza recurrente puede dar

lugar a una discapacidad crónica. Sin embargo, el

concepto de que las venas varicosas se debe

principalmente a incompetencia valvular est�a

siendo puesto en duda; ası́, se han publicado

numerosos estudios en los que se ha señalado que

la etiologı́a de este problema es una alteración en

el desarrollo de la pared venosa1-3. En estos

estudios se ha sugerido que las dilataciones de las

venas pueden aparecer debido a que la pared

venosa est�a estructuralmente ‘‘debilitada’’, de

manera que la incompetencia valvular es un

fenómeno secundario.

Los avances recientes en las t�ecnicas de biologı́a

molecular han ofrecido una oportunidad para

analizar con rapidez un elevado número de genes

biológicamente significativos. Nuestro grupo ha

Fig. 3. RT-PCR realizada sobre muestras adicionales de venas (cuatro venas normales [todas ellas procedentes de

pacientes con traumatismo] y 15 venas varicosas) para identificar el nivel del ARNm de Oct-1 (A). La RT-PCR

demostró que el nivel del ARNm del gen Oct-1 fue mayor en las venas varicosas que en las venas normales (C, p <

0,001). De la misma manera, la inmunotransferencia Western sobre las mismas muestras demostró que la expresión

de la proteı́na Oct-1 fue mayor en las venas varicosas (B, C). RT-PCR: transcripción inversa- reacción en cadena de

la polimerasa.
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identificado diversos DEG para comparar y verificar

la expresión de su ARNm en las venas normales y en

las venas varicosas primarias, lo que nos ha

permitido determinar la patogenia de las venas

varicosas. En este estudio se han identificado

varios ARNm que presentaron una expresión

diferencial en las venas normales y las venas

varicosas. Finalmente, nos centramos en un solo

gen, Oct-1, que es el que presenta una expresión

m�as intensa en las venas varicosas primarias, en

comparación con las venas normales.

Oct-1 es una proteı́na nuclear ubicua que se

expresa en todas las c�elulas eucariotas y que forma

parte de la familia con homeosecuencia

(‘‘homeobox’’) POU (Pit-1, Oct-1, unc-86). Est�a

implicada en la regulación transcripcional de la

expresión gen�etica relacionada con el ciclo celular

y el desarrollo, y desempeña funciones múltiples

en la c�elula, actuando a trav�es de una regulación

positiva o negativa de la transcripción g�enica7. La

proteı́na Oct-1 se une a la secuencia oct�amero

especifica ATGCAAAT y esta parte oct�amero es

reconocida por una familia de factores de

transcripción que contienen un dominio de al

ADN conservado con un dominio especı́fico

relacionado con la homeosecuencia (‘‘homeobox’’)

(es decir, el dominio POU)8. Por tanto, la proteı́na

Oct-1 activa los promotores g�enicos que contienen

dicha secuencia oct�amero y que son genes

expresados de manera ubicua y con especificidad

tisular, tal como el gen de la histona H2B9,10.

Recientemente, se ha demostrado que el factor

homeosecuencia (‘‘homeobox’’) de la familia POU

(es decir, la proteı́na Oct-1 expresada de manera

ubicua) da lugar a la transactivación del promotor

ciclina D1 en un complejo con transductores de

señal y activadores de la transcripción11 (STAT,

signal transducers and activators of transcription).

STAT5 es un factor de transcripción citopl�asmico

latente que fue descubierto como un mediador de

la respuesta celular frente a los interferones y a las

citocinas. Magne et al11 demostraron que STAT5

activa la transcripción del promotor ciclina D1

mediante su asociación a Oct-1 a trav�es de su

dominio POU. Este hecho indica que STAT est�a

relacionado con Oct-1 y que forma un complejo

Oct-1/STAT5 funcional en el promotor ciclina D1.

Ciclina D1 es un protooncog�en regulador del ciclo

celular de los mamı́feros, que actúa en el punto de

restricción en la parte final de la fase G1 y que es

esencial para la progresión del ciclo celular a partir

de dicho punto. Tambi�en se ha demostrado que

est�a expresado de manera aumentada en

numerosos tipos celulares diferenciados y no

proliferativos, ası́ como durante la apoptosis12,13.

Ascher et al6,14 estudiaron la posibilidad de que la

apoptosis y el ciclo celular presentaran

caracterı́sticas distintas en las venas varicosas que

en las venas normales. Observaron que en las

venas varicosas estaba inhibida la apoptosis e

incrementada la expresión nuclear de ciclina D1.

Sus resultados demostraron que las c�elulas

adventiciales de las venas varicosas mostraban una

supervivencia mayor y adquirı́an caracterı́sticas

disfuncionales. Estos investigadores propusieron la

posibilidad de que el incremento en la

supervivencia de las c�elulas adventiciales podrı́a

dar lugar a la aparición de c�elulas disfuncionales, y

que estas c�elulas podrı́an ser las causantes de la

debilidad o la dilatación de la pared venosa.

Adem�as, insistieron en la posibilidad de que el

incremento en la expresión de ciclina D1 en los

núcleos de las c�elulas de la capa media de las venas

varicosas podrı́a indicar que la desregulación del

ciclo celular desempeña una función importante

en la etiologı́a de las venas varicosas. Según los

datos presentados en este estudio, nuestro grupo

considera que el gen Oct-1 tiene una cierta relación

con las venas varicosas a trav�es de la vı́a ciclina D1

o de alguna otra vı́a que todavı́a es desconocida.

En este estudio se ha aplicado la novedosa

tecnologı́a SAFM para determinar la posible

existencia de una diferencia gen�etica entre las

venas varicosas y las venas normales. Ası́,

observamos que el gen Oct-1 presenta una

expresión aumentada en las venas varicosas, en

comparación con las venas normales. Adem�as,

demostramos que la expresión de Oct-1 fue mayor

en las venas varicosas que en las venas normales,

tambi�en a nivel de la proteı́na. Teniendo en cuenta

los efectos pleótropos del gen Oct-1 sobre diversos

genes reguladores, tal como la ciclina D1, nuestra

sugerencia es la de que el gen Oct-1 puede

desempeñar un papel importante en el desarrollo y

la maduración de las venas varicosas primarias. Por

supuesto, son necesarios nuevos estudios para

determinar los mecanismos precisos que implican

al gen Oct-1 en la patogenia de las venas varicosas

primarias.
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