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5.1. ANALISIS MORFOMETRICO

El anélisis de la pared venosa de las muestras ha consistido en:

1. Medicién y estudio del grosor de las capas intima y media
2. Cuantificaciéon y estudio de la proporcién de fibras musculares, matriz
extracelular y fibras elasticas

todo ello realizando las comparaciones entre los diferentes grupos en funcién de la

procedencia anatdémica o caracteristicas hemodindmicas de las muestras.

5.1.1. Analisis del grosor de las capas de la pared venosa

La variable cuantitativa que se tuvo en consideracién fue el grosor de las capas intima

y media, cuyos valores medidos se encuentran recogidos en el anexo 1.

Se distinguen separadamente los grupos de muestras control, muestras pertenecientes a
segmentos competentes y muestras pertenecientes a segmentos incompetentes, estos dos
ultimos segmentos obtenidos de pacientes con insuficiencia venosa confirmada. La
procedencia anatémica del segmento permite, a su vez, la formacién de tres subgrupos
en cada grupo de muestras: 1) subgrupo procedente del cayado, 2) subgrupo procedente
del muslo y 3) subgrupo procedente de la pierna.

Los parametros estadisticos corresponden con los datos desagregados en funciéon de la
procedencia, asi como con los datos agregados a nivel global.

5.1.1.1. Muestras control

La tabla 8 recoge numéricamente las principales medidas descriptivas del grosor de las
capas intima y media del grupo de las muestras control en funcién de la procedencia
anatomica y la figura 47 muestra la representacién grafica. En cada boxplot se indica el

valor medio de los datos mediante un circulo.

Tabla 8. Medidas descriptivas del grosor de las capas de las muestras control, desagregadas
por procedencia anatémica y valores globales

Capa
Grosor (um) intima Media

Cayado | Muslo | Pierna | Global | Cayado | Muslo | Pierna | Global

Media aritmética 154.0 113.7 | 1411 146.1 403.4 382.9 | 457.7 417.7
Desviacién estandar 27.5 - 22.32 26.4 49.75 - 49.09 | 52.09
Mediana 153.4 | 113.7 | 131.6 | 139.4 | 403.5 | 382.9 | 478.3 | 410.6

Q 126.9 - 128.3 | 125.1 | 371.3 - 440.0 | 382.9

Q3 176.3 - 149.1 166.6 423.5 - 485.7 478.3

Valor minimo 122.0 113.7 | 125.1 | 113.7 337.5 | 3829 | 401.6 | 337.5
Valor maximo 192.0 | 113.7 | 166.6 | 192.0 | 481.4 | 382.9 | 493.1 | 493.1
Rango 69.98 - 41.51 | 78.26 | 143.92 - 91.48 | 155.63
Asimetria 0.11 - 0.35 0.37 0.22 - -0.35 0.16
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Figura 47. Distribucién del grosor de las capas en las muestras
control, por capa y procedencia anatémica

Dado el bajo numero de muestras procedentes de sujetos controles (ver tabla 5) no

resulta correcto aventurar ningin tipo de inferencia sobre esta subpoblacion.

5.1.1.2. Muestras de segmentos competentes procedentes de
sujetos con insuficiencia venosa

En la tabla 9 se indica las principales medidas descriptivas del grosor de la capa intima
y media del grupo de muestras de segmentos competentes obtenidas de pacientes con

insuficiencia venosa, resultados representados graficamente en la figura 48.

Tabla 9. Medidas descriptivas del grosor de las capas de las muestras de segmentos
competentes, desagregadas por procedencia anatémica y valores globales

Capa
Grosor (um) intima Media

Cayado | Muslo | Pierna | Global | Cayado | Muslo | Pierna | Global

Media aritmética 2243 | 203.8 | 193.3 | 207.1 | 524.1 | 512.7 | 442.6 | 496.7
Desviacién estandar | 91.78 80.3 87.96 | 84.42 | 139.17 | 117.4 | 130.87 | 128.98
Mediana 220.3 | 177.6 | 168.2 | 181.8 | 496.7 | 480.0 | 400.6 | 478.7

Q 156.7 | 147.7 | 125.6 | 136.9 | 422.6 | 431.0 | 333.4 | 397.2

Qs 263.4 | 260.0 | 231.1 | 263.4 | 600.8 | 585.8 | 557.6 | 600.8

Valor minimo 103.7 | 1089 | 108.3 | 103.7 | 361.6 | 357.5 | 280.0 | 280.0
Valor maximo 396.7 | 392.8 | 363.8 | 396.7 | 7919 | 751.5 | 647.9 | 791.9
Rango 293.0 284 255.5 | 293.0 | 430.3 394 367.9 | 511.9

Asimetria 0.47 0.88 0.72 0.75 0.62 0.6 0.38 0.52

96



Resultados

Segmentos COMPETENTES

p=0.2954
p=0.7002
750
E ‘
S
2 o o capa
5] Ed Intima
0 ° E3 Media
S
(O]
250 -
Q
° o
| |
1 1 1
Cayado Muslo Pierna

Procedencia

Figura 48. Distribuciéon del grosor de las capas de las muestras de
segmentos competentes, por capa y procedencia anatémica

Aunque la tabla y el grafico indican claramente que el valor medio del grosor de las
capas intima y media de estos sujetos son mayores en las muestras procedentes de la
cercania de la unién safenofemoral que en las obtenidas en el muslo y en la pierna, el
test de permutacién para multiples grupos refleja que no existen diferencias
significativas en el grosor de la capa intima (test de doble cola, p = 0.7002), ni en el
grosor de la capa media (test de doble cola, p = 0.2954), para un nivel de significacién
de a = 0.05.

5.1.1.3. Muestras de segmentos incompetentes procedentes
de sujetos con insuficiencia venosa

En las muestras obtenidas de zonas donde la vena estaba sometida a reflujo y, por
tanto, a hipertension venosa cronica, se observa que el grosor de la capa intima puede
ser muy irregular, alternando zonas de mayor grosor con zonas de menor grosor en la
misma muestra. Por ello, se han tomado medidas de grosor representativas de ambas

zonas.

La figura 49 muestra dos ejemplos (secciones ntmeros 4752 y 4774) donde se aprecian

zonas con gran desarrollo de la capa intimal junto a zonas mas estrechas.
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Figura 49. Alteraciones en el grosor de la intima de la vena safena interna de pacientes con
insuficiencia venosa

En la tabla 10 se resumen los valores obtenidos, tanto en la zona con mayor grosor
como en la zona con menor grosor intimal, mientras que en la tabla 11 se muestran los

valores obtenidos en la medicién de la capa media.

Tabla 10. Medidas descriptivas del grosor de la capa intima de las muestras de segmentos
incompetentes, desagregadas por procedencia anatémica y valores globales

Grosor (um) intima de menor grosor intima de mayor grosor

Cayado | Muslo | Pierna | Global | Cayado | Muslo | Pierna | Global
Media aritmética 91.69 79.49 100.5 91.83 | 302.39 | 241.87 | 319.3 | 297.55
Desviacién estandar | 38.22 29.31 33.88 35.69 97.02 66.93 | 158.18 | 107.52
Mediana 81.77 70.72 91.34 83.25 | 306.10 | 253.91 | 312.66 | 304.14

Q 68.39 57.59 81.16 68.00 250.0 192.0 195.5 2311

Q3 108.20 | 101.39 | 133.24 | 110.30 | 351.2 291.7 391.7 355.5
Valor minimo 51.79 56.99 57.95 51.79 | 107.55 | 152.96 | 133.33 | 107.55
Valor maximo 221.0 119.5 148.1 221.0 530.3 306.7 570.2 570.2
Rango 169.2 62.54 90.12 169.2 422.8 | 153.73 | 436.89 | 462.7

Asimetria 1.88 0.43 0.24 1.62 0.11 -0.32 0.32 0.47

Tabla 11. Medidas descriptivas del grosor de la capa media de las muestras de segmentos
incompetentes, desagregadas por procedencia anatémica y valores globales

Capa Media

Grosor (um) Cayado | Muslo | Pierna | Global
Media aritmética 454,20 | 441.25 | 557.1 | 473.71
Desviacién estandar | 152.99 | 95.83 | 103.30 | 140.84
Mediana 440.16 | 452.44 | 528.89 | 485.33

Q 326.5 363.5 | 491.1 | 401.6

Q3 577.1 518.9 | 656.3 | 575.1
Valor minimo 199.60 | 325.44 | 432.23 | 199.60
Valor maximo 704.1 534.7 | 705.2 | 705.2
Rango 504.5 | 209.23 | 273.01 | 505.6
Asimetria 0.01 -0.16 0.29 -0.10
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Los resultados de ambas tablas se representan graficamente en la figura 50.
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Figura 50. Distribucion del grosor de las capas de las muestras de segmentos obtenidos de
pacientes con insuficiencia venosa, por capa y procedencia anatémica

En la figura 50, mediante sendos puntos negros, se identifican dos valores atipicos: uno
pertenece al grupo de medidas obtenidas de la zona intimal més estrecha, y el otro a la
zona mas gruesa de la capa intima, y que se corresponden a las secciones nimeros 4775

y 4848 respectivamente (figura 51).

Figura 51. Muestras con valores atipicos del grosor en la capa intima
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La muestra 4775 presenta una intima bastante gruesa en toda su extension. En la zona
més estrecha se midié un grosor medio de 220.996 um y en la zona de mayor grosor, un
grosor medio de 355.462 wm. La muestra 4848 presenta claramente zonas con gran
desarrollo de la capa intimal, donde se midi6 un grosor medio de 530.317 um. Tras
confirmar que las medidas tomadas fueron correctas, que no hubo ningin posible error
de codificacion o transcripcion de estos valores, y que segin se ve en la figura 51
responden fielmente a lo observado en cada muestra, se decidi6 mantener estos valores

en nuestro conjunto de datos en estudio.

Considerando los grupos de las muestras de segmentos incompetentes y fijado un nivel
de significacién en a = 0.05, los resultados obtenidos del test de permutacion para
multiples grupos indican que no existen diferencias significativas en el grosor de la capa
intima mas estrecha (test de doble cola, p = 0.6738), ni en el grosor de la capa intima
de mayor grosor (test de doble cola, p = 0.5235), ni en el grosor de la capa media (test
de doble cola, p = 0.2709).

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que, dentro de cada grupo (control,
competente e incompetente), no hay diferencias significativas en el grosor de las capas
estudiadas con la zona anatémica de procedencia de las muestras (cayado, muslo,
pierna).

5.1.1.4. Comparativa intergrupo del grosor de las capas
segun caracteristicas hemodinamicas del segmento

Tras observar que no hay diferencias en el grosor de las distintas capas de las muestras
cuando se comparan dentro de su grupo segun la zona anatémica de procedencia, se

realizé un analisis intergrupo de acuerdo a los siguientes pares de grupos:

1 - Muestras control vs Muestras segmentos competentes
2 - Muestras control vs Muestras segmentos incompetentes

3 - Muestras segmentos competentes vs Muestras segmentos incompetentes

Controles vs Competentes

En la figura 52 se muestra la distribuciéon del grosor de la capa intima y media de las
muestras control y de los segmentos competentes cuyos valores medidos se recogen en
las tablas 8 y 9.
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Figura 52. Comparativa del grosor de las capas intima y media de las
muestras control vs muestras de segmentos competentes

Los resultados del test de permutacién proporcionan un valor p = 0.008135 para la
diferencia de los valores medios de la capa intima y un valor p = 0.02715 para la capa
media. En ambos casos los valores medios son superiores en las muestras obtenidas de

pacientes con insuficiencia venosa, aunque procedan de regiones no sometidas a reflujo.

Ademas, en la grafica se observa una mayor desviacién en los segmentos de las
muestras competentes que en las muestras control, fundamentalmente hacia valores
altos. Esta mayor dispersiéon de los datos se refleja en el coeficiente de variacién

muestral, cuyos valores se indican en la tabla 12.

Tabla 12. Valor del coeficiente de variacién de los grupos de muestras de la figura 52

Capa
intima Media
Control | Competente | Valor p | Control | Competente | Valor p
Coef. Variacion | 0.1807 0.4076 0.0095 | 0.1247 0.2597 0.0164

El aumento del valor del coeficiente de wvariacién indicado en la tabla 12 es
estadisticamente significativo en ambos casos, con un valor p = 0.00946 para la capa
intima, y un valor p = 0.0164 para la capa media.
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Controles vs Incompetentes

En la figura 53 se muestra la distribucién del grosor de las capas intima y media de las
muestras control y de los segmentos sometidos a reflujo venoso. En el caso de estas
ultimas se representa la distribucién del grosor de las zonas intimales de mayor y

menor grosor (tablas 8, 10 y 11).
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Figura 53. Comparativa del grosor de las capas de las muestras controles vs
muestras de segmentos incompetentes

Como puede apreciarse, el valor medio de las zonas intimales de menor grosor de las
muestras de los segmentos sometidos a reflujo venoso es inferior al de las muestras
controles, al contrario que los valores medios de las zonas intimales de mayor grosor
donde el valor medio es superior al de los controles. Los resultados de los test de
permutacién permiten establecer que las diferencias son significativas en ambos casos,

con valores p = 0.0001387 y p = 4.4*10%, respectivamente.

En cambio, no hay diferencias significativas (test de doble cola, p = 0.2298) entre los

grosores de la capa media de ambos tipos de muestras.

Por otra parte, el analisis de la desviacion de los valores obtenidos muestran una mayor
desviacion en los valores del grosor de la capa media de las muestras de segmentos
incompetentes que en el de las muestras control, siendo el coeficiente de variacién
muestral de 0.1247 y 0.2973 respectivamente, lo que resulta una diferencia
estadisticamente significativa con un valor p = 0.00701.
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Competentes vs Incompetentes

Cuando se comparan los valores medios del grosor de las capas intima y media de las
muestras procedentes de segmentos competentes con los procedentes de segmentos
incompetentes (tablas 9, 10 y 11), los test de permutacién reflejan que la diferencia
entre el valor medio del grosor de la capa intima de las muestras competentes, y las
zonas méas estrechas de la intima de las muestras incompetentes es significativa (p =
1*107). De igual forma se detectan diferencias significativas (p = 0.0001732) entre el
grosor de la capa intima de las muestras competentes y el de las zonas intimales de
mayor grosor de las muestras incompetentes. Con respecto a la capa media, no hay
diferencias significativas entre ambos tipos de muestras (test de doble cola, p =
0.4952).

p=0.4952
p<0.05
p<0.05
750
g L]
E capa _
+ 500 ° Ed Intima/Intima (zona estrecha)
2 S Ed Intima (zona ancha)
() E3 Media
(O]
‘ O
250
L]
(o]
competente incompetente
Segmento

Figura 54. Comparativa del grosor de las capas de las muestras de segmentos
competentes vs incompetentes

La figura 54 muestra la representacion grafica del grosor de las capas intimas y media
en segmentos competentes vs incompetentes, y en ella se observa que las desviaciones
del grosor de la capa media parecen tender hacia valores mas altos en los segmentos
competentes, y hacia valores bajos en los segmentos incompetentes. Los valores del
coeficiente de asimetria de las distribuciones (tablas 9, 10 y 11) confirman lo indicado,
la distribucién del grosor de ambas capas de los segmentos competentes presentan una
asimetria positiva, mientras que la distribucién muestral de los segmentos
incompetentes tiene una asimetria negativa en la capa media y en las zonas intimales

de mayor grosor, aunque la magnitud de la asimetria es muy ligera.
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La disponibilidad de segmentos insuficientes competentes e incompetentes de un mismo
sujeto permitié realizar un test de diferencias para muestras pareadas con objeto de
buscar mayor eficiencia del contraste estadistico, evitando la confusién inducida por

factores que varian entre individuos.

De 11 sujetos del estudio se dispone de pares de muestras de segmentos competente e
incompetente, y en alguno de ellos se cuenta con méas de un par. En la tabla 13 se

identifican las 13 muestras pareadas consideradas.

Tabla 13. Listado de muestras pareadas de segmentos con insuficiencia
venosa para test estadistico del grosor de las capas

Id Competente Incompetente
1 4713 4712
2 4739 4738
3 4741 4740
4 4749 4748
5 4751 4750
6 4753 4752
7 4769 4767
8 4769 4768
9 4806 4807
10 4808 4807
11 4812 4811
12 4819 4817
13 4827 4826

De los segmentos insuficientes competentes se dispone del grosor de la capa intima y de
la capa media. De los segmentos incompetentes se tiene 2 medidas de la capa intima
(de la zona ancha y de la zona estrecha) y del grosor de la capa media. Los valores a
comparar seran los grosores de cada capa entre los dos segmentos. Con este fin, se
estableci6 como grosor de la capa intima de los segmentos incompetentes la media

aritmética del grosor de la zona ancha y de la zona estrecha de dicha capa.

En la figura 55 se muestra la distribucién de los valores de grosor de cada uno de

dichos pares para ambas capas.

104



Resultados

Capa intima (datos pareados)

3 ——a
2
e 2
@
/ N\
2 7S
O. o
/
/
/
)
1 2
£
3
-
f
o
2]
o.
o A
o 7/ BN

o

I
//n,\ [ ‘\\ segmento
=AY ’,," - +- competente
/ \ a *- incompetente
\ 1 [ 4
/ \ /7 \ /
i \ /// \\\ o]
\‘y > 1 h — e '\\ P ’,"
/ \
\'\ v/" » *
¥
4y 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Id
Capa media (datos pareados)
"
o Y R
1 . /,/ ‘y\
1 e/ \ segmento
/,*“Q\ ® ‘« / T~ o -»- competente
/ / . -*- incompetente
’,/ v\ /
/ \\ /
/ \ /
\\ / \ //
> —¢g Y
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Id

Figura 55. Distribucién del grosor de las capas de las muestras pareadas de
segmentos competentes vs incompetentes

En la tabla 14 se indican los valores medios del grosor de las distintas capas y

segmentos, el promedio de las diferencias de grosor entre las muestras pareadas, asi

como el resultado de los test de significacion estadistica.

Tabla 14. Resultados del anélisis del grosor medio para muestras pareadas

Segmento
Competente | Incompetente | Competente-Incompetente | Valor p
Capa Intima (um) 193.3 164.2 29.06 0.1724
Capa media (um) 525 403.8 121.3 0.003418

Los resultados muestran que el grosor medio de la capa intima y media es mayor en los

segmentos insuficientes competentes que en los incompetentes, y que las diferencias de

grosor de la capa intima en un mismo sujeto no son significativas, mientras que las

diferencias de grosor de la capa media en un mismo sujeto si son significativas.
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5.1.2. Analisis de los componentes de fibras musculares y
matriz extracelular de la pared venosa

Las mediciones obtenidas de la extensién en pixeles de los componentes de fibra
muscular y matriz extracelular (MEC) de la pared venosa de cada muestra, realizadas
mediante el algoritmo de agrupamiento, se encuentran en el anexo 2. A partir de estas
medidas en pixeles se calculé la proporcion del componente de fibra muscular y la
proporcion de MEC en la pared venosa de cada muestra mediante las siguientes

expresiones:

D Extensién fibras musculares (pixeles)
fm =

Extension seccién vena (pixeles)
(5.1)

Extensién matriz extracelular (pixeles)

Dyec = : :
Extensién seccién vena (pixeles)

En la figura 56 se muestra graficamente la magnitud de los valores medios de las

proporciones Dy, v Dugc calculadas, distinguiéndose por tipo de segmento.
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Figura 56. Valores medios de proporcién de fibras musculares
y MEC, por tipo de segmento

En ella se observa una disminucién de la proporcién de fibras musculares y un aumento
de la proporcion de MEC en las muestras de segmentos pertenecientes a pacientes con

insuficiencia venosa con respecto a las muestras control.

En la figura 57 se muestra mas detalladamente la distribuciéon de la proporcién de las
fibras musculares y de la MEC.
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Figura 57. Distribucién de la proporcién de fibras musculares y MEC por tipo de segmento

En la tabla 15 se detalla numéricamente las principales medidas descriptivas de la
proporcién de fibras musculares y de MEC de la figura 57.

Tabla 15. Medidas descriptivas de la proporcién de fibras musculares y MEC, desagregadas por
tipo de segmento

Fibras musculares Matriz extracelular
Dpm | Duee  Fe ol Tcompetente tente| Control |C tente || tent
petente | Incompetente | Control | Competente | Incompetente

Media 54.18 43.62 42.98 44.28 55.0 55.6
Desv estandar 8.42 6.39 6.75 8.25 6.25 6.85
Mediana 54.92 43.17 43.52 43.5 55.62 55.46
Q 50.19 39.38 38.07 39.95 52.01 52.49
Qs 58.43 46.12 45.71 48.9 59.8 60.68
Valor minimo 40.89 33.67 32.43 32.85 43,5 43.29
Valor méximo 65.7 55.0 54.97 56.96 65.63 66.05
Rango 24.81 21.33 22.54 24.11 22.13 22.76
Asimetria -0.13 0.16 0.14 0.14 -0.21 -0.19

5.1.2.1. Comparativa intergrupo de la proporcion de fibras
musculares y matriz extracelular segun las
caracteristicas hemodinamicas del segmento

Se compararon los valores medios de las proporciones Dy, vy Dupc entre los diferentes
tipos de segmentos, evaluando las diferencias entre los resultados que se observan en la

figura 57.
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Estableciendo el nivel de significacion estadistica en o = 0.05, los resultados de los test
de permutacion reflejan que la diferencia del valor medio de la proporcion de fibras
musculares entre las muestras control y las muestras de segmentos competentes es
significativa (p = 0.002253), asi como la diferencia del valor medio entre las muestras

controles y las muestras de segmentos incompetentes (p = 0.002242).

Por el contrario no se observan diferencias significativas entre los valores medios de la
proporcién de fibras musculares entre las muestras de segmentos competentes e

incompetentes (test de doble cola, p = 0.7524).

El analisis estadistico de los valores medios de la proporcién de matriz extracelular
entre los diferentes tipos de muestras indica que las muestras control presentan
diferencias estadisticamente significativas tanto cuando son comparadas con las
muestras procedentes de segmentos competentes (p = 0.001735), como con las
obtenidas de segmentos incompetentes (p = 0.002199). Sin embargo, la diferencia
obtenida entre las medias de las muestras de segmentos competentes y las de segmentos
incompetentes no es significativa (test de doble cola, p = 0.7654). Los resultados
estadisticos indicados han sido obtenidos mediante test de significacién para muestras

independientes.

También se realizé un andlisis de muestras pareadas a partir de 11 sujetos de los que se
disponia tanto segmentos competentes como incompetentes. En la tabla 16 se

identifican las 13 muestras pareadas consideradas.

Tabla 16. Listado de muestras pareadas de segmentos con insuficiencia venosa
para test estadistico de la proporciéon de fibras musculares y MEC

Id Competente Incompetente
1 4713 4712
2 4739 4738
3 4741 4740
4 4749 4748
5 4751 4750
6 4753 4752
7 4769 4767
8 4769 4768
9 4806 4807
10 4808 4807
11 4812 4811
12 4819 4817
13 4827 4826

En la figura 58 se muestra la distribucién de los valores de la proporcion de fibras

musculares y MEC de la serie de pares de muestras indicados en la tabla 16.
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Figura 58. Distribucién de la proporciéon de fibras musculares y MEC de las
muestras pareadas de segmentos competentes vs incompetentes

El valor medio de la proporcién de fibras musculares de las muestras de los segmentos
competentes estudiadas es 41.579% y el valor medio en las muestras de los segmentos
incompetentes es 41.9997%. El valor medio de la proporcién de MEC de las muestras
de los segmentos competentes es 56.966% y el valor medio en las muestras de los
segmentos incompetentes es 56.601%, y el valor medio de la diferencia (competentes —
incompetentes) entre los valores de la proporcién de fibras musculares y de MEC en la
serie de parejas estudiadas es -0.4207% y 0.3651% respectivamente.

Estableciendo el nivel de significacion estadistica en a = 0.05, la ejecucién del test de
significacién para datos pareados proporciona un valor p = 0.8538 para la diferencia en
la proporcion de fibras musculares, luego se acepta la hipdtesis nula de igualdad de
medias concluyendo que la diferencia en los valores medios de la proporcién de fibras
musculares entre las muestras de segmentos competentes e incompetentes de un mismo

sujeto no es significativa.

La ejecucién del test de significacién para datos pareados proporciona un valor de p =
0.8513 para la diferencia en la proporciéon de MEC, luego se acepta la hipdtesis nula de
igualdad de medias concluyendo que la diferencia en los valores medios de la proporcién
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de la MEC entre las muestras de segmentos competentes e incompetentes de un mismo

sujeto no es significativa.

Estos tultimos resultados confirman lo previamente obtenido con el test de diferencias
para muestras independientes: las diferencias observadas entre las muestras de
segmentos competentes e incompetentes en cuanto a la proporciéon de los componentes

de la pared venosa no es significativa.

5.1.2.2. Comparativa intergrupo de la proporcion de fibras
musculares y matriz extracelular segiin procedencia
anatomica del segmento

A continuacién se estudia si existe relacién entre las proporciones de fibras musculares
y MEC de la pared venosa y el segmento anatémico del que se obtuvieron las muestras
(cayado, muslo y pierna).

Dado que no se encontraron diferencias significativas en la proporcién de las
componentes estudiadas entre las muestras de segmentos competentes e incompetentes
se agruparon ambos tipos de muestras para abordar este analisis. Por el contario, no se
han considerado las muestras control dado el pequeno nimero de las mismas (3
muestras de cayado, 1 muestra del muslo y 2 muestras de la pierna) puesto que su

inclusién restaria validez a los resultados que se obtuvieran.
Fibras musculares

En la tabla 17 se indica el valor de la media muestral y el intervalo de confianza (IC)
del 95% para la media de la proporcién de fibras musculares en muestras con
insuficiencia venosa, para cada lugar de procedencia de las muestras (cayado, muslo y
pierna). Y en la figura 59 se muestran graficamente los resultados obtenidos. Mediante
puntos negros se indica la proporciéon de la componente de fibra muscular de cada
muestra. Para cada regiéon de procedencia se senala el IC del valor medio de la
proporcién de fibras musculares mediante un segmento de color rojo. Cada segmento

contiene un circulo rojo hueco situado sobre el valor medio muestral.

Tabla 17. Media muestral e IC de la proporcién de fibras musculares
segin procedencia de la muestra

D Fibras musculares
fm Media muestral IC (95%)
Cayado 43.93 [41.44, 46.77]
Muslo 43.19 [39.72, 46.91]
Pierna 42.06 [38.78, 47.41]
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Figura 59. IC de la proporcién media de fibras musculares segtin
procedencia de las muestras con insuficiencia venosa

El valor de la media muestral de la proporciéon de fibras musculares disminuye desde la

region proximal a la regién distal.

Gréaficamente se observa que la disposicién y amplitud de los intervalos de confianza
para el valor medio descartan la existencia de una posible relacién, a nivel poblacional,
entre la proporcion de fibras musculares y la regién de procedencia de las muestras.
Para comprobar formalmente que no existe tal relacién entre las variables, se realizé un
contraste de hipotesis de igualdad de las medias mediante un test de permutaciéon para
mas de dos grupos independientes. Con un nivel de significacion en a = 0.05, el test de
significacién refleja que no existen diferencias significativas en la proporciéon del area
ocupada por las fibras musculares presentes en la pared de las venas safenas internas
pertenecientes a pacientes con insuficiencia venosa, independientemente de que la

muestra se obtenga a nivel del cayado, del muslo o la pierna (test de doble cola, p =
0.7952).

Matriz extracelular

El estudio realizado para la proporcién de la componente fibra muscular también se
realizé sobre la componente de MEC. El IC del 95% para su valor medio junto con el
valor de la media muestral son indicados en la tabla 18 para cada lugar de procedencia
de las muestras.
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Tabla 18. Media muestral e IC de la proporcién de matriz extracelular
segin procedencia de la muestra

Matriz extracelular
Dec - o
Media muestral IC (95%)
Cayado 54.69 [51.78, 57.15]
Muslo 55.34 [51.66, 58.78]
Pierna 56.61 [51.16, 59.81]

La figura 60 muestra las proporciones de MEC segtn la procedencia del segmento con
insuficiencia venosa. Sobre la imagen se ha representado el mismo tipo de informacién

que la mencionada para la figura 59.
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Figura 60. IC de la proporcién media de matriz extracelular segiin
procedencia de las muestras con insuficiencia venosa

Al igual que sucedi6 con el andlisis de la proporcion fibras musculares, la proporcién de
MEC en los segmentos sometidos a reflujo venoso, independientemente del lugar del
que se extrajo la muestra, no permite obtener diferencias significativas. El test de
contraste de igualdad de las medias confirma el resultado (test de doble cola, p =
0.7863).

5.1.3. Analisis del componente de fibras elasticas de la
pared venosa

Las medidas obtenidas de la extensién en pixeles de fibras eldsticas para cada muestra

mediante el proceso de segmentaciéon de imagenes basado en el valor umbral se indican
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en el anexo 3. A partir de las mediciones realizadas se ha calculado la proporcién de

fibras elasticas mediante la siguiente expresion:

Extension fibras elasticas (pixeles)
fe =

(5.2)

Extension seccion vena (pixeles)

El valor medio de dichas proporciones, Dy, en las capas intima/media y adventicia para
los diferentes tipos de segmentos se indican en la tabla 19.

Tabla 19. Valor medio de la proporciéon de fibras elasticas por tipo de
segmento, desagregadas por capas de la pared venosa

Tipo de muestra Capa Valor medio Dy
Control Intima/media 10.157
Control Adventicia 12.240

Competente Intima/media 4.898
Competente Adventicia 7.208
Incompetente Intima/media 3.959
Incompetente Adventicia 6.767

En la figura 61 se representan graficamente estos valores medios, donde se observa que
la proporcién de fibras elasticas es menor en las capas intima y media, que en la capa

adventicia.
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Figura 61. Valores medios de la proporcién de fibras elasticas
por capa y tipo de segmento
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En la figura 62 se muestra el valor promedio del parametro Dy para todas las capas de
la pared venosa, distinguiéndose por tipo de vena, observandose una disminucién en los

segmentos con insuficiencia venosa con respecto a las muestras control.
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Figura 62. Valores medios de la proporcion de fibras

elasticas por tipo de segmento

Y la figura 63 muestra la distribucién de la proporciéon de fibras eldsticas segtin el
segmento venoso.
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Figura 63. Distribucién de la proporcién de fibras
elasticas por tipo de segmento
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En la tabla 20 se detalla numéricamente las principales medidas descriptivas de la
proporcién de fibras elasticas de la figura 63.

Tabla 20. Medidas descriptivas de la proporcion de fibras elésticas,
desagregadas por tipo de segmento

D Segmento
fe Control Competente Incompetente

Media 10.82 5.79 5.0
Desv estandar 2.49 1.74 1.53
Mediana 11.46 5.71 5.34
Q 8.49 4.56 3.35

Qs 12.97 7.09 5.94
Valor minimo 7.35 2.81 2.22
Valor maximo 14.3 9.48 8.03
Rango 6.95 6.66 5.81
Asimetria -0.28 -0.05 -0.20

5.1.3.1. Comparativa intergrupo de la proporcion de fibras
elasticas segun caracteristicas hemodinamicas del
segmento

Se compararon los valores medios de la proporcién de fibras elasticas presentes en los
diferentes tipos de segmentos. Los resultados indican que la diferencia del valor medio
de la proporcion en las muestras control y en las muestras de segmentos competentes es
significativa (p = 5*107), asi como la diferencia entre el valor medio de las muestras
control y el de las muestras de segmentos incompetentes (p = 2*¥107). Sin embargo la
diferencia no es significativa cuando se compara la proporcién de fibras elasticas de los
segmentos competentes e incompetentes (test de doble cola, p = 0.05988), aunque el

valor medio es mayor en las muestras de segmentos de vena no sometidos a reflujo.

De doce de los sujetos sometidos a intervencién quirdrgica pudieron extraerse un total
de 14 muestras pareadas (competente e incompetente), identificindose tales muestras
en la tabla 21.

115



Aplicacion del analisis digital de imagenes al estudio de la pared de venas procedentes de
pacientes con insuficiencia venosa

Tabla 21. Listado de muestras pareadas de segmentos con insuficiencia

venosa para test estadistico de la proporcion de fibras elasticas

Id Competente Incompetente
1 4713 4712
2 4726 4733
3 4739 4738
4 4741 4740
5 4749 4748
6 4751 4750
7 4753 4752
8 4769 4767
9 4769 4768
10 4806 4807
11 4808 4807
12 4812 4811
13 4819 4817
14 4827 4826

Por su parte, la figura 64 representa los valores de cada uno de dichos pares,
apreciandose que la proporcién de fibras elasticas es generalmente mayor en los
segmentos competentes que en los segmentos incompetentes. Numéricamente el valor
medio de la proporcién de fibras eldsticas en los segmentos competentes es del 6.864% y
en los incompetentes es del 5.288%, por lo que la diferencia entre los valores de la

proporcion de fibras eldsticas en la serie de parejas estudiadas es del 1.576%.
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Figura 64. Distribucién de la proporcion de fibras elasticas de las muestras pareadas
de segmentos competentes e incompetentes

La ejecucién del test de significacién para datos pareados proporciona un valor de p =
0.01074, lo que permite rechazar la hipotesis nula de igualdad de medias concluyendo

que la diferencia en los valores medios de la proporciéon de fibras eldsticas entre las
muestras de segmentos competentes e

incompetentes de un mismo sujeto es
significativa.

116



Resultados

5.1.3.2. Comparativa intergrupo de la proporcion de fibras
elasticas segun procedencia anatémica del segmento

El estudio de las diferencias en la proporcion de fibras elasticas en funcién de la region

anatémica no incluye a las muestras controles debido a su escaso nimero (ver tabla 7).

En la tabla 22 se indica el valor de la media muestral y el intervalo de confianza del
95% de la proporcién de fibras elasticas en las muestras de segmentos insuficientes
competentes, para cada region de procedencia, mostrandose su representacion grafica en
la figura 65.

Tabla 22. Media muestral e IC de la proporcién de fibras elasticas en muestras
de segmentos competentes, segiin procedencia de la muestra

D Fibras eldsticas
fe Media muestral IC (95%)
Cayado 5.610 [4.789, 6.383]
Muslo 5.659 [4.635, 6.782]
Pierna 6.194 [5.430, 7.027]
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Figura 65. IC de la proporcién de fibras elasticas segin procedencia
de las muestras de segmentos competentes

En dicha figura se aprecia la disposicién y amplitud de los intervalos de confianza para
el valor medio, mostrandose superpuestos entre ellos, por lo que se descarta una
relacion lineal, a nivel poblacional, entre la proporcién de las fibras elasticas y la region

de procedencia de las muestras. Este resultado se confirmé mediante la realizacién de
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un contraste de hipétesis de igualdad de medias entre las tres procedencias distintas de
las muestras (test de doble cola, p = 0.7015).

El mismo anélisis se realiz6 sobre el conjunto de muestras obtenidas de segmentos
incompetentes, mostrando la tabla 23 los valores de la media muestral y el intervalo de
confianza del 95% de la proporcién de fibras eldsticas, para cada regiéon de procedencia

de las muestras.

Tabla 23. Media muestral e IC de la proporcién de fibras elasticas en muestras
de segmentos incompetentes, segiin procedencia de la muestra

D Fibras elasticas
fe Media muestral IC (95%)
Cayado 5.232 [4.655, 5.725]
Muslo 4,128 [2.592, 6.848]
Pierna 4.858 [3.701, 6.113]

En la figura 66 se muestran graficamente los resultados obtenidos para el conjunto de

muestras de segmentos incompetentes.
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Figura 66. IC de la proporcion media de fibras elasticas segin
procedencia de las muestras de segmentos incompetentes

El test de significacién para multiples grupos refleja que tampoco existen diferencias
significativas en la proporcién de fibras eldsticas (test de doble cola, p = 0.422) con la

procedencia de la muestra.
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Es decir, la proporcién de fibras elasticas no varia con la regién anatémica de
procedencia del segmento en los sujetos con insuficiencia venosa, ya esté sometido dicho
segmento a reflujo o no lo esté (incompetentes y competentes).

5.2. ANALISIS DE CORRELACION

Se analizé la existencia de relacion lineal (asociacién mutua) entre los parametros
anteriormente medidos sobre las muestras y la edad o sexo del sujeto. Los parametros
sobre los que se estudia la dependencia son el grosor de las capas intima y media, la
proporcién de fibras musculares, la proporcién de MEC y la proporcion de fibras
elasticas. En el anexo 4 se listan los datos que permitieron estudiar la posible asociacién
de dichas variables con la edad y el sexo.

Como paso previo se estudié la existencia de valores atipicos en los diferentes datos,
detectandose valores anormales en el grosor de la capa intima. En la figura 67 se
muestran los boxplot de la distribuciéon del grosor de la capa intima segin el tipo de
segmento. En la figura se observa la existencia de un valor atipico en los segmentos
incompetentes, segtn el criterio indicado mediante la expresién (4.2), que corresponde a
la seccion ntimero 4863. Dicha muestra se excluyé del anéalisis de la capa intima.
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Figura 67. Localizaciéon de valores atipicos en el

grosor de la capa intima

5.2.1. Correlacion con la edad del sujeto

En la tabla 24 se indican los valores calculados del coeficiente de correlacién muestral
de Pearson y el valor p del contraste de la hipétesis de no asociaciéon entre cada una de
las variables con la edad del sujeto.
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Tabla 24. Coeficiente de correlacion p y valor p para el contraste de hipotesis de no

asociacién entre las variables y la edad del sujeto

0 muestral Tipo de segmento
contro competente Incompetente
(valor p) trol tent i tent
Cana fntima 0.376 0.0935 0.00618
P (p = 0.5973) (p = 0.5922) (p = 0.976)
Cana Media -0.7006 -0.2423 -0.07117
P (p = 0.3007) (p = 0.1609) (p = 0.7249)
Proborcion FM -0.6666 -0.08045 -0.1766
P (p = 0.2907) (p = 0.7269) (p = 0.4669)
) 0.626 0.07114 0.1541
Htefp e =G (p = 0.2986) (p = 0.7573) (p = 0.5275)
broporcion FE 0.7517 -0.01408 0.1966
P (p =0.2001) (p = 0.9366) (p=0.3232)

FM: fibras musculares, MEC: matriz extracelular, FE: fibras elasticas

Con un nivel de significacion a = 0.05, las pruebas de significacion estadistica muestran
que no existen evidencias suficientes para rechazar la hipdtesis nula en ninguno de los
casos analizados, de manera que no existe asociacién entre las variables estudiadas con

un nivel de confianza del 95%.

Las figuras 68, 69, 70, 71 y 72 muestran las graficas de dispersiéon de los datos
analizados, incluyendo la recta de regresion lineal. Las escalas de ambos ejes se han
normalizado con la finalidad de que la pendiente de la recta de regresién refleje

exactamente el valor del coeficiente de correlacién muestral.

Figura 68. Recta de regresion muestral del grosor de la capa intima versus edad, por tipo
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Figura 69. Recta de regresién
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Figura 70. Recta de regresion muestral de la proporcién de fibras musculares versus edad,
por tipo de segmento
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Figura 71. Recta de regresion muestral de la proporcién de matriz extracelular versus
edad, por tipo de segmento
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Figura 72. Recta de regresion muestral de la proporcién de fibras elasticas versus edad,
por tipo de segmento

5.2.2. Correlacion con el sexo del sujeto

En la tabla 25 se indican los valores calculados del coeficiente de correlaciéon biserial
puntual muestral y el valor p del contraste de la hipdtesis de no asociacién entre cada
una de las variables con el sexo del sujeto. No se muestran datos para las muestras

control al no disponer del sexo de los sujetos para este tipo de muestras.

Tabla 25. Coeficiente de correlaciéon 1, y valor p para el contraste
de hipdtesis de no asociacién entre las variables y el
sexo del sujeto

b, Muestral Tipo de segmento
(valor p) competente incompetente
Capa intima 0.02807 e
P (p = 0.8702) (p =0.2337)
, -0.1548 -0.04595
Capa Media (p = 0.3808) (p =0.8147)
y -0.04715 -0.3858
Proporcion FM (p = 0.8337) (p = 0.08839)
B 0.06633 0.3702
Proporcion MEC (p=0.7728) (p =0.1038)
Proporcién FE 01130 oo
P (p = 0.5054) (p = 0.0394)

FM: fibras musculares, MEC: matriz extracelular, FE: fibras eldsticas

Estableciendo un nivel de significacién en o = 0.05, los resultados de las pruebas de
significacién estadistica muestran que no existen evidencias suficientes para rechazar la
hipétesis nula en ninguno de los casos analizados, de manera que no existe asociacion
entre las variables estudiadas, con un nivel de confianza del 95%, excepto para la

variable proporcién de fibras eldsticas en las muestras de segmentos incompetentes.

En las figuras 73, 74, 75, 76 y 77 se muestran las graficas de dispersién de los datos en

funcién del sexo del sujeto, incluyendo la linea de regresion.
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Figura 73. Recta de regresion muestral del grosor de la capa intima
versus sexo, por tipo de segmento
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Figura 74. Recta de regresién muestral del grosor de la capa media
versus sexo, por tipo de segmento
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Figura 75. Recta de regresion muestral de la proporcién de fibras
musculares versus sexo, por tipo de segmento
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Figura 76. Recta de regresién muestral de la proporciéon de matriz
extracelular versus sexo, por tipo de segmento
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Figura 77. Recta de regresion muestral de la proporcién de fibras
elasticas versus sexo, por tipo de segmento

5.3. ANALISIS MORFOLOGICO

La observacion de las imagenes de las muestras de la pared venosa permitieron realizar
un analisis morfolégico de las mismas, cuya descripcién cualitativa de las caracteristicas

observadas se presenta en este apartado.

5.3.1. Analisis de las capas de la pared venosa insuficiente

Desde un punto de vista morfolégico se observan cambios estructurales de distinta
magnitud en las diferentes capas de la pared de la vena insuficiente, tanto en segmentos

competentes como incompetentes en relaciéon con las muestras control.

En las muestras con tincién de tricrémico de Masson se aprecia un incremento de
grosor en la capa intima de las venas varicosas debido al aumento de la matriz
extracelular (figuras 78.a y 78.c). La superficie de esta capa se muestra irregular con
zonas en las que se aprecia dano de la capa endotelial (figura 78.d). También se
advierte acumulacién de contenido de fibra muscular en las proximidades del endotelio,

que podria contribuir también al engrosamiento de la capa.
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En la capa media se observan agrupaciones de miusculo liso separadas por matriz
extracelular, no observidndose continuidad (conexién) entre los haces de fibras
musculares a lo largo del perimetro de la pared (figura 78.b). Estos haces presentan una

orientacién mas irregular en algunas zonas, distinta a la que cabria esperar

(longitudinal o circular).

Figura 78. a. Pared venosa insuficiente (4x). b. Desconexién haces fibra muscular (20x).
c. Colagenizacién (40x). d. Danos endotelio y acumulaciéon de CML (40x)

El uso del anticuerpo Ki67 que marca los nicleos en mitosis permite determinar la
existencia de proliferaciéon celular en la pared venosa. En la inmunotincién con anti-
Ki67 se interpretaron como positivos los nicleos tenidos de color marrén intenso (figura

79).

L WAL,

Figura 79. Aspecto de los nicleos marcados con anti-Ki67
en la pared de la vena safena (puntas de flecha)
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La figura 80.a muestra la pared de una vena control, en la que se aprecia la ausencia de
ntcleos marcados con la proteina anti-Ki67 en la capa intima o media, inicamente fue
posible detectar alguno de estos ntucleos en la capa adventicia de la pared en relaciéon
con los microvasos (figura 80.b).

Figura 80. a. Inmunotinciéon con anti-Ki67 de pared de vena control. b. Ntcleos
marcados en microvasos en capa adventicia de vena control

En la figura 81 y 82 se muestra el resultado de la inmunotinciéon con anti-Ki67 de venas
insuficientes competentes e incompetentes, respectivamente. Es posible observar que el
marcaje se distribuye fundamentalmente en la capa media de la pared venosa,
existiendo mayor intensidad de marcaje en las muestras competentes que en las
muestras incompetentes.

Figura 81. Inmunotincién con anti-Ki67 de venas insuficientes competentes
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P ke a

Figura 82. Inmunotincién con anti-Ki67 de venas insuficientes incompetentes

La cuantificacién de este marcador mediante el método de cortes de color confirma la
diferencia observada entre las muestras estudiadas de venas insuficientes competentes e
incompetentes, resultando una proporcién de marcador de 3.77%, 5.59%, 0.37% y
1.13% para las muestras 4786, 4808, 4712 y 4768, respectivamente. El reducido ntimero
de muestras analizadas no proporciona resultados suficientemente fiables y no permite
concluir nada definitivo, tan sélo tendria caracter exploratorio, planteando la necesidad

de abordar el analisis, en un futuro, méas profundamente.

La inmunodetecciéon mediante el anticuerpo CD68 permite determinar la existencia de
neutrofilos en la pared venosa. La presencia de neutréfilos en la inmunotinciéon es

reflejada mediante color marrén intenso.

La figura 83 muestra el resultado de la inmunotinciéon con anti-CD68 de la pared
venosa de dos muestras control, donde se observa algiin marcaje en la zona de la luz en
el endotelio luminal, ademéas de en relacién con los vasa vasorum cuando éstos se

localizan en adventicia o cuando se extienden hasta la capa media.

d A .
W w,\\ V&
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Figura 83. Inmunotincién con anti-CD68 de la pared de vena control (zonas positivas
sefialadas mediante puntas de flecha)
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En las venas insuficientes competentes (figura 84), el marcaje con anti-CD68 fue similar
al caso de las venas controles. Se aprecié marcaje en el borde luminal, en vasos de la

adventicia y muy ligero en la capa media, en relaciéon con los vasa-vasorum.

ABERT S ONROC A UV 2R~ [gsen R AN\ S e G ¢

Figura 84. Inmunotincién con anti-CD68 de venas insuficientes competentes

En las venas insuficientes incompetentes (figura 85) se observé marcaje
fundamentalmente a nivel de la adventicia, también algo en la capa media y en el
borde luminal.

Figura 85. Inmunotincién con anti-CD68 de venas insuficientes incompetentes

La cuantificacion del marcador del antigeno CD68 muestra valores muy similares entre
las muestras analizadas, tanto de venas control como de venas insuficientes
competentes e incompetentes, resultando en una proporcién del marcador inferior al 1%
del area de la pared en todos los casos, y donde cabe aplicar las mismas
consideraciones, antes mencionadas, referentes a su caracter exploratorio y no

concluyente.

La inmunodeteccion del VEGF de las muestras control de los segmentos estudiados

mostraron marcaje con el anticuerpo en el endotelio luminal de la vena y en los
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microvasos de la adventicia, siendo el marcaje en el resto de la pared imperceptible
(figura 86).

4181 4168

x’«i‘ﬂ\ AN e \
(

Figura 86. Inmunotinciéon con anti-VEGF de la pared de vena control
sefialadas mediante puntas de flecha)

zonas positivas

En las venas insuficientes competentes pudo observarse marcaje en la capa media

ademas de en el endotelio luminal y en la adventicia (figura 87). En las venas
incompetentes (figura 88) no se observé apenas marcaje en la pared de la vena

apreciandose ligeramente en algunos casos en zonas del endotelio luminal y en la
adventicia.

Figura 87. Inmunotincién con anti-VEGF de venas insuficientes competentes

129



Aplicacion del analisis digital de imagenes al estudio de la pared de venas procedentes de
pacientes con insuficiencia venosa

2766 ' LG o0 b bl 4768 o2 TR T T e

Figura 88. Inmunotincién con anti-VEGF de venas insuficientes incompetentes

La cuantificacién del marcador del antigeno anti-VEGF determina una proporciéon de
0.39% y 0.18% para las muestras control 4181 y 4168 respectivamente (figura 86). Para
las muestras de segmentos insuficientes competentes, la proporcién es superior con
valores de 0.4% y 1.77% para las muestras 4715 y 4739 respectivamente (figura 87). El
marcaje positivo de VEGF en zonas de la adventicia hace que el valor medido también
dependa de la extensién y estado de esta capa en la muestra analizada. Esta es la razén
del escaso valor medido para la muestra 4715 que no presenta practicamente capa
adventicia. La proporcién de VEGF en la muestra incompetente 4766 es 0.54%, no
midiendo valor alguno en el caso de la muestra 4768 (figura 88).

5.3.2. Analisis de las fibras elasticas de la pared venosa
insuficiente

Con la tinciéon modificada de Van Gieson se observa una mayor concentraciéon de fibras
elasticas en la capa adventicia que en el resto de capas de la pared de la vena. La
ldmina eléstica interna aparece danada o desaparecida en algunas zonas (figuras 89.a y
89.b). Las fibras eldsticas muestran ademés un patrén mdas desorganizado e irregular

(figuras 89.b y 89.c), con una distribucién muy dispersa en capas media e intima.
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Figura 89. Distribucién de fibras elasticas en venas insuficientes, con danos en la lamina
elastica interna (senalados con el simbolo |})

La presencia de elastina fue determinada utilizando el anticuerpo antielastina, que
marca elastina inmadura o restos de fibras eldsticas, esto es, células que estén formando
fibras elasticas o zonas de destruccion de fibras elasticas.

La figura 90 muestra el resultado de la inmunotincién con antielastina de la pared
venosa de una muestras control, reflejando un moderado marcaje en la capa media de
la pared.

!

Al

Figura 90. Inmunotincién con antielastina de la pared de vena control

La presencia de marcaje de la elastina en las venas insuficientes competentes es muy
escaso (figura 91).
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Figura 91. Inmunotincién con antielastina de venas insuficientes competentes

La figura 92 corresponde a inmunotincién con antielastina de la pared venosa de
muestras incompetentes, donde es posible apreciar zonas positivas de marcaje con el
anticuerpo en la capa media.

Figura 92. Inmunotincién con antielastina de venas insuficientes incompetentes

La cuantificacion del marcador antielastina resulta en una proporcién de marcaje de
9.16% para la muestra control nimero 4169 mostrada en la figura 90, mientras que
para las muestras insuficientes es menor, siendo 8.93% y 5.23% para las muestras
competentes ntmeros 4827 y 4749 de la figura 91, y 5.99% y 8.5% para las muestras
incompetentes ntimeros 4712 y 4768 de la figura 92.
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La enfermedad venosa crénica primaria es una enfermedad ampliamente extendida,
afectando alrededor del 10-40% de las personas entre 30 y 70 anos de edad [Evans et al.
1999]. Es una enfermedad con una alta incidencia poblacional y ya desde sus estadios
clinicos iniciales ocasiona un deterioro en la calidad de vida de los pacientes [Ortega-
Santana et al. 2014], asi como la necesidad de intervenciones quirtirgicas y un gran
nimero de consultas en atenciéon primaria y especializada [Bellmunt et al. 2013].

El sistema venoso de los miembros inferiores esta dividido en 3 componentes: sistema
venoso profundo, sistema venoso superficial y sistema de venas perforantes. Estos
componentes estan interconectados, de tal modo que la disfuncién de uno de ellos
conduce, generalmente, a la disfuncién de los otros y al posterior desarrollo de

insuficiencia venosa [Somers et al. 2006].

La etiologia de la insuficiencia venosa es controvertida e inicialmente se consider6 como
una manifestacion secundaria de la incompetencia valvular y de la exposicion de la
pared venosa a altas presiones hidrostaticas, como las generadas desde la auricula
derecha estando el sujeto en pie [Elsharawy et al. 2007].

Durante mucho tiempo se ha intentado determinar la causa, o las causas, que provocan
el desarrollo de la insuficiencia venosa. Se conocen multiples factores predisponentes
pero no se sabe a ciencia cierta si primero se produce el deterioro de la pared venosa o
es el reflujo, y los cambios asociados al mismo tales como la turbulencia del flujo
sanguineo o el aumento de la presion ejercida sobre la pared, quien provoca el
desarrollo de la enfermedad. Recientemente se ha demostrado el desarrollo de venas
insuficientes en ausencia de incompetencia valvular y, por ello, hoy se acepta que es la
alteracién primaria de los elementos estructurales de la pared venosa la que conduce a
la incompetencia valvular al provocar su debilidad y posterior dilataciéon [Somers et al.
2006; Elsharawy et al. 2007]. Esta opinién se apoya, entre otros, en los trabajos que
comparan segmentos de vena sometida a reflujo (incompetentes) con segmentos de

venas no sometidas a reflujo (competentes) (ver tabla 26).

En general los estudios senalados centraron su analisis sobre algiin componente de la
pared, como el coldgeno o las fibras elasticas, y sélo Svejcar et al. (1963) y Elsharawy
et al. (2007) realizaron un andlisis mas global de los componentes, aunque este tltimo
no contempla el papel de algiin componente en la totalidad de la pared (por ejemplo, la
cuantificacién de CML se limita a sélo la capa media, y la cuantificacién de fibras
elasticas se realiza unicamente en el area de la ldmina eldstica interna). Ademés, y
teniendo en cuenta las particularidades de cada uno de ellos, es necesario poner de
manifiesto que sus resultados no son similares, y que, en ocasiones, son diametralmente
opuestos. Esta disparidad entre los resultados de alguno de dichos trabajos, como los de
Svejcar et al. y Elsharawy et al.,, cabe achacarla a las diferentes metodologias
empleadas, propias de las épocas tan dispares en las que se llevaron a cabo los estudios,
entre las que cabe mencionar al método de cuantificacién o al de evaluacién de la

insuficiencia de los segmentos estudiados, entre otros.
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En tal sentido, un anélisis rapido de las conclusiones de dichos estudios pone de
manifiesto que mientras algunos autores han observado una reduccién en el contenido
de colageno y de elastina en las venas de pacientes con enfermedad venosa primaria al
compararlas con venas normales [Andreotti et al. 1979; Pena et al. 2004], otros, por el
contrario, objetivan un aumento en el contenido de colageno acompanado sin cambios
en el contenido de elastina [Travers et al. 1996] o una reduccién de ésta en los
segmentos insuficientes respecto a los segmentos controles [Gandhi et al. 1993; Wali et
al. 2003; Elsharawy et al. 2007]. Incluso se ha demostrado que no se modifica el
contenido de coldgeno mientras que si existe una reduccion en el contenido de elastina

en las venas insuficientes en comparacién con las venas normales [Venturi et al. 1996].

En cuanto al estudio de las células musculares lisas también existen estudios
contradictorios pues mientras unos informan de hipertrofia muscular [Khan et al. 2000],
otros hablan de la pérdida de CML y su sustitucién por tejido fibroso [Rose et al. 1986;
Wali et al. 2003] y otros no detectan ninguna alteracién [Kockx et al. 1998].

Muy pocos de esos estudios comparan la estructura de la pared de las venas
insuficientes en funcién de que los segmentos estudiados presenten, o no, reflujo; es
decir se traten de segmentos incompetentes o competentes. Pero, ademas, la
metodologia empleada para determinar si en realidad esos segmentos cumplen
clinicamente con el requisito expuesto es variable y, al mismo tiempo, dudosa en
ocasiones. Asi, mientras Gandhi et al. (1993), Venturi et al. (1996) y Elsharawy et al.
(2007) seleccionaron a los pacientes de los que extrajeron las muestras mediante
ecografia doppler, discriminando entre los que presentaban un reflujo patolégico y los
que no, otros investigadores determinaron la competencia o incompetencia de las
muestras incluidas en sus estudios atendiendo exclusivamente al aspecto macroscépico
de las mismas clasificando como venas insuficientes a aquellas que se mostraban
dilatadas y como venas normales a las que presentaban un didmetro uniforme y cercano
a la normalidad [Svejcar et al. 1963; Maurel et al. 1990; Chello et al. 1994; Garcia et al.
1999]. Hoy en dia se acepta de manera universal que el “gold standard” para el estudio
de la presencia de reflujo venoso es la ecografia doppler puesto que otros métodos dan
muchos falsos positivos. Sin embargo hay que tener en cuenta que en la época en la que
se realizaron algunos de esos trabajos ain no se habia extendido el uso de dicha técnica
lo cual no significa, bajo nuestro punto de vista, que sus conclusiones no puedan ser
totalmente validas sino que puede ser necesaria una revision de las mismas teniendo en

cuenta las caracteristicas hemodinamicas reales de las muestras estudiadas.

Nosotros entendemos que la inica manera de comprobar si la vena de los sujetos con
insuficiencia venosa ya presenta alteraciones antes de que se haga patente la existencia
de reflujo seria mediante la comparacién por pares de segmentos pertenecientes a
sujetos diagnosticados de insuficiencia venosa, enfrentando segmentos en los que,
mediante el uso de la ecografia doppler, se hubiera demostrado la presencia de un flujo
retrogrado con segmentos en los que, de igual manera, se haya apreciado que las
caracteristicas morfoldgicas (tamano y regularidad del didmetro) y hemodinamicas de la

vena fueran normales.
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En la tabla 26 se muestran de manera muy resumida las principales caracteristicas de
las muestras analizadas por los distintos autores consultados. Se indican el tamano de
la muestra y la procedencia de los segmentos venosos estudiados (controles,
incompetentes, competentes) y las principales conclusiones obtenidas en cuanto a la
manera en la que se alteran los elementos estructurales de la pared de las venas con
insuficiencia venosa primaria. Ninguno de esos trabajos cumple el requisito
metodolégico que acabamos de exponer por lo que las conclusiones a las que lleguemos
a lo largo de esta tesis no podran ser comparadas de manera totalmente objetiva con la
de ninguno de los autores consultados puesto que, cuando hablan de las alteraciones en
segmentos competentes o incompetentes, realmente estdn comparando segmentos
procedentes de sujetos distintos y, por tanto, aunque es la conclusién que consideran
valida, sus resultados no hablan de la evolucién que sucede en cada paciente. Mas

adelante insistiremos en ello.

Por ello nuestro objetivo general ha sido estudiar, aunque sea de manera muy bésica,
los cambios presentes en la estructura de la pared de segmentos competentes e
incompetentes obtenidos de venas safenas internas en las que se ha demostrado
mediante eco-Doppler la existencia de reflujo, total o parcial, los cambios que suceden
en su matriz extracelular (centrados en los cambios en el coldgeno y las fibras
elasticas), y en las fibras musculares, ademés de compararlos con segmentos venosos
normales. El haber alcanzado resultados concluyentes nos permite poner en marcha
estudios méas ambiciosos, conducentes a conocer cémo se muestran todos los cambios ya
conocidos en la bibliografia cuando comparamos muestras pertenecientes a un mismo

sujeto.

Para ello planteamos un estudio analitico observacional de casos y controles, al igual
que la mayoria de estudios previos realizados y publicados en la literatura
especializada. El ntimero de sujetos que abarca este trabajo se encuentra dentro del
rango empleado en otros estudios (tabla 26). En total se obtuvieron un total de 75
segmentos venosos de caracteristicas hemodindmicas y procedencia anatémica distinta
pertenecientes a 46 sujetos de los cuales 38 eran pacientes con insuficiencia venosa con
edad media de 48 = 13.2 afios y 8 eran cadaveres con una edad media de 32 + 21 anos.

Con el fin de garantizar una mayor independencia a la hora del anéalisis de las muestras,
como regla general se estudié un solo cristal por cada segmento venoso y por cada una
de las técnicas empleadas descartando, para el presente estudio, los cortes en los que
aparecia una valvula venosa pues, como sabemos, a su nivel la estructura de la pared es

diferente al del resto de la vena.

En general, muchos de los estudios histoldgicos, histopatolégicos o morfométricos, y los
de la pared venosa no son una excepcién, se basan en la comparacion de muestras con
la intenciéon de identificar los rasgos diferenciales de cada una de ellas mediante el
empleo de métodos de observacién y medida muy variables. Asi, mientras algunos de
los estudios consultados en este trabajo (tabla 26) utilizaron exclusivamente la
observacién mediante microscopio Optico o electrénico, de caracter exploratorio y

buscando la mera comprensién del fenémeno [Rose et al. 1986; Mashiah et al. 1991;
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Khan et al. 2000; Wali et al. 2003], otros complementan la observacién microscépica
con la cuantificacion de algunos parametros usando oculares con escala micrométrica
para la medida de distancias [Porto et al. 1995], técnicas estereolégicas para la medida
de longitudes, areas y volimenes [Travers et al. 1996; Kockx et al. 1998] o métodos
semicuantitativos utilizando escalas ordinales [Kockx et al. 1998; Garcia et al. 1999].
Tampoco podemos olvidar que, hasta no hace mucho, la cuantificacién de los diferentes
elementos de la pared vascular sélo se podia hacer mediante métodos bioquimicos,
mientras que las modificaciones morfologicas quedaban sujetas a la interpretacion
subjetiva de los observadores de las muestras. Entre dichas técnicas empleadas tenemos
a las colorimétricas de cuantificacién de marcadores bioquimicos como la hidroxiprolina
para el contenido de coldgeno [Svejcar et al. 1963; Andreotti et al. 1979; Chello et al.
1994; Venturi et al. 1996] o la cromatografia liquida de alta eficacia para determinar el
contenido de elastina midiendo el nivel de desmosina e isodesmosina [Chello et al. 1994;
Venturi et al. 1996], etc.

El desarrollo de las capacidades de los ordenadores personales ha permitido el uso
generalizado de herramientas informaticas que posibilitan almacenar gran cantidad de
imagenes obtenidas mediante microscopia para ser tratadas y medidas posteriormente.
Por ello cada vez son méas numerosos los estudios que, en muchas ramas de la biologia y
de la medicina, hacen uso de ellos. Sin embargo, a nuestro conocimiento, su aplicacion
en el analisis de la pared venosa insuficiente es muy escaso y la metodologia empleada

no ha sido suficientemente aclarada por los autores.

Las técnicas que hacen uso de imagenes digitales han sido utilizadas en algunos estudios
recientes, como el realizado por Elsharawy et al. quienes emplean un analizador de
imégenes denominado Super-FEye mediante el que midieron los grosores de las capas de
la vena, asi como los porcentajes de ocupacion de las fibras de coldgeno, fibras
musculares y fibras elasticas [Elsharawy et al. 2007], o el estudio realizado por Velasco-
Martin et al. quienes realizan la cuantificacién morfométrica de la actina y las fibras
elasticas mediante el programa de procesamiento de imagenes ImageJ [Velasco-Martin
et al. 2013]. Sin embargo en estas publicaciones no se detallan los métodos de
tratamiento y anélisis de imagenes empleados y tampoco ha sido posible obtenerlos

contactando directamente con algunos de sus autores.

La reciente utilizacién de estos programas en los estudios morfométricos no ha
permitido consensuar todavia, entre la comunidad investigadora, la minima informacién
necesaria en relacién al material y los métodos empleados. Esta deberia ser indicada
junto con los resultados alcanzados al objeto de permitir su comparaciéon con los de
otros estudios, permitiendo, ademads, garantizar la reproducibilidad de los
procedimientos de cuantificaciéon y medidas obtenidas. Béasicamente se trata de abogar
por exponer con detalle los métodos de cuantificacion basados en técnicas de
procesamiento y analisis digital de imagenes, de manera similar a lo habitual en muchos
otros campos cientificos en los que se especifica el procedimiento de preparacion
histologica de las muestras, de extraccién, caracterizacion, purificacién y cuantificacion

de diferentes marcadores, etc.
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Para la cuantificacion de las medidas de interés en este trabajo se han empleado
herramientas software. Para la medicién de longitudes y areas se han empleado las
opciones facilitadas por el microscopio, que también permite la captura de la imagen de
la muestra y su almacenamiento en formato digital. Para la cuantificacién del
contenido de fibras musculares, matriz extracelular y fibras elasticas en las muestras se
utilizaron técnicas de procesamiento digital y andlisis de las im&agenes previamente
capturadas. Estas técnicas cuentan con la ventaja de ser mas sencillas, menos costosas,
ser reproducibles, no destructivas del tejido de la muestra, y no verse afectadas por la
inter e intravariabilidad de diferentes observadores.

En el estudio histolégico de las imagenes de nuestro estudio se consideraron varios
métodos de segmentaciéon. Tras valorar las ventajas e inconvenientes de cada uno de
ellos, finalmente se seleccionaron dos métodos de segmentaciéon de imagenes para el
estudio histoquimico: los basados en el valor umbral y en el agrupamiento de pixeles
por el color. Aunque ambos métodos han sido utilizados en otras areas de la medicina,
no se han encontrado referencias bibliograficas de su uso especifico en el estudio de la

pared venosa.

El programa de procesamiento de iméagenes utilizado ha sido Matlab, sobre el que se
han desarrollado pequenios scripts de comandos que realizan las tareas requeridas sobre
las imégenes digitales para la cuantificacién de las variables de interés en cada caso,

proporcionando los resultados en el formato adecuado (numérico e imagenes).

En la elecciéon del método estadistico inferencial se ha tenido en consideracién que no
tenemos la certeza de que las distribuciones de las variables en estudio de las venas
(grosor de las capas intima y media, proporciones de los diferentes componentes de la
pared) sigan una distribucién normal. Por otra parte, el pequeno nimero de muestras
existentes en algunos de los grupos de segmentos resulta insuficiente para la aplicacion
de pruebas de verificaciéon de ajuste a la distribucién normal (disminuye la potencia del
test estadistico impidiendo la deteccién de pequenas diferencias o defectos y, por
consiguiente, aumenta el error tipo II), mostrando una tendencia a aceptar la hipétesis
nula de normalidad de la distribucién, incluso cuando los datos no muestren

graficamente dicho comportamiento [Pett 1997].

Los test estadisticos no paramétricos de inferencia estadistica no imponen la condicién
de normalidad de la distribucién de la poblacién sobre la que las muestras fueron
extraidas, pero tienen sus propios requisitos para la correcta interpretacion y validez de
los resultados obtenidos a través de ellos. Cuando se trata de comparar 2 o mas grupos
usando test no paramétricos se requiere, entre otros, que la distribucién de los valores
dentro de cada grupo sea similar en cuanto a la forma de la distribucién, aunque no se

requiere una forma determinada [Pett 1997].

Una revisién de los estudios publicados en el &mbito que nos ocupa (tabla 26) muestra
que se utilizan tanto métodos estadisticos paramétricos como no paramétricos obviando
el andlisis de los requisitos necesarios, y por tanto sin considerar la adecuacién o no de

los mismos.
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En nuestro caso el tamano muestral total estd acorde con el de otros autores y al
introducir variables tales como el nivel anatémico del que se extrajo la muestra, la
presencia o no de reflujo, la condiciéon de sujeto control o patolégico o combinacién de
ellos, encontramos que los grupos resultantes son muchos menores (reproducimos la

tabla 5 a modo de ejemplo).

Tabla 5. Desglose de muestras seleccionadas segiin procedencia y tipo de segmento

Tipo de segmento
Procedencia Control Competente Incompetente
Cayado 6 11 19 36
Muslo 1 15 4 20
Pierna 3 10 6 19
10 36 29 75

Considerando el reducido tamafio de los diferentes subgrupos de muestras, y tras
observar graficamente que muchas de las distribuciones muestrales a comparar tienen
formas dispares, se optdé por utilizar técnicas estadisticas de remuestreo, que
constituyen una alternativa factible a los métodos tradicionales, dada la mayor

disponibilidad de computo de los ordenadores actuales.

Aunque conceptualmente las técnicas de remuestreo son més generales en su
formulacién y més faciles de comprender que las técnicas clasicas, su utilizacién
requiere, en la mayoria de los casos, de la creacién de pequenos programas de
ordenador que implementen las técnicas en el contexto de nuestro problema o de la
utilizacién de programas que ya implementen internamente estas técnicas [Good 2005].
En este trabajo se ha escogido la primera de las opciones, lo que permite un mayor
control y flexibilidad, y su adaptacién a cualquier estadistico que se desee estudiar.

Los resultados de los trabajos disponibles en la literatura se exponen de manera muy
hetereogénea: en ocasiones la extensién de un componente se expone como mm?, en
otras se acude al porcentaje del mismo, muy pocos estudios tienen en cuenta la
existencia de reflujo, o no, en las muestras analizadas, a veces los resultados se
proporcionan desagregados por capa de la vena o los resultados provienen de estudios
estadisticos con muestras pareadas entre region proximal y distal, etc. Todo ello, junto
al, en nuestra opinién, inadecuado estudio estadistico al utilizar métodos paramétricos
y no paramétricos no adaptados a los tamanos y distribucién muestrales, impiden en
gran medida su comparacién con los aqui obtenidos. Sin embargo es obligado entrar en
el anéalisis comparativo de los resultados para determinar hasta que punto el método
que hemos aplicado aporta resultados coincidentes con lo ya expuesto por otros autores
y donde fuera necesario analizarlos con mayor profundidad.

En relacién al andlisis del grosor de las capas de la pared venosa sélo consideramos
a las capas intima y media, excluyendo la adventicia puesto que no estabamos seguros
de disponer de toda su extensién debido a los posibles dafios producidos en el proceso
de extraccién de la vena. El analisis se realizé considerando las distintas procedencias
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anatémicas de los segmentos, y también en funcién de las caracteristicas

hemodinamicas de los mismos.

Nuestro trabajo confirma que la intima de las venas procedentes de pacientes con
insuficiencia venosa sufre alteraciones en su grosor y que dicho engrosamiento puede ser
uniforme o irregular, alternando zonas de mayor con otras de menor grosor en la misma
muestra, lo que confirman los hallazgos de estudios previos que observan una superficie
intimal con afectacién parcheada con &reas hipertréficas y atréficas [Khan et al. 2000;
Wali et al. 2002% Wali et al. 2003; Elsharawy et al. 2007]. En la mayoria de los
segmentos competentes se observé un engrosamiento uniforme de toda la capa, a
diferencia de los observado en los segmentos incompetentes, en los cuales se apreciaban

las irregularidades descritas.

Al observar estas irregularidades de la capa intima en las muestras de segmentos
incompetentes, se decidié el estudio por separado de las areas hipertréficas y atréficas
de la capa intima, tomando medidas de grosor representativas de ambas zonas, dado
que el andlisis a través de su promedio podria esconder las irregularidades observadas.

Cuando se tiene en cuenta la procedencia anatémica del segmento (cayado, muslo y
pierna) y sus caracteristicas hemodindmicas (control, insuficiente competente e
insuficiente incompetente), el anélisis estadistico revela que no existen diferencias
significativas. Estos resultados confirman los encontrados por Travers et al. quienes no
detectaron diferencias significativas ni en el grosor de la capa intima, ni en el de la capa
media, ni en el grosor de toda la pared al estudiar muestras extraidas de dos zonas
anatémicas: proximales, de la unién safenofemoral, y distales, a nivel de rodilla
[Travers et al. 1996].

Sin embargo, mientras los valores medios de la capa media que hemos encontrado se
encuentran en rangos parecidos a los hallados por Travers et al., no sucede lo mismo
con los valores apreciados en la capa intima. Este hecho puede estar motivado por la
diferente metodologia utilizada en ambos estudios; mientras que Travers et al.
obtuvieron el grosor medio de toda la capa, nosotros medimos por separado las areas
hipertréficas y las atréficas y, ademas consideramos de manera independientemente
tanto las caracteristicas hemodinamicas como el sector anatéomico del que fueron

extraidas.

Ello nos ha permitido apreciar que, en relacién a los casos control, los segmentos
venosos hemodindmicamente competentes de pacientes con insuficiencia venosa
demostrada a otros niveles de la vena safena interna, presentan un aumento de su

grosor que alcanza niveles de significacién estadistica.

Por otra parte, la medida independiente de las zonas con escaso grosor y las que lo
tienen aumentado en la intima venosa permite afirmar que el grosor de la zona de
atrofia intimal de los segmentos incompetentes es inferior al grosor de la intima de los
segmentos competentes, y que el grosor de la zona de hipertrofia intimal de los
segmentos incompetentes es mayor al grosor de la intima de los segmentos competentes,

siendo ambas diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo no se aprecian
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diferencias estadisticamente significativas al comparar el grosor de la capa media de los
segmentos insuficientes competentes e incompetentes, aunque hay que sefialar que dicha
medida es menor en los segmentos incompetentes. La comparacién entre los segmentos
control y los segmentos incompetentes revelan diferencias entre los grosores de las capas

en estudio. Las diferencias en la capa intima son estadisticamente significativas.

El aspecto parcheado de la pared venosa incompetente, con areas de la capa intima
hipertréficas y atréficas, ya ha sido puesto de manifiesto por diferentes autores y esta
justificado por el aumento de contenido de matriz extracelular [Rose et al. 1986; Maurel
et al. 1990; Gandhi et al. 1993; Chello et al. 1994; Porto et al. 1995; Travers et al.
1996; Garcia et al. 1999; Khan et al. 2000; Sansilvestri-Morel et al. 2001; Wali et al.
2002"], y por el desplazamiento de CML desde la capa media a la intima [Sarmiento
Ramos 1994; Wali et al. 20027, situaciones que se interpretan como un mecanismo de

compensacién al estasis venoso.

Sin embargo el origen exacto del engrosamiento de la capa intima es controvertido
habiéndose sugerido, entre otros, que cualquier circunstancia que cause hipoxia en las
células endoteliales provocara cambios de la pared venosa que comienzan en la intima y

que progresan a través de la pared [Wali et al. 2003].

También se ha demostrado la asociaciéon entre la insuficiencia venosa y ciertos cambios
en la capa intima tales como la degeneracion y la descamacién de las células
endoteliales [Wali et al. 2002%; Wali et al. 2003; Elsharawy et al. 2007] o la ruptura y
desintegracion de la capa eldstica interna [Khan et al. 2000; Wali et al. 2002"]. En este
sentido, algunos estudios han demostrado que la hipertensién venosa mantenida,
provocada de manera experimental en la vena femoral de ratas provoca una respuesta
precoz consistente en una migracién de células musculares lisas desde la capa media
hacia el subendotelio y un aumento de la matriz extracelular a expensas de la
produccién de coldgeno y elastina, lo que se interpreté como los primeros pasos en la
formacién de una neointima o hiperplasia intimal [Sarmiento Ramos 1994]. Esta misma
circunstancia se produce cuando se lesiona el endotelio aértico, lo que produce la
liberacién del factor de crecimiento derivado de plaquetas que induce los cambios
sefialados. Dicho efecto también podria producirse en las venas [Milroy et al. 1989].

Es evidente, por tanto, que la alteracién endotelial provoca el aumento de grosor de la
intima pero el hecho de que, tal como hemos demostrado, dicho engrosamiento ya esté
presente en aquellas partes de la vena que ain no estd sometida a hipertensiéon venosa
ni a flujos turbulentos, nos hace pensar que son otros factores, presentes antes de la
instauraciéon de la insuficiencia venosa, los que son capaces de inducir cambios en la
pared. Esto no tiene que entenderse, necesariamente, en el sentido de un apoyo
explicito a la teoria de que la lesién primaria de la insuficiencia venosa radica en la
pared, algo que pudiera ser perfectamente posible, sino que los sujetos que sufren
insuficiencia venosa poseen ciertos factores, no definidos, que ya provocan esos cambios
y que son independientes de las condiciones hemodindmicas. Esta premisa abre la
puerta a plantearnos varias preguntas algunas de las cuales pueden ser: si no estan

mediados los cambios por el efecto directo o indirecto de la incompetencia venosa,
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jcudndo comienzan a aparecer los cambios? Siendo la edad uno de los factores
epidemiolégicos y de riesgo contrastados en la bibliografia al uso, jpodria tratarse,

simplemente, de un proceso de envejecimiento acelerado de la pared venosa?

Pero, atin mas; el hecho, también demostrado por nosotros en el presente trabajo, de
que el comportamiento de la intima venosa sea diferente en los sectores de la vena con
y sin reflujo demostrado procedente de los mismos pacientes (aspecto parcheado en el
que alternan areas atroficas -incluso con respecto a las venas controles- junto a otras
con gran desarrollo intimal) nos permite plantear si la existencia de reflujo agrava las
alteraciones en la pared venosa, ya existentes sin presencia de reflujo, de tal manera
que las diferentes formas de mostrarse la intima de las venas en los pacientes con
insuficiencia venosa no sélo podrian considerarse como diferentes etapas en la evolucién
crénica de la enfermedad, tal como refleja Travers et al. (1996), sino que podrian ser
consecuencia del reflujo indicando que los cambios hemodinamicos influyen de manera
determinante en la alteracion de la estructura de la intima. Sin embargo quedara para
el futuro encontrar las causas que determinan ese comportamiento no homogéneo de la

pared de la vena.

Aunque ya hemos mencionado que no conocemos ningin otro estudio en el que se
hayan enfrentado muestras obtenidas de segmentos competentes e incompetentes
pertenecientes a los mismos pacientes y que, por tanto, dificilmente podriamos
contrastar nuestros hallazgos con los de otros autores, creemos necesario intentar, al
menos, una aproximacién con los mismos. En tal sentido, nuestros resultados no
parecen coincidir con los de Mashiah et al., quienes, tras un analisis con microscopia
electrénica de venas de pacientes con incompetencia de la unién safenofemoral, no
observaron cambios en el grosor de las capas intima o adventicia. Tan s6lo objetivaron
la presencia de areas débiles en diferentes zonas a lo largo de la vena en la que existia
un adelgazamiento de la capa muscular lo que seria la causa de la debilidad y las
dilataciones longitudinales de la vena y, en consecuencia, la causa de las varices
[Mashiah et al. 1991]. Sin embargo, el resto de autores, alguno de los cuales han tenido
de alguna manera en cuenta el estado hemodindmico, aprecian un engrosamiento de la
pared venosa [Porto et al. 1995; Travers et al. 1996; Khan et al. 2000; Wali et al. 2002%
Wali et al. 2003; Elsharawy et al. 2007]. Creemos que esta divergencia puede atribuirse
a que Mashiah et al. restringen el estudio a la zona valvular y sus proximidades, y a
que el método de estudio empleado fue exclusivamente observacional frente a los

procedimientos de cuantificacion empleados por la mayoria de los otros autores.

Mencién aparte merece un reciente estudio del ano 2013 de Velasco-Martin et al. Estos
autores distinguen entre lesiones iniciales y lesiones establecidas de la enfermedad
venosa y consideran que el paso de un estadio a otro se trata de un proceso
evolutivamente continuo. Segun ellos, en las lesiones iniciales la capa intima duplicaria
su tamafio en comparacién con la vena normal, presentando un aumento de la MEC y
el depédsito de fibras elasticas cortas e inmaduras, siendo su cantidad significativamente
mayor que en venas normales. En lesiones establecidas en segmentos con reflujo

demostrado a la exploracién Doppler, encuentran una fibrosis irreversible con pérdida
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de células musculares lisas en las capa intima y media. Comparando este altimo estudio
con nuestro trabajo, puede intuirse cierta semejanza tanto entre las lesiones
encontradas en los segmentos competentes, a las que dichos autores denominan lesiones
iniciales, como entre las que hemos encontrado en los segmentos incompetentes y las
que ellos denominan lesiones establecidas. Sin embargo no podemos aventurar ni
confirmar nada mas puesto que esta publicacién se ha realizado en modo péster
[Velasco-Martin et al. 2003] y no existe informacién detallada ni de la metodologia ni
de los resultados encontrados.

Por su parte, nuestros resultados muestran que la capa media responde de forma
similar a como lo hace la intima, aumentando su grosor. Tanto los segmentos
competentes como los incompetentes obtenidos de pacientes con insuficiencia venosa
muestran un mayor grosor de la capa media y entre ambos no hay diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, en relacién a los segmentos controles, esta
diferencia es significativa al compararlos con los segmentos obtenidos de regiones
competentes.

Estos resultados son similares a los observados en otros estudios, como en los de
Travers et al. (1996) y Wali et al. (2001), con la salvedad de que no distinguen entre
los segmentos de vena que han estado sometidos a reflujo y los que no. De igual manera
los resultados obtenidos por Elsharawy et al., presentados como las diferencias
apreciadas entre segmentos insuficientes competentes e incompetentes, aunque no
pertenecientes a los mismos sujetos, indican que la capa media de la venas insuficientes
es significativamente mas gruesa que la de los controles, no existiendo diferencias

significativas entre los segmentos con y sin reflujo [Elsharawy et al. 2007].

De esta manera, nuestros resultados también ponen de manifiesto que, tanto en los
segmentos insuficientes competentes como en los incompetentes, se presenta una mayor
desviacion del grosor de la capa media que las desviaciones calculadas en los segmentos
pertenecientes al grupo control, lo que, bajo nuestro punto de vista, corrobora tanto el
caracter evolutivo de la enfermedad venosa crénica como que las alteraciones de la

pared venosa estan presentes antes de que se produzca la alteracién hemodindmica.

La realizacién de test de datos pareados sobre las muestras de segmentos competentes e
incompetentes pertenecientes a un mismo paciente arroja resultados no totalmente
coincidentes a los obtenidos con los test de muestras independientes. Las diferencias de
grosor de la capa media entre los segmentos competentes e incompetentes de un mismo
sujeto si son significativas, mientras que las diferencias de grosor de la capa intima se
mantienen no significativas, debido probablemente a que el valor promedio del grosor
de esta capa en los segmentos incompetentes esconde las irregularidades que pudieran
estar presentes. Unicamente Elsharawy et al. (2007) realiza un analisis de los grosores
de la capa intima y media distinguiendo segmentos insuficientes competentes e
incompetentes. Aunque los resultados del analisis de este autor no son objetivamente
comparables con los nuestros dada las distintas metodologias empleadas, observamos

que nuestros resultados son parcialmente coincidentes con los expuestos por Elsharawy
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et al., quienes concluyen que las diferencias de grosor no son significativas, ni para la

capa intima ni para la capa media.

Tal y como se expuso en el capitulo de material y métodos, el andlisis de las
variaciones de las fibras musculares y de la matriz extracelular se realizd
mediante el cilculo de sus proporciones, normalizando las medidas por la seccién de la
pared venosa existente en la imagen de la muestra. De esta forma es factible comparar
cortes con diferente seccién transversal, asi como incluir la capa adventicia en el
andlisis, aunque no estuviera presente en toda su extensién debido a los posibles danos
producidos en el proceso de extracciéon de la vena. El anélisis se efectué considerando
las distintas procedencias anatémicas de los segmentos y también en funciéon de las

caracteristicas hemodindamicas de los mismos.

Su cuantificaciéon se llevd a cabo utilizando el algoritmo de agrupamiento k-means
cuyos fundamentos de funcionamiento y bondades a la hora de seleccionar el
componente elegido han sido explicados oportunamente, el cual permite identificar de
forma automatica los objetos de interés frente a otros métodos utilizados en recientes
estudios [Elsharawy et al. 2007] que requieren la necesidad de realizar calibraciones de

color.

Los resultados de nuestro estudio revelan que la matriz extracelular aumenta de
manera similar en los segmentos venosos obtenidos de pacientes, independientemente de
que estuvieran o no sometidos a reflujo, y que este aumento alcanza niveles de

significacién estadistica al compararlo con los controles en ambos casos.

Estos resultados estdn en la linea de lo sefialado por otros autores, quienes también
encontraron mayor porcentaje de MEC/coldgeno en venas insuficientes respecto a
controles [Rose et al. 1986; Maurel et al. 1990; Gandhi et al. 1993; Chello et al. 1994;
Porto et al. 1995; Travers et al. 1996; Garcia et al. 1999; Sansilvestri-Morel et al. 2001;
Wali et al. 2002"; Elsharawy et al. 2007], pero no coinciden con los de Svejcar et al.
(1963), Niebes et al. (1977), Andreotti et al. (1979), Psaila et al. (1989) y Pefia et al.
(2004), quienes comunican una menor proporcién de componente MEC/coldgeno en los
segmentos insuficientes respecto a controles, ni con los de Venturi et al. (1996) y Kockx
et al. (1998), quienes no encuentran cambios en la proporcién de MEC/colageno en
segmentos insuficientes con respecto a segmentos normales. De los estudios indicados,
tan s6lo Maurel et al. (1990), Gandhi et al. (1993), Chello et al. (1994), Garcia et al.
(1999) y Elsharawy et al. (2007) compararon los segmentos competentes e
incompetentes de las venas insuficientes, encontrando resultados similares a nuestro
estudio, con la tnica diferencia de que Garcia et al. (1999) objetivé una cantidad de
MEC significativamente mayor en los segmentos incompetentes que en los insuficientes

competentes.

El incremento del porcentaje de MEC observado en los segmentos insuficientes respecto
a controles es, en definitiva, una cantidad relativa al area de la pared venosa analizada,
de manera que no podemos afirmar que aumente su cantidad absoluta. Sin embargo, si

enlazamos este resultado con los comentados anteriormente de incremento del grosor de
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la pared del segmento insuficiente con respecto a los controles, ello podria significar un
mayor contenido absoluto de MEC, a falta de verificar que el aumento de grosor de la
pared se traduce en un aumento del area de la pared. Al hilo de lo comentado, Travers
et al. (1996) encontraron un aumento del 4rea de la pared en las venas varicosas
respecto a controles, de forma que pareceria razonable especular que el area de la pared
de nuestras venas también estaria incrementada, y que por tanto el incremento del
porcentaje de MEC observado en nuestro analisis conllevaria un aumento de la
cantidad total. Este resultado es obtenido en el estudio realizado por Travers et al., que
miden una mayor cantidad absoluta de MEC en las venas varicosas que en controles
[Travers et al. 1996].

Al seleccionar la componente de fibras musculares, encontramos que su porcentaje es
significativamente menor en los segmentos pertenecientes a pacientes con insuficiencia
venosa en relacién a los controles, lo cual coincide con lo mantenido por algunos
autores, como Travers et al. (1996), Krasinski et al. (1997), Wali et al. (2001), Wali et
al. (2003) o Velasco-Martin et al. (2013), mientras que son contrarios a los de Svejcar
et al. (1963), Khan et al. (2000) y Elsharawy et al. (2007), quienes detectan mayor
cantidad de fibras musculares en venas insuficientes respecto a venas controles, aunque
sin indicar niveles de significacién estadistica. Kockx et al. (1998), por su parte, no

observa diferencias.

Cuando se comparan los segmentos competentes e incompetentes de un mismo paciente
entre si no se aprecian diferencias significativas en el porcentaje de fibras musculares, lo
que coincide con los hallazgos de Svejcar et al. (1963) y Elsharawy et al. (2007),
teniendo siempre en cuenta la salvedad expresada previamente de la no similitud en las

caracteristicas de las muestras utilizadas.

No obstante, cabe destacar que Travers et al. (1996) observa que la extensién ocupada
por las fibras musculares, no la proporcién, es significativamente mayor en las venas

insuficientes que en las controles.

Las posibles explicaciones a los diferentes resultados que, en relaciéon a la alteraciéon de
la matriz extracelular y de las CML en las venas varicosas se presentan, son multiples y

entre ellas pueden destacarse las siguientes:

Gandhi et al. senalan que la distinta procedencia de los segmentos control puede ser el
origen de tal disparidad [Gandhi et al. 1993], pues mientras unos los extraen de
caddveres [Svejcar et al. 1963; Niebes et al. 1977; Maurel et al. 1990], otros lo hacen de
donantes vivos, como de pacientes sometidos a by-pass coronario, o intervenidos por
traumatismo con danos vasculares asociados [Rose et al. 1986; Gandhi et al. 1993;
Elsharawy et al. 2007].

También hay que tener en cuenta que la procedencia anatémica del segmento venoso
puede ser otro elemento que origine disparidad [Gandhi et al. 1993; Travers et al. 1996],

pues mientras unos estudios indican el segmento anatémico del que fue obtenida la
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muestra (infrapopliteo o suprapopliteo) [Andreotti et al. 1979], otros no la detallan
[Maurel et al. 1990].

Otro de los aspectos a considerar tiene que ver con las técnicas de laboratorio
empleadas para cuantificar los componentes individuales de los tejidos [Gandhi et al.
1993]. A este respecto pueden citarse varios puntos, tales como que el procesado
histolégico de las muestras afecta a las medidas morfométricas por lo que, aunque
pueda presuponerse que afecta de igual manera a todas las muestras de un mismo
estudio, hay que ser cauteloso cuando se contemplan distintos estudios [Porto et al.
1995]. También se ha llamado la atencién acerca de que la utilizacién habitual de la
hidroxiprolina como marcador de colageno en los analisis bioquimicos tiene algunas
limitaciones dado que otras proteinas como la elastina también contienen
hidroxiprolina, lo que podria dar lugar a mediciones inexactas [Van Kuppevelt et al.
1995]. Travers et al. indican también que la préactica de expresar el contenido de
proteina en relacion con el peso del tejido seco, muy habitual en los primeros estudios
publicados, puede ser enganosa si la masa absoluta de la pared venosa se modifica o
altera, fenémeno conocido como “reference trap” [Travers et al. 1996].

También se ha llamado la atencién sobre el hecho de que la matriz extracelular es un
factor dependiente de la edad y del sexo, pues se ha documentado que con la edad varia
el contenido de colageno de los vasos sanguineos, lo que podria explicar las
discrepancias entre los resultados publicados [Sansilvestri-Morel et al. 2001; Elsharawy
et al. 2007].

Otro aspecto fundamental es el hecho de que algunos de los trabajos en los que se
comparan muestras de segmentos competentes e incompetentes, no explican
adecuadamente si su evaluacién se realiz6 mediante el empleo de métodos objetivos
como, por ejemplo, la exploracién mediante eco-Doppler o, ni tan siquiera, con Doppler
continuo, aunque no sea éste un método ni objetivo ni fiable al 100%. Asi, por poner
algunos ejemplos, mientras en algunos casos la evaluacién se realizé macroscopicamente
mediante la simple inspeccién fisica [Svejcar et al. 1963; Maurel et al. 1990; Chello et
al. 1994; Venturi et al. 1996], en otros estudios no se indica siquiera el método
empleado para evidenciar la competencia e incompetencia del segmento insuficiente
[Psaila et al. 1989; Garcia et al. 1999]. Esta falta de método también es achacable a la
obtencién de las muestras procedentes de sujetos control pues en muchos de ellos se
asume que la vena safena interna es hemodindmicamente normal por el solo hecho de
que el sujeto no presenta varices, lo cual no puede afirmarse totalmente [Andreotti et
al. 1979; Travers et al. 1996; Venturi et al. 1996; Khan et al. 2000; Wali et al. 2002";
Wali et al. 2003]. En este punto debemos manifestar que, estando totalmente de
acuerdo con ello, es necesario admitir cierta laxitud en la aceptaciéon de estos sujetos
control puesto que, si bien es cierto que un cadaver donante que no presente varices
pudiera ser portador de venas hemodindmicamente incompetentes, no es menos cierto
que las venas extraidas de sujetos sometidos a cirugia aortocoronaria o a amputaciones
por isquemias crénicas no son venas normales, tal como se ha puesto de manifiesto en

algunos trabajos. En consecuencia solo quedarian como sujetos controles estrictos
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aquellos que tras la exploracién eco-Doppler previa demostraran que son
hemodinamicamente competentes, que no padecieran trastornos metabdlicos del tipo de
la diabetes o hipercolesterolemia.

La disponibilidad de muestras de segmentos competentes e incompetentes
pertenecientes a un mismo paciente nos ha permitido realizar test de datos pareados
que aportan una mayor eficiencia al contraste estadistico al eliminar la influencia de
variables extranas cuyos efectos no se desea que intervengan en el estudio. Ya hemos
discutido que no existen diferencias estadisticas ni en la proporcién de matriz
extracelular ni en la proporcién de fibras musculares entre estos dos tipos de segmentos,
vy que dicho resultado, en lo concerniente a la matriz extracelular, no coincide con un
estudio similar realizado por Garcia et al., quienes concluyen que la cantidad de
coldgeno en los segmentos incompetentes es significativamente mayor que en los
segmentos competentes de un mismo paciente [Garcia et al. 1999]. Sin embargo, la
disparidad de resultados lo atribuimos al tipo de medicién empleado en este tultimo
estudio (mediante una escala ordinal).

El analisis de la matriz extracelular y de las fibras musculares en funcién de la
procedencia anatémica del segmento no muestra diferencias significativas en las
muestras obtenidas de areas insuficientes, en linea con los resultados de otros estudios
[Travers et al. 1996; Venturi et al. 1996] aunque, al no haber podido realizar esta
comparacién en los sujetos control, no podemos indicar las variaciones que pudieran

haberse producido en relacién a ellos.

Desde un punto de vista histopatolégico, la mayoria de los estudios [Rose et al. 1986;
Sarmiento Ramos 1994; Porto et al. 1995; Travers et al. 1996; Garcia et al. 1999; Khan
et al. 2000; Sansilvestri-Morel et al. 2001; Wali et al. 2002"; Wali et al. 2003; Elsharawy
et al. 2007], incluyendo el nuestro, muestran un aumento de la MEC en todas las capas
de la pared venosa. Es decir, se detecta una fibrosis no uniforme, diseminada por toda
la pared venosa en la que se aprecia una disposicién desordenada de las fibras de
coldgeno y una ruptura de las capas musculares. La pérdida de la integridad de las
capas musculares puede contribuir a la disminucién de su contractibilidad y a la

consecuente dilatacién de la pared venosa.

Estas alteraciones han sido expresadas por algunos autores sugiriendo la existencia de
una hipertrofia muscular con desorganizacion del tejido conectivo en la pared de venas
insuficientes [Svejcar et al. 1963; Travers et al. 1996; Kockx et al. 1998; Khan et al.
2000], o la pérdida de células musculares lisas que serian reemplazadas por tejido
fibroso [Rose et al. 1986]. Para Travers et al. estas contradicciones sugieren que la
enfermedad estd mas relacionada con la pérdida de funcionalidad de las CML, como
consecuencia de la pérdida de su estructura a causa del tejido fibroso, que con la
carencia de CML [Travers et al. 1996, y Khan et al. apuntan que la dilatacién y otros
signos de la enfermedad no son debidos a una deficiencia en los componentes de la

pared venosa, sino més bien a la variacién de su funciéon normal [Khan et al. 2000].
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Es decir, se desconoce si la separacion entre las células musculares es consecuencia de la
infiltracién de coldgeno o de una disfuncién de las CML que es seguida de la infiltracién
de colageno, pues se ha observado la aparicién de tejido fibroso que aparentemente ha
sido producido por las CML [Rose et al. 1996], desconociéndose cudl o cudles son los
detonantes exactos de este proceso, aunque se apunta a factores genéticos [Travers et
al. 1996].

Estudios realizados con microscopia electrénica indican que el tejido fibroso esta
formado mayoritariamente por coldgeno y, en menor medida, por fibras elasticas
dispersas con una disposicién irregular [Rose et al. 1986; Sarmiento Ramos 1994; Garcia
et al. 1999; Khan et al. 2000; Wali et al. 2002"; Wali et al. 2003; Elsharawy et al. 2007].
Esta sobreproduccién de colageno es debida al aumento de actividad de los fibroblastos
y de otras células de la pared, como las células endoteliales y las musculares lisas
[Sansilvestri-Morel et al. 2001]. La génesis exacta de este aumento de la produccién de
matriz extracelular es controvertida y se han propuesto varias explicaciones como la
hipoxia de las células endoteliales, la anormal oxigenacién de los tejidos o la
modulacién de la funcionalidad de las CML por el entorno hemodinamico local [Wali et
al. 2003]. Khan et al. indican que las CML de las venas varicosas sufren una hiperplasia
[Khan et al. 2000], perdiendo su aspecto fusiforme y emitiendo proyecciones de la
membrana celular que deforman su aspecto. En su opinién estas células también son
capaces de desprender material en forma de fibras, posiblemente colageno, y terminar
fragmentandose en pequenos trozos que se dispersan por la matriz extracelular,
pudiendo encontrarse restos de estas células en la capa subintimal e, incluso, en la luz
de la vena. También se ha observado la habilidad de las CML de fagocitar no sélo
coladgeno y fibras eldsticas, sino también a otras CML danadas [Wali et al. 2001;
Elsharawy et al. 2007] de modo que la enfermedad varicosa podria estar relacionada
con una disfuncién de las CML, la cual seria responsable de la sintesis y catabolismo de

coldgeno y elastina, tal como ya dijo Venturi [Venturi et al. 1996].

En este sentido podemos citar que las células musculares lisas aumentan la producciéon
de coldgeno cuando se les somete a estiramiento mecanico de forma repetida [Chello et
al. 1994; Garcia et al. 1999], lo cual sucede constantemente en los casos de insuficiencia
venosa pues la insuficiencia valvular permite el reflujo de un volumen sanguineo que

dilataria la vena de manera intermitente.

Los cambios endoteliales también se han relacionado con los cambios estructurales de la
pared venosa. Se ha apreciado que en las venas sometidas a reflujo se puede producir
una pérdida de células endoteliales que en los estadios méas extremos acaba en un
proceso de denudacién total de la barrera endotelial. Dado que en el proceso de
alteracion de la pared venosa se ha producido una migracién de las CML desde la capa
media hasta la intima [Sarmiento Ramos 1994; Wali et al. 2002%], la pérdida del
endotelio haria que éstas quedaran expuestas al flujo sanguineo lo que podria provocar
sus cambios funcionales [Khan et al. 2000, Wali et al. 2003].

Por otro lado, se apunta que la fibrosis de la pared venosa es una caracteristica de la
vena asociada al incremento de la edad del sujeto, de modo que no puede suponerse

149



Aplicacion del analisis digital de imagenes al estudio de la pared de venas procedentes de
pacientes con insuficiencia venosa

como un antecedente de la enfermedad venosa crénica, necesitandose de mas factores o

cambios que catalicen la aparicion de la enfermedad [Kockx et al. 1998].

A la luz de los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos afirmar que la
enfermedad venosa crénica conlleva un aumento de la proporcién de matriz extracelular
y una disminuciéon de la proporcién de fibras musculares en su pared, y que este
fenémeno precede al de la apariciéon de reflujo. Esta conclusién es similar a la expresada
por Elsharawy et al., quienes afirman que la dilatacién de la pared y la pérdida de tono
(rigidez) es consecuencia de su debilidad, y la incompetencia valvular es secundaria més

que primaria [Elsharawy et al. 2007].

Otro aspecto interesante de las alteraciones que se presentan en la pared de las venas
pertenecientes a pacientes con insuficiencia venosa es el comportamiento del tejido
eldstico, lo cual ha sido ampliamente estudiado. Es evidente que la elasticidad es una
de las propiedades fisicas que se pierden en las venas varicosas, circunstancia asociada a
que la degradacion de la elastina reduce notablemente la fuerza de retraccion de la
pared de la vena, lo que disminuye la fuerza de oposicién al alargamiento y el desarrollo
de formas tortuosas [Chello et a. 1994].

Asi, Chello et al. (1994) y Garcia et al. (1999) indican que el aspecto de las fibras
elasticas en los segmentos dilatados (incompetentes) es méas grueso y con formas
tortuosas, mientras que en los segmentos insuficientes aparentemente normales

(competentes) las fibras elasticas son més finas y muy compactadas.

Elsharawy et al. (2007) ponen de manifiesto que la ruptura de las unidades contréctiles-
elasticas alrededor de las CML provoca una disminucién y desorganizaciéon de la
elastina en dichas zonas y su agrupacién en la capa adventicia, y Kockx et al. (1998)
establece una fuerte correlacién entre la aparicién de hipertrofia de las CML y el patrén
irregular de las fibras de elastina. Es decir, tal como ya expuso Venturi et al. (1996),
parece existir una fuerte relacién entre las alteraciones que se producen en la pared de
las venas insuficientes y la disfuncion en la capacidad de sintetizar y metabolizar
elastina y coldgeno por parte de las CML, bien por la reduccién de la sintesis o la
aceleracién de su catabolismo, alterando su equilibrio con el resto de componentes de la
pared [Venturi et al. 1996].

Desde otro punto de vista, se ha senalado que la lamina eldstica interna aparece
danada, o ha desaparecido, en algunas zonas [Chello et al. 1994; Khan et al. 2000; Wali
et al. 2002"; Wali et al. 2003] lo que parece facilitar la migraciéon de células musculares
lisas al subendotelio [Chello et al. 1994; Garcia et al. 1999] y justifica la localizacién de
restos de fibras elasticas en la capa subintima e, incluso, en la luz tras la pérdida de la
barrera endotelial [Wali et al. 2002"]. Los trabajos realizados sobre biopsias y modelos
experimentales permiten especular con que la lamina elastica interna se degrada por
una elastasa liberada por el endotelio vascular en respuesta al aumento de presién
[Chello et al. 1994], de manera que el desequilibrio entre la elastasa y los inhibidores de
la elastasa podria ser la causa de la reduccién del contenido de elastina detectado,
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contemplandose un exceso de elastasa, un defecto en los inhibidores o ambas

circunstancias simultdneamente [Venturi et al. 1996].

Los resultados de nuestro estudio del componente eldstico muestran que en los tres
tipos de segmentos considerados (controles, competentes e incompetentes) existe una
menor proporcién de fibras elasticas en las capas intima y media que en la adventicia,
resultados que concuerdan con los de Kockx et al. (1998), Wali et al. (2003) y
Elsharawy et al. (2007), quienes también observan una mayor acumulaciéon de elastina
en la capa adventicia.

En general, la mayoria de los autores consultados coinciden con nosotros en que la
proporcién de fibras elasticas disminuye significativamente en las venas procedentes de
sujetos con patologia varicosa frente a los sujetos controles [Andreotti et al. 1979;
Gandhi et al. 1993; Chello et al. 1994; Venturi et al. 1996; Wali et al. 2002°; Wali et al.
2003; Pena et al. 2004; Elsharawy et al. 2007], aunque otros estiman que dicha
diferencia no alcanza niveles de significacién estadistica [Travers et al. 1996; Garcia et
al. 1999]. Sin embargo, cuando se analiza si la alteracién de las fibras elasticas es
distinta en funcién de que el segmento estudiado haya estado sometido o no a reflujo,
podemos afirmar que, en relacién a los sujetos control, las venas safenas internas de
estos sujetos presentan una disminucion global, estadisticamente significativa, de su
componente elastico; es decir, que afecta tanto a los sectores sometidos a reflujo como a
los hemodinamicamente competentes y aunque el deterioro de los segmentos sometidos
a reflujo es mucho mayor, el nivel de deterioro del tejido elastico entre los segmentos
insuficientes competentes e incompetentes no alcanza el nivel de significacién
estadistica (p = 0.0599), lo cual esta en linea de lo comunicado por Gandhi et al. (1993)
y, mas recientemente, por Elsharawy et al. (2007).

De lo anteriormente expuesto queda claro que el tejido elastico disminuye en los
pacientes con insuficiencia venosa, tanto en los sectores venosos sometidos a cambios
hemodinamicos como en los que no y que, por tanto, los factores que lo ponen en
marcha parecen ser independientes, seguramente anteriores, al desencadenamiento de la
insuficiencia venosa. Es necesario, por consiguiente, intentar aclarar si el mayor
deterioro en los segmentos sometidos a reflujo puede ser considerado consecuencia de
las especiales condiciones de flujo y presién a las que estan sometidas estas zonas de las
venas. En tal sentido, el andlisis estadistico de las mediciones de los segmentos
competentes e incompetentes de los mismos sujetos nos ha permitido comprobar que el
flujo retrégrado turbulento, el aumento de la presién ejercida sobre la pared de la vena
incompetente, u otros factores no determinados, son capaces de aumentar la pérdida del
tejido elastico puesto que la proporcién presente en ellos es significativamente menor
que en los segmentos competentes de los mismos pacientes. Aunque no utilizaron una
metodologia similar a la nuestra y, por tanto, sus resultados no pueden ser totalmente
superponibles a los que nosotros hemos encontrado, Chello et al. (1994), Venturi et al.
(1996) y Garcia et al. (1999) encontraron resultados similares.

El anélisis de la componente de fibras elasticas segin la procedencia anatémica del

segmento no se pudo realizar en los segmentos control ya que su nimero era muy
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reducido, y los resultados en los segmentos insuficientes muestran que la proporcién de
fibras elasticas no varia con la region anatémica, independientemente de que fueran
incompetentes o competentes, lo cual estd en linea con los resultados de otros estudios
[Travers et al. 1996; Venturi et al. 1996].

Sin embargo la alteracién del tejido elastico no es homogéneo en toda la pared venosa
puesto que hemos podido observar que existe una mayor proporcién de fibras elasticas
en la adventicia que en el resto de capas, al tiempo que el patréon de las fibras elasticas
es mas desorganizado en la intima y en la media, tal como han sefialado Kockx et al.
(1998) y Wali et al. (2003).

En definitiva, los resultados obtenidos de nuestro estudio permiten confirmar el
desequilibrio de las proporciones de las componentes de la pared venosa y que ello
podria contribuir al debilitamiento de la pared, la pérdida de tono, su dilatacién, y la
insuficiencia valvular. Ademas, el estudio de segmentos competentes e incompetentes
permite asegurar que las alteraciones de la pared venosa comienzan antes de que se
produzcan cambios hemodinamicos objetivables con eco-Doppler, lo que elimina al flujo
turbulento y al aumento de la presién como factores desencadenantes del proceso
varicoso. Pero cuando comparamos los segmentos pertenecientes a los mismos sujetos
que han estado, o no, sometidos a reflujo, se aprecia que el deterioro es mayor en los
segmentos incompetentes, lo que permite asegurar que las alteraciones hemodindmicas
si son un factor agravante o acelerador de la alteracién de la estructura de la pared de
la vena. Las medidas del grosor de las capas de la pared son sugerentes de este proceso:
inicialmente, cuando ain no existe reflujo actuando sobre la pared, se detecta un
crecimiento de la intima y de la media por proliferaciéon celular e incremento de matriz
y mas tarde, fruto de la incompetencia, se inicia una atrofia no homogénea de la pared,
lo que justifica tanto las irregularidades detectadas en la capa intima como que la capa
media de los segmentos competentes sea mas gruesa que la de los segmentos

incompetentes.

Finalmente, el hecho de basar el presente estudio en la obtencién de datos cuantitativos
ha permitido plantear, mediante el empleo de un andlisis de correlacién, la
existencia de relacién lineal o asociacién mutua entre los pardmetros anteriormente
medidos sobre las muestras (grosor de las capas intima y media, proporcién de fibras
musculares, proporcién de matriz extracelular y proporciéon de fibras elasticas) con la
edad y el sexo del sujeto, dos de los factores epidemiolégicos mas aceptados en relacion

al desarrollo de la insuficiencia venosa.

Para medir la asociacién con la edad del sujeto se empled el coeficiente de correlaciéon
muestral de Pearson, y para la asociacién con el sexo se empled el coeficiente de

correlacién biserial puntual.

Los resultados de asociacién entre los atributos medidos y la edad del sujeto muestran
una correlacién moderada (-0.75 < p < -0.5 6 0.5 > p > 0.75) en el caso de los
segmentos control, con la tnica salvedad del grosor de la capa intima que presenta un

valor de correlaciéon positivo y débil (p = 0.376). Las muestras de segmentos
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insuficientes (competentes e incompetentes) muestran una escasa correlacion con la
edad del sujeto, con valores en el rango -0.25 < p < 0.25. Las pruebas de significacién
estadistica indican que los valores de correlacién muestrales descritos no son

significativos en ningin caso.

Sin embargo a la luz del presente analisis es necesario tener en cuenta dos puntos
importantes: por un lado, resaltar que el ntimero de casos control en los que se conocia
la edad del sujeto eran escasos lo que justificaria la falta de significacién estadistica de
sus resultados y, por otro lado, en relacion a los sujetos con patologia venosa
desarrollada, es importante hacer notar que la variable edad deberiamos considerarla de
manera muy relativa pues desconocemos el tiempo de evolucién de la insuficiencia y,

por tanto, el tiempo que la vena ha estado sometida a hipertensién o flujo turbulento.

Sin embargo, a pesar de que estadisticamente no se demuestra relacién significativa
entre la edad y los pardmetros estudiados, es evidente que en el caso de los sujetos
controles parece existir una asociacién méas evidente puesto que se observa un
incremento (valor de correlaciéon positivo) del grosor de la capa intima y de las
proporciones de la MEC y de las fibras elasticas con la edad del sujeto, mientas que el
grosor de la capa media y la proporcién de las fibras musculares decrece con la edad
(valor de correlacién negativo).

Es decir, con datos objetivos podemos confirmar lo que, basandose tanto en los estudios
epidemiolégicos como en los estudios morfologicos analizados mediante la impresion
subjetiva del observador, se acepta de manera generalizada: que conforme aumenta la
edad del sujeto se producen una serie de cambios (aumento de la proporcién de MEC,
disminucién de la proporcién de fibras musculares, disminucién del grosor de la capa
intima, ..) que favorecerian el desarrollo de la enfermedad, tendencia ya indicada en la
mayoria de publicaciones que consideran que la prevalencia de venas varicosas se
incrementa con la edad [Alvarez-Fernandez et al. 2008; Beebe-Dimmer et al. 2005] o en
aquellas otras que sefialan que es a partir de los 50-60 anos cuando la pared venosa
comienza a sufrir cambios atribuidos al envejecimiento con aumento de tejido fibroso
(fleboesclerosis) [Travers et al. 1996].

Por su parte, la asociacion entre los atributos medidos y el sexo del sujeto se calculd
para las muestras de segmentos insuficientes, competentes e incompetentes. Los
segmentos control se excluyeron de este andlisis al no disponer del sexo de los sujetos

de los que se extrajo estos segmentos.

Los resultados de asociaciéon lineal de las proporciones de las componentes de fibras
musculares, MEC y fibras elasticas con el sexo del sujeto muestran una correlacién
débil (-0.5 < p < -0.25 6 0.25 > p > 0.5) en los segmentos incompetentes, mientras el
grosor de la capa intima muestra un valor de correlacién negativo y escaso (p = -0.23)
con el sexo del sujeto. Por su parte, el grosor de la capa media, tanto en los segmentos
incompetentes como en los competentes, muestra una correlacién practicamente nula
con el sexo de los sujetos. Al igual que sucedié con el anélisis de correlaciones con la
edad, las pruebas de significacién estadistica indican que la mayoria de caracteristicas
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muestrales descritas no presentan una correlacién significativa con el sexo del paciente.
Sin embargo hay que hacer la importante salvedad de que la proporcién de fibras
elasticas en las muestras de los segmentos incompetentes si muestran un
comportamiento diferente en funcién del sexo del paciente (p = 0.039), mayor en las
mujeres, y que los valores de significacién estadistica obtenidos para las proporciones de
fibras musculares y MEC en los segmentos incompetentes son superiores pero

relativamente cercanos al valor limite 0.05 (valores de p = 0.1 en ambos casos).

Los resultados obtenidos con respecto a la relacién con el sexo de los sujetos nos
permiten defender la existencia de un incremento (valor de correlaciéon positivo)
significativo de la proporcion de fibras elasticas en los segmentos incompetentes en la
poblacién del sexo femenino con respecto a la de sexo masculino. Del mismo modo,
podemos afirmar un incremento (valor de correlaciéon positivo) de la proporcién de la
MEC y una disminucién de la proporcién de fibras musculares (valor de correlacién
negativo) en los segmentos incompetentes de la poblacién de sexo femenino con
respecto al sexo masculino; aunque en esta ultima afirmacién el grado de confianza es
ligeramente menor que en la primera afirmacion. Dicho de otro modo, parece ser que la
alteracion hemodindmica en el flujo venoso provoca una reaccién de la pared de la
safena interna que es diferente en funcién del sexo de tal manera que en el caso de las
mujeres hay una mayor cantidad de fibras elasticas y de matriz extracelular mientras
que en el hombre hay mayor proporcién de fibras musculares en estos segmentos
incompetentes. Desde un punto de vista tedrico, la mayor presencia de tejido elastico y
la menor proporcién de células musculares hablarian a favor de que los segmentos
incompetentes de las mujeres deben poseer una mayor capacidad elastica al tiempo que
una menor capacidad de contraccién, lo que podria justificar el hecho de que en muchos
de los estudios epidemioldgicos se encuentre que la patologia varicosa es mas comin en
el género femenino, como se mantiene, por ejemplo, en el estudio de Beebe-Dimmer et
al. (2005). Aunque consideramos incuestionables nuestros resultados, es precisa la
realizaciéon de estudios posteriores conducentes a determinar si existen tales diferencias

en las cualidades fisicas de las venas incompetentes de hombres y mujeres.

Es necesario resaltar que ninguno de los estudios contemplados en la tabla 26 analiza
las asociaciones entre los cambios estructurales de la pared venosa y la edad y el sexo
de los sujetos. Sin embargo algunos indican salvaguardas con respecto a la influencia
que tanto la edad como el sexo podrian tener sobre sus resultados. Asi, Travers et al.
(1996) y Wali et al. (2002") indican que las discrepancias observadas en el contenido de
coladgeno en las venas insuficientes podrian estar vinculadas con la edad, sugiriendo la
necesidad de realizar futuros estudios que compararan segmentos insuficientes dilatados
vy no dilatados con la edad y el sexo, ademas del estudio temporal de la enfermedad, lo

que, en su mayor parte, hemos realizado en este trabajo.

También Sansilvestri-Morel et al. (2001) hace referencia al sesgo que la edad y el sexo
pueden introducir en los resultados de este tipo de estudio y, repasando las
caracteristicas muestrales de los estudios sefialados en la tabla 26 en lo que respecta a

la edad y el género de los sujetos integrantes de la muestra, es evidente una gran
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heterogeneidad. Asi, por ejemplo, Mashiah et al. (1991) incluye tinicamente muestras

procedentes de mujeres con una edad de 19 a 42 afios, el 84.3% de los sujetos incluidos

en el estudio de Garcia et al. (1999) son mujeres, Pena et al. (2004) presenta una

muestra en la que las mujeres representan el 77.3% de los casos y Khan et al. (2000)

extrae sus resultados de una muestra de pacientes con un rango de edad pequefio, de

entre 37 y 44 afos, mientras que en el estudio de Travers et al. (1996) los rangos de

edad son bastante més amplios, de 34 a 64 anos para los enfermos y de 38 a 76 anos

para los controles.

Tabla 26. Relacién de estudios analizados”

NuUmero de

Autores Grosor capas| Colageno |Fibra muscular| Elastina Método
segmentos
(%ps) (%ps) ,
Anal. biog.
Svejcar 24 vc/32 vi ve<*vn vC >vn (%ps) nal. biog
(1963) 20 vn vi<®vn vi>*vn vV >vn Autoclave
. . 100-resto
vi<vc Vi > ve
Niebes 9w (%ps) Micr. elect.
(1977) 5vn w <’ vn Anal. biog.
Andreotti 32w (%ps) (%ps) .
Anal. biog.
(1979) 34 vn w<*vn w<*vn nal. biog
Rose (1986)| 300 vv WV > vn Mlcr. opt.
Micr. elect.
Psaila 27 w (longitud) (%ps) Microm. opt.
(1989) 50 vn Pared: vv > vn w <’ vn Anal. biog.
%
Maurel 14 vc/14 vi Vf/ °>ES;/)n Anal. bio
(1990) 15 vn . o LA
ve < Vi
I\/(I;;ggh 29 w Media: vv < vn Micr. elect.
0, [s)
Gandhi 4ve/16yi vfl/(;es;/)n VS//ZESV)n Anal. bio
(1993) 7 vn . . o LA
ve = Vi ve = vi
(%ps) (%ps)
Chello 20 vc/20 vi vi >*vn vi<®vn Anal. bio
(1994) 20 vn Ve >vn vc<vn -olog.
vi > vc vi <* ve
Micr. opt.
Porto 10 w (longitud) (%) (miclrcczr::tro)
(1995) 9vn vV > vn vV > vn

Estereologia
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NuUmero de

Autores B ——— Grosor capas| Colageno |Fibra muscular| Elastina Método
longitud area area
(longitud) (érea) (drea) (érea)
vV >vn vV > vn Pared: vv > vn
Travers 18 wv . o T vV >vn ;
(1996) 10 vn (area) (%) (%) (%) Estereologia
w > vn Media: v >° vn| Media: v <° vn
" T w<vn
Pared: vv>vn | Intima: vw<vn
%ps)
(%p
Venturi | 32 vc/47 vi (%ps) vi < vn .
(1996) 24 vn Vi >vc>vn vc<vn Anal. biog.
vi <*vec
Krasinski 8w (%) Estereometria
(1997) 8vn vv <vn
Kockx 29 w (%) (%) I\El/ilclzcrr.ecl):;
(1998) 17 vn WV > vn WV = vn ) .
Estereologia
Fib. Elasti
Garcia 51 vc/51 vi w > vn (Fi W ji::as) Baremacion
(1999) 20 vn vi >° ve s subjetiva
Vi< ve
Khan 10w Intima: vv > vn | Intima: v >vn | Intima: vv >vn Micr. opt.
(2000) 5vn - - - Micr. elect.
Sansilvestri
0,
“Morel g \\;\r: Medi(a/?f)/f/)>S vn Anal. biog.
(2001) -
Wali (longitud)
(2001) 10 w vV > vn WS vn W <N W <N Micr. opt.
(2002°) 3vn (area) Micr. elect.
(2002°) w > vn
Wali 46 vv . .
(2003) 3vn Intima: vv > vn vV >vn vv <vn vv<vn Micr. opt.
Peiia 22 w (%) (%) PDI
(2004) 22 vn w <’ vn w <’ vn
(longitud) (%) (%) (%) Micr. opt.
Elsharawy | 5vc/19vi |Intima:vv >°vn| Intima: vv >vn . s Micr. elect.
ST s - s Media: vv > vn Vv < vn )
(2007) 11vn Media: vv >" vn| Media: vv > vn T ve=vi ve=vi Analizador de
Ve < Vi VC = Vi - N imagenes
Fib. Elasticas
Velasco- | 10 pacientes ( . ) .
. . . . Intima: vv > vn| Micr. confocal
Martin |entre casosy|Intima: vv >vn | Intima: vv >vn | Intima: vv <vn . .
- - - (solo estadios PDI
(2013) controles

iniciales)
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* Leyenda: vv = segmentos varicosos, vn = segmentos normales, vc = segmentos varicosas competentes,

vi = segmentos varicosas incompetentes, <* 6 >° = |a diferencia indicada es significativa (p<0.05), < 6 >
= la diferencia indicada no es significativa (ver nota), (%ps) = porcentaje del componente sobre peso
seco de la muestra, (%) = porcentaje de superficie.

** Leyenda: Anal. bioq.

analisis bioquimico, 100-resto =
componentes), Micr. opt. = microscopia optica, Micr. elect.

medida obtenida como (100 - resto
= microscopia electrénica, Micr. confocal
= microscopia confocal, Microm. opt. = micrometro dptico, PDI = procesamiento digital de la imagen.

diferencia.

Nota: en los estudios donde sélo se utiliza microscopia no se realizaron test de significacién
estadistica, y por lo tanto la simbologia indicada refleja inicamente el sentido de la
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7.1. CUMPLIMIENTO DE OBJETIVOS

En el disefio del trabajo planteamos una serie de objetivos generales y especificos sobre
aspectos que, a nuestro conocimiento, no han sido abordados previamente en la
literatura especializada. Antes de pasar a enumerar, de la manera clasicamente
aceptada, las principales conclusiones del trabajo que presentamos, queremos hacer una

valoracién sobre la consecuciéon de los objetivos propuestos.

- En relacién al objetivo “Ezplorar métodos de procesado digital de imdgenes
que permitieran la cuantificacion fiable de tinciones habituales de
histoquimica e inmunohistoquimica en el andlisis de la pared venosa”, hemos
demostrado no solo que es posible sino que, en consecuencia, es deseable su
uso con la finalidad de evitar el sesgo subjetivo en las interpretaciones del
estudio de las muestras histologicas cuando se trata de comparar a varias

poblaciones entre si.

-  En cuanto al objetivo “Explorar métodos estadisticos de inferencia vy
contraste de hipdtesis para el andlisis de los datos numéricos obtenidos de la
pared venosa, aplicables a muestras de tamano pequerio”, hemos puesto de
manifiesto la necesidad de verificar el cumplimiento de los requisitos
necesarios de las técnicas estadisticas utilizadas, reconsiderando el uso de las
técnicas estadisticas paramétricas que presuponen la normalidad de la
muestra o de las técnicas no paramétricas que imponen condiciones referentes
a la forma de la distribucién de los grupos de datos. La poblacién muestral de
la mayor parte de los estudios que utilizan muestras histolégicas humanas
suele ser muy pequena y, por tanto, el uso de dichos test puede inducir a
resultados no fiables y errores de interpretacién. Se hace necesario, por tanto,
proponer y potenciar el uso de técnicas alternativas adecuadas a poblaciones
de pequeno tamano que no verifican los supuestos subyacentes de las técnicas

tradicionalmente utilizadas.

- En relacion a los objetivos especificos que rezan de la siguiente manera,
“Analizar estructural y morfométricamente las capas constituyentes de la
pared de la vena insuficiente de segmentos competentes e incompetentes del
mismo sujeto” y “Determinar si los cambios estructurales que se producen
como consecuencia de la competencia e incompetencia del segmento venoso
son diferentes en funcion del segmento anatémico analizado y su estado
hemodindmico”, podemos afirmar que su satisfaccion esta fuera de toda duda
tanto por el hecho de que el andlisis microscépico de las muestras es
independiente de su procedencia como por el hecho de que la apropiada
eleccién del método estadistico ha permitido el adecuado conocimiento de las

caracteristicas de cada poblacion y su comparacién con las de otros sujetos.

- Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo precisado como “Determinar la
influencia de las variables edad y sexo sobre la estructura de las venas de

pacientes con enfermedad venosa crénica”, aunque podria considerarse, y de
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hecho asi lo es, una simple prolongaciéon de los anteriores, cobra, desde
nuestro punto de vista, especial importancia puesto que esas dos variables,
edad y sexo, estan intimamente ligadas a la epidemiologia de la enfermedad
venosa. Sin embargo dificilmente pueden ser transportadas a una muestra
histolégica salvo que se cuente con un nimero suficiente de casos cuando de
tejidos comunes a ambos géneros, como las venas, se trate. La metodologia de

trabajo empleada ha permitido dar cumplida cuenta a este objetivo.

- Cuando nos fijamos el proposito de “Plantear una metodologia que permitiera
al investigador cuantificar, de manera comoda, fiable y objetiva, componentes
estructurales de la pared wvenosa utilizando tinciones habituales de
histoquimica, mediante herramientas de fdcil acceso, y si estas son también
vdlidas para la obtencion de datos objetivos wutilizando técnicas
inmunohistoquimicas”, estdbamos planteandonos la posibilidad de detallar o
concretar un método de trabajo que facilitara la obtencion de datos de
manera incontestable a partir de técnicas de tinciéon basicas al tiempo que
dejar sentados los argumentos para ser utilizados con técnicas mas complejas
de inmunohistoquimica las cuales, pudieran plantear problemas de
interpretacién. Entendemos que de la lectura del trabajo presentado se
desprende que hemos cumplido satisfactoriamente con dicho objetivo.

En base a lo expuesto creemos que hemos dada cumplida respuesta al objetivo general,
cuya finalidad era “determinar si un método de cuantificacion basado en el andlisis
digital de imdgenes permitiria comparar las diferencias estructurales de la pared venosa
sometida a diferentes condiciones fisiopatoldgicas” (venas sanas, venas procedentes de
pacientes con insuficiencia venosa y sometidas a reflujo y venas de los mismos pacientes
pero no sometidas a reflujo). Es decir, creemos poder afirmar que la metodologia
empleada ha permitido obtener medidas objetivas y reproducibles, independientes del

observador, facilitando un analisis estadistico riguroso.

7.2. CONCLUSIONES MAS RELEVANTES DEL
ESTUDIO

Teniendo en cuenta tanto lo anteriormente expuesto como los resultados aportados y la
discusién que de ellos hemos realizado, pasamos a exponer las que consideramos

conclusiones maés significativas de nuestro trabajo:

1 - Es necesario conocer las caracteristicas hemodinamicas de los segmentos
venosos incluidos en los estudios que utilicen técnicas histolégicas, mediante

el empleo del eco-Doppler venoso para valorar su estado de competencia.

2 - La obtencién de conclusiones en estudios histolégicos, histopatolégicos o
morfométricos no deben basarse tunicamente en la simple observacién.

Siempre que se pueda deben utilizarse métodos de cuantificacién,
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reproducibles por observadores independientes, tales como la obtencién de

imagenes digitales para su posterior analisis cuantitativo.

3 - Para los estudios abordados de la pared venosa se han mostrado efectivas las
técnicas de segmentacién de imégenes basados en el valor umbral y en el

agrupamiento de pixeles por el color.

4 - Cuando se trabaja con poblaciones de pequefio tamano muestral resulta
adecuado el uso de test estadisticos de remuestreo, como alternativa a los
paramétricos y no paramétricos de inferencia estadistica puesto que, al no
imponer severas condiciones en la distribucién de la poblacién, permiten

obtener resultados respaldados estadisticamente.

5 - El engrosamiento de la intima de los segmentos enfermos procedentes de zonas
no sometidas a reflujo es uniforme mientras que el de los segmentos que si
estan sometidos al flujo retréogrado presenta un engrosamiento irregular,
alternando zonas muy ensanchadas junto a otras de menor grosor. Este
comportamiento es similar en toda la extensién de la vena safena interna

(cayado, muslo o pierna).

6 - En relacién a los casos control, los segmentos venosos hemodindmicamente
competentes de pacientes con insuficiencia venosa presentan un aumento del

grosor de la capa intima estadisticamente significativo.

7 - El grosor de la capa media de las venas sin insuficiencia venosa es
significativamente menor que el de las venas de sujetos con insuficiencia
venosa no sometidas a reflujo. Cuando estan sometidas a reflujo también se
produce un aumento del grosor de la capa media pero, en este caso, las

diferencias con los controles no alcanzan niveles de significacion estadistica.

8 - La enfermedad venosa crénica conlleva un aumento de la proporcién de matriz
extracelular y una disminucién de la proporcién de fibras musculares en la
pared de la vena safena interna y este fenémeno precede a la aparicién del
reflujo. Los efectos indicados han resultado significativos en ambos casos.

9 - El comportamiento de la capa media de las venas de pacientes con
insuficiencia venosa es similar en los tres segmentos anatémicos estudiados:

cayado, muslo y pierna.

10 - El tejido elastico disminuye en los pacientes con insuficiencia venosa, tanto
en los sectores venosos sometidos a cambios hemodinamicos como en los que

no, siendo mayor en los sectores sometidos a reflujo.

11 - Las alteraciones de la pared venosa comienzan antes de que se produzcan
cambios hemodindmicos objetivables con eco-Doppler, lo que elimina al flujo
turbulento y al aumento de la presion como factores desencadenantes del

proceso varicoso.
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12 - Cuando se comparan segmentos sometidos o no a reflujo pertenecientes a los
mismos sujetos, se aprecia que el deterioro es mayor en los segmentos
incompetentes, lo que permite asegurar que las alteraciones hemodinamicas
si son un factor agravante o acelerador de la alteracién de la estructura de la

pared de la vena.

13 - Aunque estadisticamente no se demuestra relacion significativa entre la edad
y los parametros estudiados, en el caso de los sujetos controles se observa
una tendencia hacia un ligero incremento del grosor de la capa intima y de
las proporciones de la MEC y de las fibras elasticas con la edad del sujeto,
mientas que el grosor de la capa media y la proporcién de las fibras
musculares decrece con la edad. Siendo estas variaciones menos evidentes en

los segmentos afectados.

14 - La presencia de reflujo parece provocar una reacciéon diferente en funciéon del
sexo del paciente. Las mujeres presentan, aparentemente, una mayor
cantidad de fibras elasticas y de matriz extracelular que los hombres
mientras que los hombres muestran una mayor proporciéon de fibras

musculares que las mujeres en estos segmentos incompetentes.

7.3. RESPUESTA A LOS CONTRASTES DE HIPOTESIS
PLANTEADOS

El cumplimiento de los objetivos de partida y los hallazgos expresados a modo de
conclusiones, permiten dar respuesta a las hipdtesis de trabajo con las que nos
enfrentdbamos al inicio del trabajo y cuya definiciéon bésica era conocer si:

La presencia o ausencia de reflujo en la wvena insuficiente

determina la modificacion de sus elementos estructurales.

A partir de ella, planteamos las siguientes hipétesis nulas y alternativas y, globalmente,

las respuestas alcanzadas son las siguientes:

Contraste de hipdtesis 1

H,': La presencia de reflujo venoso no es necesaria para la alteracion
estructural de la pared venosa insuficiente; es decir, la alteracion

de la pared venosa insuficiente precede al reflujo.

H,': La presencia de reflujo venoso es necesaria para los cambios estructurales de

la pared venosa insuficiente.
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Respuesta 1

La pared de segmentos venosos pertenecientes a pacientes con insuficiencia
venosa localizadas en zonas donde aun no existe reflujo venoso, ya presenta
alteraciones estructurales en relacién a los sujetos controles, aunque no de
tanta intensidad como la de los segmentos sometidos a reflujo. Es decir, se
acepta la hipdtesis nula.

Contraste de hipdtesis 2

H¢>: La presencia de reflujo no modifica la organizaciéon de los diferentes

componentes estructurales de la pared venosa insuficiente.

H/*: La presencia de reflujo modifica la organizacién de los diferentes

componentes estructurales de la pared venosa insuficiente.
Respuesta 2

Aunque la pared venosa se altera sin la presencia de reflujo, su existencia
provoca un aumento de las alteraciones estructurales. Por tanto rechazamos

la hipotesis nula y aceptamos la hipdtesis alternativa.

Contraste de hipdtesis 3

H¢*: No existe asociacién entre las variables edad y sexo con la estructura de la

pared venosa de pacientes con enfermedad venosa crénica.

H/: Existe asociaciéon entre las variables edad y sexo con la
estructura de la pared venosa de pacientes con enfermedad venosa

cronica.
Respuesta 3

Si bien desde el punto de vista estructural, son escasas las relaciones
estadisticamente significativas con la edad y el sexo de los sujetos, si es
evidente que la presencia de reflujo provoca cambios estructurales que son
diferentes en ambos sexos. No obstante ello creemos necesario realizar nuevos

estudios con la finalidad de confirmarlo con mayor detalle.
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Anexos

En los anexos 1 a 4 se muestra la informacién disponible de cada muestra de vena. Los
campos utilizados, con una breve explicacién de su codificacién, son:

Muestra: nimero identificativo de la muestra.

Procedencia: {Cayado|Muslo|Pierna}.

Segmento: {Competente|Incompetente}.

Control: indica si la muestra es control o no.

Intima: grosor de la capa intima de la muestra, medido en pum.

IntEstrecha: grosor de la capa intima en la zona estrecha, tinicamente medido en
muestras de segmentos incompetentes, medido en um.

IntAncha: grosor de la capa intima en la zona ancha, Unicamente medido en
muestras de segmentos incompetentes, medido en um.

Media: grosor de la capa media de la muestra, medido en um.

Sexo: {H|M}.

Edad: en anos.

Sujeto: la etiqueta indicada no presenta ningun significado, siendo su proposito
agrupar las muestras extraidas de un mismo sujeto. Las muestras
extraidas del mismo sujeto tienen la misma etiqueta en este campo.

ArealntMed: area de las capas intima y media, medido en pixeles.

AreaAdv: irea de la capa adventicia, medido en pixeles.

AreaPared: area de la pared venosa, medido en pixeles.

AreaMusculo: area de la componente de fibras musculares, medido en pixeles.

AreaMFEC: area de la componente de matriz extracelular, medido en pixeles.

FEIntMed: area de la componente de fibras elasticas en las capas intima y media,
medido en pixeles.

FEAdv: adrea de la componente de fibras elasticas en la capa adventicia, medido en
pixeles.

DenFM: proporcién de la componente de fibras musculares.

DenMEC: proporcién de la componente de matriz extracelular.

DenFE: proporcion de la componente de fibras elasticas.

El simbolo NM utilizado en las tablas hace referencia a la No Medida del dato.
El simbolo NA utilizado en las tablas hace referencia a la No Disponibilidad del dato.
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Medidas de grosor de las capas

Muestra Procedencia Segmento

4142
4150
4162
4167
4168
4169
4170
4181
4182
4183
4712
4713
4715
4725
4726
4727
4728
4731
4733
4738
4739
4740
4741
4744
4745
4748
4749
4750
4751
4752
4753
4765
4767
4768
4769
4773
4774
4775
4786
4787
4790
4791
4797
4799
4800
4803
4806
4807
4808
4811
4812
4813
4814
4815
4816
4817
4818
4819
4826
4827
4832
4833
4836
4837

Pierna
Cayado
Cayado
Cayado
Muslo
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Cayado
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Pierna
Muslo
Pierna
Cayado
Pierna
Muslo
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado

competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
competente
competente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
competente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
competente
competente

Control

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

Intima
131.617
192.0
126.862
159.646
113.7355
166.579
122.023
147.146
125.0665
176.3415
NM
311.989
296.454
275.478
193.8943
220.2584
221.4723
161.67
NM

NM
231.126
NM
232.0875
121.67
180.239
NM
125.623
NM
142.463
NM
295.5435
NM

NM

NM
131.405
NM

NM

NM
353.309
130.222
209.779
363.796
183.33
113.67
NM
108.33
129.965
NM
146.838
NM
168.395
NM

NM

NM

NM

NM

NM
287.9395
NM
177.5485
NM

NM
103.711
151.67

IntEstrecha
NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM
67.101
NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM
105.542
76.043
NM
67.999
NM

NM

NM
51.789
NM
53.707
NM
87.324
NM
110.297
68.787
58.199
NM
74.742
57.954
220.996
NM

NM

NM

NM

NM

NM
106.1055
NM

NM
56.9907
NM
92.716
NM
119.255
96.4795
54.958
83.249
74.15
119.5355
NM
81.771
NM
113.0685
81.1585
NM

NM

IntAncha
NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM
164.853
NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM
371.2385
295.545
NM
240.112
NM

NM

NM
107.55
NM
330.378
NM
346.859
NM
259.898
202.0295
276.7445
NM
319.4265
195.4625
355.462
NM

NM

NM

NM

NM

NM
306.1045
NM

NM
152.962
NM
424.521
NM
293.468
133.33
188.427
231.072
376.755
306.6875
NM
304.1435
NM
328.323
371.383
NM

NM

ANEXO 1

Media
478.274
387.5
371.294
423.538
382.896
401.651
337.5
419.452
493.1345
481.4225
199.601
333.364
688.4735
397.5494
647.8933
361.5765
447.5919
450.0
704.0855
373.071
387.8675
279.912
633.371
593.33
480.0
275.326
557.64
491.719
625.7495
485.33
384.8025
262.81
266.266
325.439
477.4505
419.832
432.233
579.111
396.9145
361.218
608.293
325.127
443.33
280.0
575.0845
413.33
644.878
503.226
538.23
474.835
524.285
666.6845
525.2005
428.2295
401.648
630.677
534.6685
751.462
440.159
488.5745
421.11
705.239
496.67
500.0

Sujeto
C1
C3
C4
C8
C5
C8
Cé6
C9
C9

Vi8
Vi8
V19
V5
V6
V7
V7
V17

V20
V20
va1
va1

V9

V9
V22
V22
V23
V23
V24
V24
V25
V26
V26
V26
va7
V28
V28
V29
V29
V30
V30
V10
Vi1
Vi2
Vi3
Va1
Va1
Va1
V32
V32
Vi4
Vi4
V33
V33
V34

V34
V35
V35
V15
V15
V16

\"Al
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Muestra Procedencia Segmento

4839
4840
4842
4846
4847
4848
4849
4863
4925
4926
4928

190

Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Pierna
Muslo
Pierna
Pierna

competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
competente
incompetente

Control

no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

Intima IntEstrecha

251.322 NM
108.871 NM
148.609 NM
396.723 NM
392.8395 NM
NM 115.745

NM 86.192

NM 148.073
176.67 NM
211.667 NM
NM 133.243

IntAncha
NM

NM

NM

NM

NM
530.317
253.932
570.2175
NM

NM
391.699

Media
721.0565
357.469
418.589
791.907
402.541
655.931
491.14
532.571
456.67
493.33
656.336

Sujeto
V36
V36
V36
V37
V37
V38
V38

V3
V3
V4
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Medidas de extension de fibra muscular y matriz extracelular

Muestra Procedencia

4167
4168
4169
4181
4182
4183
4712
4713
4715
4738
4739
4740
4741
4748
4749
4750
4751
4752
4753
4765
4767
4768
4769
4773
4774
4775
4786
4787
4790
4791
4806
4807
4808
4811
4812
4815
4816
4817
4819
4826
4827
4839
4840
4842
4846
4847
4848
4849

Cayado
Muslo
Pierna
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Pierna
Muslo
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna

Segmento Control

competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
competente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
incompetente

Si

Si

Si

Si

Si

Si
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

AreaPared AreaMusculo

881308

560191
1357728
1493321
1815579
2225106
1749126
1086258
2729438
1780531
1251785
1545955
1548970
1423908
1438859
1846962
1916860
2578612
1318644
1221519
1531326
1094279
1381519
2350565
1552034
1970742
2286995
1177976
2133497
1813358
2422448
2307934
1570697
1366811
2106071
1534222
1361419
2542845
1917860
2053579
1254355
2400428
2040513

875166
2151867
1042292
2230491
1996759

463947
368073
555212
854024
911260
1300099
677794
427771
1189436
831776
574072
687028
638359
473103
594070
740692
677875
1133217
604153
453742
585010
354902
465110
1274679
852533
851666
978117
466969
809652
804970
996290
1026959
772924
751321
721614
685903
516395
1114622
864255
829291
685012
1107133
1122293
325600
1156910
545140
1120563
711338

ANEXO 2

AreaMEC
400652
184037
773334
620368
887821
888953

1030278
649602
1515778
913621
651021
840593
885549
925017
830890
1090328
1188942
1421036
692407
740674
933560
722771
906672
1018947
679957
1097869
1273898
700712
1292005
994044
1362018
1238497
792606
591716
1337382
832883
826671
1404172
1040304
1217180
547060
1254351
887625
532512
987566
484074
1075280
1261759

191



Aplicacion del analisis digital de imagenes al estudio de la pared de venas procedentes de
pacientes con insuficiencia venosa

192



Anexos

ANEXO 3

Medidas de extension de fibra eldstica

Muestra Procedencia Segmento Control ArealntMed FEIntMed AreaAdv FEAdv

4150 Cayado competente si 1310155 84374 1165177 97483
4162 Cayado competente si 945596 64206 897719 92277
4167 Cayado competente si 891124 109430 454158 82906
4168 Muslo competente si 420214 60889 679781 83713
4169 Pierna competente si 1041324 122668 282723 49111
4170 Cayado competente si 596137 55858 772297 75036
4181 Cayado competente si 669429 80867 901665 105817
4182 Pierna competente si 1501159 111386 760378 74209
4183 Cayado competente si 1033996 111258 813501 100554
4712 Cayado incompetente no 989975 39995 1082228 78514
4713 Pierna competente no 1026897 54939 377078 26440
4715 Muslo competente no 2014752 61047 572310 27440
4725 Cayado competente no 1183343 67581 1273327 113648
4726 Pierna competente no 1648466 84896 590050 19550
4727 Cayado competente no 1134046 52661 1076578 58175
4728 Cayado competente no 928391 63494 1340494 87681
4731 Cayado competente no 1023091 36936 834191 50599
4733 Cayado incompetente no 1815093 68429 593176 28563
4738 Cayado incompetente no 761091 45038 1040537 77954
4739 Pierna competente no 875104 54869 840013 42249
4740 Cayado incompetente no 708711 41269 1178303 62602
4741 Muslo competente no 1015000 80794 623737 43373
4744 Cayado competente no 1668536 115129 628954 37091
4745 Muslo competente no 1728247 83820 880445 61312
4748 Cayado incompetente no 755158 45385 730777 41387
4749 Pierna competente no 927080 54605 705613 85749
4750 Cayado incompetente no 1128626 53564 1007155 78074
4751 Pierna competente no 1678801 60897 519416 56727
4752 Cayado incompetente no 1225482 64828 1392262 67816
4753 Muslo competente no 854054 62773 804838 87965
4765 Cayado incompetente no 1057234 43286 572879 37943
4767 Cayado incompetente no 1328752 73102 862070 63427
4768 Muslo incompetente no 884274 74929 398818 28132
4769 Muslo competente no 1169041 115852 964033 86265
4773 Cayado incompetente no 1701477 42231 312947 25319
4774 Pierna incompetente no 1508876 28858 922643 44586
4775 Cayado incompetente no 1472016 31555 772085 40103
4786 Cayado competente no 959080 33376 1412362 72321
4787 Pierna competente no 977935 42149 330590 21546
4790 Cayado competente no 1461039 45000 668784 32236
4791 Pierna competente no 1353152 66981 745268 38628
4797 Muslo competente no 1109307 40046 963848 25683
4799 Pierna competente no 1291497 88855 392739 33997
4800 Cayado incompetente no 917756 45796 669815 42803
4803 Pierna competente no 347654 28751 948102 59102
4806 Muslo competente no 1795830 80094 743398 66332
4807 Muslo incompetente no 1904327 39610 576935 42112
4808 Muslo competente no 1144078 47136 837694 82863
4811 Cayado incompetente no 817588 25671 1326330 88890
4812 Muslo competente no 1398169 29928 822067 56862
4813 Cayado incompetente no 1343446 53857 891711 61813
4814 Pierna incompetente no 1214390 46811 664481 68714
4815 Cayado incompetente no 820100 25685 1024618 111618
4816 Muslo incompetente no 1699591 30063 548398 19888
4817 Cayado incompetente no 1919412 13052 759209 60625
4818 Muslo incompetente no 1975714 30426 523628 43617
4819 Muslo competente no 1695267 88832 532880 67446
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Muestra Procedencia

4826
4827
4832
4833
4836
4837
4839
4840
4842
4846
4847
4848
4849
4863
4925
4926
4928

Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Pierna
Muslo
Pierna
Pierna

Segmento Control ArealntMed FEIntMed

incompetente
competente
incompetente
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
competente
incompetente

no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

1099106
779208
739739

1424397
806986

1297574

1425758
938561
752971

1409120

1690412
940001

1059399

2182280
938086
924038

2067456

25829
34441
39650
33046
51405
87197
18820
13046
13177
30437
31512
26414
49863
158870
50469
67732
94637

AreaAdv
956040
897895

1587823
301435

1778618
916860

1424037

1019439
458271

1084249
765264

1120965
491047
537280

1213746

1138643
442721

FEAdv
96327
85651
93520
24160

122258
76448

138383
57137
27654
59541
37560
67309
34181
35113
87562
95051
85964



Anexos

Relacion de medidas calculadas, sexo y edad de los sujetos

Muestra Procedencia

4142
4150
4162
4167
4168
4169
4170
4181
4182
4183
4712
4713
4715
4725
4726
4727
4728
4731
4733
4738
4739
4740
4741
4744
4745
4748
4749
4750
4751
4752
4753
4765
4767
4768
4769
4773
4774
4775
4786
4787
4790
4791
4797
4799
4800
4803
4806
4807
4808
4811
4812
4813
4814
4815
4816
4817
4818
4819
4826
4827
4832
4833

Pierna
Cayado
Cayado
Cayado
Muslo
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Cayado
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Cayado
Pierna
Cayado
Pierna
Muslo
Pierna
Cayado
Pierna
Muslo
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna
Cayado
Muslo
Cayado
Muslo
Muslo
Cayado
Muslo
Cayado
Pierna

Tipo

control
control
control
control
control
control
control
control
control
control
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
competente
competente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
competente
competente
competente
competente
competente
incompetente
competente
competente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente
incompetente
incompetente
incompetente
incompetente
competente
incompetente
competente
incompetente
incompetente

Intima
131.617
192
126.862
159.646
113.7355
166.579
122.023
147.146
125.0665
176.3415
115.977
311.989
296.454
275.478
193.8943
220.2584
221.4723
161.67
238.3902
185.794
231.126
154.0555
232.0875
121.67
180.239
79.6695
125.623
192.0425
142.463
217.0915
295.5435
185.0975
135.4083
167.4718
131.405
197.0842
126.7083
288.229
353.309
130.222
209.779
363.796
183.33
113.67
206.105
108.33
129.965
104.9763
146.838
258.6185
168.395
206.3615
114.9048
121.6925
157.1605
225.4525
213.1115
287.9395
192.9573
177.5485
220.6957
226.2707

Media
478.274
387.5
371.294
423.538
382.896
401.651
337.5
419.452
493.1345
481.4225
199.601
333.364
688.4735
397.5494
647.8933
361.5765
447.5919
450
704.0855
373.071
387.8675
279.912
633.371
593.33
480
275.326
557.64
491.719
625.7495
485.33
384.8025
262.81
266.266
325.439
477.4505
419.832
432.233
579.111
396.9145
361.218
608.293
325.127
443.33
280
575.0845
413.33
644.878
503.226
538.23
474.835
524.285
666.6845
525.2005
428.2295
401.648
630.677
534.6685
751.462
440.159
488.5745
421.11
705.239

DenFM DenMEC

NM
NM
NM
52.64
65.70
40.89
NM
57.19
50.19
58.43
38.75
39.38
43.58
NM
NM
NM
NM
NM
NM
46.72
45.86
44.44
41.21
NM
NM
33.23
41.29
40.10
35.36
43.95
45.82
37.15
38.20
32.43
33.67
54.23
54.93
43.215
42.77
39.64
37.95
44.39
NM
NM

NM
41.13
44.50
49.21
54.97
34.26

NM

NM
44.71
37.93
43.83

NM
45.06
40.38
54.61

NM

NM

NM
NM
NM
45.46
32.85
56.96
NM
41.54
48.90
39.95
58.90
59.80
55.53
NM
NM
NM
NM
NM
NM
51.31
52.00
54.37
57.17
NM
NM
64.96
57.75
59.03
62.03
55.11
52.51
60.64
60.96
66.05
65.63
43.35
43.81
55.71
55.70
59.48
60.56
54.82
NM
NM
NM
NM
56.22
53.66
50.46
43.29
63.50
NM
NM
54.29
60.72
55.22
NM
54.24
59.27
43.61
NM
NM

ANEXO 4

DenFE
NM
7.35
8.49
14.30
13.15
12.97
9.57
11.88
8.21
11.46
5.72
5.80
3.42
7.38
4.67
5.19
7.02
4.82
4.03
6.83
5.66
5.50
7.58
6.63
5.56
5.84
8.60
6.16
5.35
5.07
9.09
4.98
6.23
8.03
9.48
3.25
2.86
3.10
4.46
4.87
3.63
5.03
3.17
7.29
5.58
6.78
5.77
3.29
6.56
5.34
3.91
5.00
5.94
6.85
2.13
2.75
2.96
7.01
5.94
7.16
5.72
3.31

Edad
NA
NA
NA

55
NA
55
NA
17
17
17
63
63
30
67
34
59
59
59
34
53
53
70
70
55
55
40
40
65
65
48
48
55
44
44
44
48
31
31
71
71
32
32
40
63
58
33
38
38
38
34
34
60
60
31
31
NA
NA
NA
35
35
65
65

Sexo
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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Muestra Procedencia Tipo Intima Media DenFM DenMEC DenFE Edad Sexo
4836 Cayado competente 103.711 496.67 NM NM 6.72 45 M
4837 Cayado competente 151.67 500 NM NM 7.39 50 M
4839 Cayado competente 251.322 721.0565 46.12 52.26 5.52 56 H
4840 Muslo competente 108.871 357.469 55.00 43.50 3.58 56 H
4842 Muslo competente 148.609  418.589 37.20 60.85 3.37 56 H
4846 Cayado competente 396.723 791.907 53.76 45.89 3.61 51 M
4847 Muslo competente 392.8395 402.541 52.30 46.44 2.81 51 M
4848 Cayado incompetente 323.031 655.931 50.24 48.21 4.55 47 M
4849 Pierna incompetente 170.062 491.14 35.62 63.19 5.42 47 M
4863 Pierna incompetente  359.1452 532.571 NM NM 7.13 32 H
4925 Muslo competente 176.67 456.67 NM NM 6.41 24 M
4926 Pierna competente 211.667 493.33 NM NM 7.89 24 M
4928 Pierna incompetente 262.471 656.336 NM NM 4.11 49 H
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