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La insuficiencia venosa crónica (IVC) se define como la incapacidad del 

sistema venoso para llevar el flujo de sangre en dirección hacia el corazón, con 

independencia de la posición y actividad del cuerpo. Es una patología muy 

prevalente, que mayoritariamente clínicamente se manifiesta por la presencia de 

varices. Esencialmente, la IVC se caracteriza por la existencia de reflujo u 

obstrucción del drenaje venoso o una combinación de ambas, entendiendo por 

reflujo la existencia de un flujo retrogrado en sentido contrario al fisiológico. 

La IVC supone un problema de salud que afecta principalmente a los países 

desarrollados, donde causa una alta morbilidad en la población adulta y tienen un 

elevado coste para los servicios sociosanitarios. Dificultades encontradas en los 

diferentes estudios epidemiológicos sobre los desórdenes venosos  hacen imposible 

derivar conclusiones acerca de la prevalencia de la enfermedad. En conclusión, se 

presentan amplias variaciones en criterios diagnósticos, de prevalencia, 

metodología,etc… 

Tradicionalmente la actividad prolongada en bipedestación ha sido 

considerada un factor de riesgo para el desarrollo de varices y ciertamente existe la 

creencia popular de que estar prolongadamente de pie condiciona su aparición. En 

su mayoría, esta dolencia la padecen personas de mediana edad que se encuentran 

en una etapa de actividad profesional, particularmente aquellas en las que su trabajo 

exige muchas horas de bipedestación. Así pues, la ergometría y la actividad física de 

una ocupación representan un factor epidemiológico clásicamente descrito en la 

patología venosa. La mayoría de los estudios epidemiológicos, pero no todos, 

indican que trabajar de pie en una posición de ortostatismo prolongado puede 

aumentar la prevalencia y severidad de la enfermedad. Estos resultados deben ser 

interpretados con cautela por los errores metodológicos de los estudios 

epidemiológicos.  

Los mecanismos responsables de la insuficiencia venosa crónica no están 

totalmente esclarecidos. Entre las hipótesis sugeridas sobre el desarrollo de la 

enfermedad varicosa se encuentran la insuficiencia valvular primaria, la infiltración 

de células inflamatorias y el debilitamiento de la pared venosa. Todos estos 

mecanismos tienen en común una elevada producción de radicales libres que se 



 

 

traduce en elevación de marcadores de estrés oxidativo en plasma. Se conoce 

también que la actividad laboral en bipedestación de forma prolongada produce 

aumento de ROS a nivel plasmático pero no se ha demostrado que existan 

marcadores de estrés oxidativo elevados en estas circunstancias. 

. El objetivo principal de esta Tesis ha sido valorar el estado Oxidativo global 

de individuos que trabajan en bipedestación en comparación con sujetos que 

trabajan en sedestación, incluyendo marcadores de daño oxidativo de proteínas y de 

capacidad antioxidante en plasma que nos indique si hay daño inducido por la 

bipedestación.  Puesto que el diagnóstico de esta enfermedad se realiza mediante 

eco-doppler; hemos evaluado si existe una asociación entre determinados patrones 

hemodinámicos y distintos parámetros plasmáticos de estado Oxidativo, 

independientemente de la actividad laboral, que sirvan como posibles marcadores 

diagnósticos de predisposición al desarrollo de enfermedad varicosa.  
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A. INSUFICIENCIA VENOSA CRÓNICA 

 

1. Anatomía y fisiología del sistema venoso de las extremidades 
inferiores. 

El sistema venoso actúa como un importante reservorio y conductor de 

sangre. Recibe la sangre desde los capilares y la lleva al corazón, en contra de la 

fuerza de gravedad y de una presión tóraco-abdominal fluctuante, careciendo de 

bomba propia. Para que el drenaje hacia el corazón se realice en forma adecuada, 

es necesario un sistema venoso permeable, con un sistema valvular y muscular 

(bomba válvulo-muscular) sano, además de una  función cardíaca conservada. Las 

válvulas venosas son repliegues del endotelio con senos valvulares en forma de 

copa que se llenan desde arriba. Cuando están llenos, las cúspides de las válvulas 

ocluyen la luz de la vena, con lo que se impide el flujo distal de sangre. Además, las 

válvulas segmentan la columna sanguínea de forma que se reduce la presión 

retrógrada, lo que permite que el retorno venoso esté asegurado desde abajo hacia 
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arriba y de la superficie a la profundidad, impidiendo el reflujo (Zbrodowski et 

al.,1995, Putz et al., 2006, Eklöf, 2007). En posición erecta, la presión hidrostática de 

las venas dorsales del pie sería la de la columna de sangre continua desde la 

aurícula derecha hasta el pie, si no existieran las válvulas, que interrumpen y 

fraccionan la columna. Al contraerse la musculatura de la extremidad inferior, la 

presión aumenta, bombeando la sangre hacia el corazón. Al relajarse la 

musculatura, la presión cae produciendo reflujo, que es impedido por las válvulas. 

El sistema venoso consta de un sistema superficial que drena la piel y el tejido 

subcutáneo y desemboca en el sistema profundo a través de los cayados y las 

venas perforantes y/o comunicantes. En el espacio subcutáneo se encuentran las 

venas superficiales, las cuales están interconectadas y drenan en dos venas 

principales: la safena interna (VSI) o mayor y la safena externa (VSE) o menor. 

Ambas están separadas por una membrana llamada fascia superficial o venosa, en 

un espacio subcutáneo más profundo, ubicado entre la fascia superficial y la fascia 

muscular, llamado compartimiento interfascial o safeno y un compartimento 

subcutáneo verdadero, entre la fascia venosa y la piel. La VSI se origina en el dorso 

del pie, pasa por delante del maléolo interno y asciende hasta unirse con la vena 

femoral mediante el cayado de la safena, que atraviesa la fascia cribiforme, por 

debajo del ligamento inguinal en el triángulo de Scarpa. Existen múltiples variantes 

anatómicas a nivel del cayado y también a nivel del recorrido en relación con su 

fascia. La VSE se inicia en la región retro maleolar externa del pié, asciende por la 

parte posterior de la pierna, se coloca en el surco que separa los músculos gemelos 

y alcanza el hueco poplíteo, para perforar la fascia y desembocar en la vena 

poplítea. 

El sistema venoso profundo, que es el responsable del 90% del retorno 

venoso, se encuentra por debajo de la fascia que rodea los músculos del muslo y de 

la pierna. Las venas del sistema venoso profundo siguen el trayecto de las arterias 

homónimas y de sus ramas. El sistema principal está constituido por tres troncos: 

tibioperoneo, poplíteo y femoral. 
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Figura 1. Anatomía de las principales venas de las extremidades inferiores.              

(Adaptado de Estudio ecográfico de la insuficiencia venosa de miembros 

inferiores. Joan Falcó Fages) 

 

Entre el sistema superficial y el profundo existen comunicaciones a través de 

venas perforantes. El sistema perforante está constituido por venas que drenan la 

sangre de la superficie hacia la profundidad, todas poseen válvulas, y en general 

provienen de las ramas colaterales de las safenas y no del tronco de éstas. Se han 

descrito más de 150 venas perforantes en los miembros inferiores, aunque son 

pocas las que tienen importancia clínica. Entre ellas cabe destacar la vena 

perforante de Dodd en el muslo, la perforante de Hunter en tercio distal de muslo, las 

de Boyd en el tercio superior de la pierna y las tres perforantes de Cocketts en la 

mitad inferior de la pierna. 
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2 .Definición de insuficiencia venosa crónica (IVC). 

La insuficiencia venosa crónica (IVC) es la incapacidad del sistema venoso 

para conducir el flujo de sangre en dirección centrípeta hacia el corazón, con 

independencia de la posición y actividad del cuerpo. Es una patología muy 

prevalente, que clínicamente se manifiesta por la presencia de varices, 

telangiectasias, cambios tróficos de la piel y en estadios avanzados, aparición de 

úlceras. Esencialmente, la IVC se caracteriza por la existencia de reflujo u 

obstrucción del drenaje venoso o una combinación de ambas, entendiendo por 

reflujo la existencia de un flujo retrogrado en sentido contrario al fisiológico. 

 

3. Epidemiología de la IVC. 

La IVC supone un problema de salud que afecta principalmente a los países 

desarrollados, donde causa una alta morbilidad en la población adulta y tienen un 

elevado coste para los servicios sanitarios. Aunque los estudios epidemiológicos 

realizados en diferentes regiones del mundo evidencian enormes variaciones en la 

prevalencia de la insuficiencia venosa (Robertson et al., 2008), su incidencia es cada 

día más frecuente (Carpentier et al., 2004, Robertson et al., 2008). A nivel mundial 

se estima que afecta aproximadamente al 33% de la población. 

En España, la IVC también es una dolencia con una elevada prevalencia, 

afectando a más de 6 millones de personas (Lozano et al., 2001, Callejas and 

Manasanch, 2004). La prevalencia de las varices varía según se trate de 

estadísticas nacionales de salud pública (0,5-4%), estadísticas hospitalarias (10-

25%) o de estudios epidemiológicos (30-40%).  El estudio DETECT-IVC 2006 

(Álvarez et al.; 2008), tenía como objetivo verificar los elevados datos de prevalencia 

de IVC obtenidos en la encuesta DETECT-IVC del año 2000 y comprobar si se ha 

modificado el patrón del tratamiento de esta patología entre los médicos de atención 

primaria. Se trató de una encuesta con fines epidemiológicos, de tipo transversal, 

que incluyó 16.770 sujetos que acudían por cualquier motivo a una consulta de 

atención primaria. El 71% de los sujetos refería algún síntoma o signo dependiente 

de la IVC, especialmente la pesadez de piernas y las varículas. Un 62% de los 

encuestados presentaban algún tipo de signo de IVC en el examen físico. Se 
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identificaron úlceras cutáneas en un 2% de los examinados. Un 38% de los sujetos 

se encontraba dentro de los grupos del 2 al 6 de la clasificación CEAP, y un 88% de 

sujetos salían de la cita con tratamiento. Los resultados de la encuesta confirmaron 

la elevada prevalencia de la IVC en España, muy superior a las cifras comunicadas 

por los estudios referenciales.  

Como se descubre de lo anteriormente descrito existe una enorme 

variabilidad en los datos estadísticos. Esto obedece a diferentes causas, entre otras 

a la población estudiada (la edad, el sexo, la raza) y a los diferentes métodos de 

medida (autoencuestas, eco-doppler, exploración física) (Robertson et al., 2008). 

Además, existen problemas metodológicos en los estudios epidemiológicos que 

deben ser abordados, como los sesgos de población ya que los participantes 

proceden de clínicas o consultas médicas y, puesto que no es una patología que 

amenace la vida, en muchos casos no son tratamientos cubiertos por los sistemas 

de salud. También existen errores de medición que pueden resultar en una sub o 

sobre estimación de la prevalencia. Por último se detecta un inadecuado control de 

los factores de confusión. En cualquier caso, la enfermedad venosa, además, 

presenta una elevada incidencia oculta, particularmente en sus estadios iníciales, 

estimándose que hay un elevado porcentaje de la población sin diagnosticar. 

A continuación se presenta en la Tabla 1 un resumen de los problemas 

metodológicos. 

 

 

Tabla 1. Resumen de los problemas metodológicos en los estudios 

epidemiólogicos. 

Problemas de los estudios epidemiológicos 

Diferentes metodologías de estudios 

Diversidad de criterios diagnósticos y carencia de un sistema de clasificación estándar 

Uso de encuestas, cuestionarios auto respondidos y referentes sesgados 

 

Diferencias en la composición de las poblaciones: edad, raza, género, localización geográfica, 
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hábitos, etc. No son comparables 

Prevalencia fuertemente dependiente de los criterios de inclusión, exclusión 

Empleo de muestras no representativas de la población (hospitalaria, institucional, laboral) 

Inconsistencia en el análisis estadístico (análisis bivariado exclusivo) 

 

 

Dificultades encontradas en los diferentes estudios epidemiológicos sobre los 

desórdenes venosos  hacen imposible derivar conclusiones acerca de la prevalencia 

de la enfermedad. En conclusión, se presentan amplias variaciones en criterios 

diagnósticos, de prevalencia, metodología, etc. 

Desde el punto de vista etiológico, la causa y la secuencia de los eventos que 

conducen a tal ineficiencia en el flujo sanguíneo no están del todo claro. Se han 

propuesto diversos factores que pueden contribuir a la formación de varices. 

Podemos dividirlos en factores causales (primarios): entre ellos los genéticos, 

clásicamente se asocia a una historia familiar con patología venosa. Factores no 

modificables (secundarios): género y edad. Factores modificables (secundarios): 

paridad, terapias hormonales. Factores relacionados con el estilo de vida: 

ortostatismo laboral prolongado, sedentarismo prolongado, obesidad, estreñimiento, 

tabaquismo. Además, podemos clasificar los factores de riesgo según su nivel de 

asociación. Factores de riesgo con mayor fuerza de asociación con la patología 

venosa: factores genéticos, traumatismos de la pared venosa y la edad. Factores de 

riesgo con moderada asociación y resultados contradictorios en los estudios: género, 

paridad, hormonas, obesidad, ortostatismo prolongado. Factores de riesgo con 

asociación poco clara: sedentarismo, estreñimiento, otros hábitos de vida, etc… 

El factor de riesgo más importante, independiente y no modificable descrito es 

la herencia. La historia familiar positiva en la patología varicosa nos hace pensar en 

una asociación genética y conlleva a un esfuerzo científico por identificar los genes 

implicados. Cornu-Thenard et al., 1994, realizaron un estudio de casos y controles 

con sujetos y sus progenitores donde se les interrogaba por los antecedentes de 

enfermedad venosa y se les examinaba la presencia o no de varices. En este 

estudio se concluye que el riesgo de desarrollar varices es del 20% si no se tiene a 
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ninguno de los progenitores afectado, 25-62% si se tiene uno de los progenitores 

con la enfermedad y del 90% si se tienen ambos progenitores afectados. 

Tradicionalmente la actividad prolongada en bipedestación ha sido 

considerada un factor de riesgo para el desarrollo de varices y ciertamente existe la 

creencia popular de que estar prolongadamente de pie condiciona su aparición. En 

su mayoría, esta dolencia la padecen personas de mediana edad que se encuentran 

en una etapa de actividad profesional, particularmente aquellas en las que su trabajo 

exige muchas horas de bipedestación, lo que contribuye en buena medida al 

absentismo laboral y tiene importantes repercusiones sociosanitarias y económicas. 

Así pues, la ergometría y la actividad física de una ocupación representan un factor 

epidemiológico clásicamente descrito en la patología venosa. La mayoría de los 

estudios epidemiológicos, pero no todos, indican que trabajar de pie en una posición 

de ortostatismo prolongado puede aumentar la prevalencia y severidad de la 

enfermedad. Estos resultados deben ser interpretados con cautela debido a la 

dificultad de determinar retrospectivamente por los sujetos de los estudios la postura 

en el lugar de trabajo, sobre todo después de muchos años después de que dejaran 

de trabajar. Aunque la bipedestación prolongada puede ser un factor agravante para 

la enfermedad venosa, es poco probable que pueda ser una causa primaria. Las 

bases biológicas para considerar el ortostatismo prolongado como factor de riesgo 

son la estasis venosa y la presión hidrostática incrementada dentro del vaso. 

 

 

Tabla 2. Estudios epidemiológicos que muestran la asociación entre actividad 

laboral y presencia de IVC.  

 

AÑO ESTUDIO ACTIVIDAD LABORAL ASOCIACIÓN 
1981 Abramson/West 

Jesusalén 
Bipedestación + 

1981 Kakande/Nairobi Bipedestación + 
1988 Brand/Framingan Bipedestación/ Sedestación + 
1992 Sadick/Nueva 

York 
Bipedestación + 

1995 Pinto/Italia Bipedestación + 
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1995 Scott/Boston Bipedestación + 
1995 Sisto/Finlandia Bipedestación + 
1998 Evans/Edimburgo Bipedestación/ 

Sedestación/Caminando 
+ 

1986 Maffei/Brasil Bipedestación/Sedestación/Caminand
o 

0 

1991 Stvrtinova/Repúbli
ca Checa 

Bipedestación/ Sedestación 0 

+ Asociación positiva. O No asociación 

(Adaptado de Robertson et al., 2008). 

 

El sexo femenino parece ser el más vulnerable a la IVC, aunque existen 

algunos estudios que muestran mayor prevalencia en hombres (Evans et al., 1999, 

TE Scott., 1995) o no encuentran diferencias entre ambos sexos (Franks., 1992). Se 

ha constatado que una de cada dos mujeres presenta problemas venosos en algún 

momento de su vida y nueve mujeres por cada paciente varón acuden a las 

consultas de los especialistas. Esto puede estar relacionado con factores 

hormonales, que contribuyen a la sintomatología. Además, el embarazo aumenta el 

riesgo de la patología, como demuestra el hecho de que el 50% de las embarazadas 

padezca edemas y el 30% acaba desarrollando varices, las cuales son directamente 

proporcionales al número de partos (Robertson et al., 2008). Todos los datos hasta 

la fecha indican una mayor prevalencia en la mujer, aunque las cifras son 

heterogéneas. 

El embarazo es otro factor que aumenta el riesgo de padecer varices, debido 

al incremento de la presión abdominal, al aumento del volumen sanguíneo y también 

relacionado con los cambios hormonales que induce, como la secreción de relaxina 

y el aumento conjunto de estrógenos y progestágenos (Beebe-Dimmer et al., 2004). 

El incremento del riesgo de padecer varices aumenta con el número de partos. Así, 

se ha comprobado que en mujeres con 1, 2, 3, 4 o más partos el riesgo se 

incrementa en un 32, 38, 43, 48 y 59%, respectivamente (Robertson et al., 2008).  

La frecuencia de varices se incrementa con la edad, siendo de 

aproximadamente el 10% en personas menores de 30 años y del 55% en personas 

con edades comprendidas entre 55 y 64 años (Bradbury et al., 1999). Esta 

prevalencia se incrementa de manera lineal (Evans et al., 1999). 
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Otro factor de riesgo potencialmente descrito es la dieta. Se ha propuesto que 

una dieta deficiente en fibra era un factor que contribuye al desarrollo de varices 

(Cleave,1959) debido a que el estreñimiento produce un aumento de presión 

intraabdominal. El problema de estos estudios es que están realizados en 

poblaciones caucásicas y sería importante recoger estos datos en otras poblaciones 

con diferentes hábitos dietéticos.  

La actividad física deficitaria conlleva a un aumento de la sintomatología 

venosa como pesadez de piernas, edema, cambios en la piel y esta clínica 

disminuye significativamente en la población con actividad física moderada o intensa 

(Callejas and Manasanch, 2004). Del mismo modo se recoge en este estudio la 

influencia del índice de masa corporal (IMC). Cuanto mayor es el IMC, mayor es el 

aumento de la sintomatología pero existe un debate sobre si éste es un factor de 

riesgo más para la enfermedad venosa varicosa. En varios estudios se demuestra 

una relación significativa entre el IMC y ser mujer (Evans et al 1998). Estas 

diferencias de género observadas, junto con el hecho de que las mujeres multíparas 

tienden a tener mayor peso corporal promedio que las nulíparas, puede ser indicador 

de que la paridad actúa como factor de confusión en la relación entre obesidad y 

varices. 
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Figura 2. Esquema de los posibles factores de riesgo implicados en la 

formación de las varices en MMII.  

(Adaptado de Lim and Davies, 2009). 

 

 

4. Etiología de la IVC. Teorías patogénicas. 

Una de las hipótesis más aceptadas sobre la etiología de la IVC es la de la 

incompetencia valvular primaria. Los estudios angiológicos demuestran que los 

pacientes con IVC presentan diversas alteraciones y daños de las válvulas venosas 

tales como elongación, rigidez, rotura, adelgazamiento, retracción (Van Cleef et al., 

1992) e incluso la reducción de su número (Sales et al., 1998), así como hipotrofia y 

ensanchamiento del anillo valvular (Corcos et al., 1996b, Corcos et al., 1996a, 
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Corcos et al., 2000). Estas modificaciones a menudo van acompañadas por una 

reducción en los niveles de colágeno valvular que finalmente se traducen en la 

pérdida de las propiedades elásticas de las venas (Psaila and Melhuish, 1989). La 

causa y la secuencia de eventos que dan lugar a este fenómeno no está claro. 

Inicialmente se sugirió que el daño valvular a nivel de la unión safeno-femoral era el 

principal evento con fracaso secundario de las válvulas más distales como resultado 

de una mayor presión. Sin embargo, el hallazgo de daño valvular aislado en sitios 

distantes a ésta o en afluentes de la VSI contradice esta teoría. Estos cambios 

valvulares promoverían el estancamiento sanguíneo y la hipertensión venosa. De 

hecho, la incompetencia de la válvula venosa parece ser crucial en el desarrollo de 

hipertensión venosa. La estasis de sangre que se produce por el deterioro valvular 

tiene a su vez repercusiones negativas sobre la pared venosa, debilitándola. La 

dilatación venosa puede también separar los pliegues endoteliales que forman la 

válvula y acentuar su incompetencia (Fowkes et al., 2001, Takase et al.,2004). 

También hay que tener en cuenta la importancia de la disfunción valvular en la 

progresión y cronificación de la enfermedad. La incompetencia valvular primaria 

representa un proceso que se desarrolla simultáneamente en varios segmentos 

venosos discontinuos (Labropoulos et al., 1997), por lo que las válvulas distales 

pueden llegar a ser incompetentes de forma secundaria al reflujo y a la dilatación 

proximal, tendiendo a una progresión retrógrada de la enfermedad (Meissner et al., 

2007, Naoum and Hunter, 2007, Raffetto and Khalil, 2008a); aunque no siempre se 

da esta circunstancia. 

Otra hipótesis sobre la etiología de la IVC es la alteración primaria de la pared 

venosa. Así pues, múltiples autores han sugerido que esta debilidad de la pared 

sería el resultado de problemas estructurales en la misma con una serie de 

anomalías en las proteínas estructurales. Éstas incluyen un colágeno anormal y 

alteraciones en el contenido de elastina. Sin embargo puede que estos hallazgos 

sean el resultado y no la causa del desarrollo de las varices. Se han observado 

numerosos cambios en los componentes celulares y en la matriz extracelular (MEC) 

de todas las capas de la pared de las venas varicosas (Naoum et al., 2007, Raffetto 

and Khalil, 2008b, Somers and Knaapen, 2006). Se ha prestado especial atención al 

estudio de las alteraciones de la MEC ya que ésta juega un papel relevante en la 

mecánica vascular y sus anomalías. La MEC mantiene la integridad y homeostasis 



13 

 

de la vena a través de sus interacciones con el endotelio y las células musculares 

lisas (Hobeika et al., 2007), por lo que no es de extrañar que su degradación pueda 

contribuir al debilitamiento y a la dilatación de la pared venosa.  

 

 

 

 

 

Figura 3. Fisiología del flujo venoso normal y con incompetencia valvular. La 

foto de la izquierda muestra un esquema representativo de las consecuencias de la 

dilatación valvular  

(Adaptado de Beebe-Dimmer 2005). 

 

Entre otras anomalías se ha observado que las venas varicosas presentan fibras 

elásticas fragmentadas y fibras individuales de colágeno engrosadas (Wali and Eid, 

2002, Porto et al., 2002). Estos cambios afectan el balance entre el contenido de 

elastina y colágeno que puede contribuir al debilitamiento de la pared venosa (Wali 

et al., 2003). La homeostasis de la MEC está regulada por un grupo de enzimas 

Pared 

venosa 

debilitada 

Pared 

venosa 

sana 

Flujo normal Reflujo 



14 

 

conocidos como metaloproteinasas de matriz (Matrix Metalloproteinasas, MMPs) y 

por sus inhibidores endógenos (Tissue Inhibitors of Metalloproteinasas, TIMPs). Las 

MMPs son endopeptidasas de la familia de las proteasas conocidas como 

metzincinas, por ser dependientes de zinc y son capaces de degradar muchos de los 

constituyentes de la MEC. Las MMPs son reguladas a nivel de traslación y 

transcripción y pueden ser activadas o inhibidas por proteínas plasmáticas entre 

ellas las TIMPs. Se han identificado veintitrés MMPs en humanos, de los cuales al 

menos catorce se expresan en tejido vascular. Las causas de las alteraciones que 

presenta la MEC aún no están esclarecidas pero por ejemplo estarían las 

relacionadas con el estancamiento de la sangre y la hipertensión venosa, que 

producen hipoxia, el estiramiento mecánico, baja fuerza en cizalla, daño endotelial y 

la activación de leucocitos (Michiels et al., 2002, Naoum et al., 2007, Lim et al., 

2010). 

En relación con las anormalidades de distintos componentes de la pared 

venosa en la formación de varices se ha encontrado una expresión alterada de 

varios genes asociados con la regulación de la homeostasis de la pared venosa, 

entre otros aquellos involucrados en la síntesis de la MEC: tubulinas, actinas, 

colágeno tipo I, versican, actina y tropomiosina (Lee et al., 2005). Algunos estudios 

han apoyado la teoría de que el inicio en la formación de varices se basa en una 

regulación a la baja de la expresión génica de la desmulina que se ha observado en 

las células del músculo liso de las varices. El gen que codifica la desmulina está 

situado en el cromosoma 15q26.3. Esta proteína pertenece a la familia de proteínas 

de filamentos intermedios y se encuentra en las células del músculo liso 

proporcionándoles resistencia e integridad. Los estudios también sugieren que la 

regulación a la baja de la desmulina en la pared de la vena puede ser responsable 

de cambios fenotípicos en la actividad contráctil y por tanto del comportamiento de la 

pared venosa. Es importante observar que un número de estudios amplio ha 

demostrado diferencias entre las venas varicosas y normales en la expresión de 

muchos otros genes, incluyendo los genes estructurales que regulan la MEC, 

proteínas del citoesqueleto y miofibroblastos. Es importante destacar que aún no 

está claro si la expresión diferencial de estos genes es una causa o el efecto de las 

varices. 
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Otra teoría asociada a las anteriores tendría relación con el aumento de 

radicales libres. Los cambios hemodinámicos se acompañan de estasis de la sangre 

e hipoxia, lo cual afecta al endotelio y a los tejidos circundantes. Esto crea 

condiciones favorables para el exceso de radicales libres. Se ha demostrado que las 

válvulas de las venas safenas de paciente con IVC están infiltradas de monocitos y 

macrófagos. Esta infiltración es mayor en la cavidad de la válvula y en la pared 

venosa proximal que en la zona distal, lo cual sugiere que la presión venosa 

participa en el proceso de infiltrado (Takase et al., 2004b, Takase et al., 2004a). Por 

otro lado, se sabe que la fuerza en cizalla o esfuerzo de corte (shear stress, fuerza 

por unidad de área ejercida por un fluido en movimiento en la dirección del plano 

tangente) es bajo o nulo cuando existe un estancamiento sanguíneo y/o el flujo 

sanguíneo es turbulento (favorecido por la tortuosidad de la pared vascular y el 

cambio en la dirección del flujo sanguíneo). Todos estos cambios promueven 

procesos inflamatorios, el incremento de especies reactivas de oxígeno (Reactive 

Oxigen Species, ROS) y la migración de leucocitos (Traub and Berk,1998, Berk et 

al., 2001, Hsiai et al., 2001, Passerini et al., 2003). Mediante estudios 

inmunocitoquímicos y ultraestructurales se ha puesto de manifiesto que los 

leucocitos, bajo condiciones de presión, se acumulan en las extremidades inferiores, 

debido a la capacidad de adherirse al endotelio y de migrar a través del mismo 

(Yong and Khwaja, 1990).  

Los niveles de presión que soportan las extremidades inferiores en 

condiciones de bipedestación favorecen la activación de los leucocitos (Raffetto and 

Khalil, 2008b). Los leucocitos activados expresan diferentes moléculas de adhesión 

tales como L-selectina, que es secretadas al plasma y la integrina CD11b, que se 

liga firmemente a la molécula de adhesión intracelular (Intercelular Adhesion 

Molecule-1; ICAM-1) por lo que pueden adherirse al endotelio y posteriormente 

migrar a través de él (Yong and Khwaja, 1990). Se ha observado que la hipertensión 

venosa inducida por 30 minutos de bipedestación en pacientes con IVC produce 

varias alteraciones relacionadas con moléculas de adhesión en el plasma (Saharay 

et al., 1998). Se produce la reducción de los niveles de L-selectina e integrinas en 

los neutrófilos y los monocitos circulantes como consecuencia de su retención en la 

pared venosa durante la microcirculación; al tiempo que se incrementan los niveles 

plasmáticos de L-selectina, lo cual refleja la liberación de estas moléculas durante la 
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adhesión de los leucocitos a las células endoteliales. Incluso, en pacientes con IVC, 

estas moléculas de adhesión se producen por el simple hecho de caminar, 

presumiblemente en respuesta al incremento de la presión hidrodinámica que se 

transmite a través de las venas perforantes incompetentes y los vasos cutáneos y 

subcutáneos (Ciuffetti et al., 1999). 

Los leucocitos activados son capaces de producir importantes cantidades de 

especies reactivas del oxígeno (ROS), como el radical anión superóxido (O2•−) y 

proteasas que degradan la MEC (Michiels et al., 2002). Asimismo pueden liberar 

distintos factores de crecimiento, como el bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) y el 

PDGF (Platelet Derived Growth Factor) que pueden inducir la proliferación, la 

migración y la desdiferenciación de las células musculares lisas, lo que contribuye al 

remodelado de la pared venosa (Michiels et al., 2002, Naoum et al., 2007). 

Por otro lado, las células endoteliales cumplen un papel importante en la 

regulación de la inflamación, del remodelado y del tono vascular en la insuficiencia 

venosa. Estas células suelen estar deformadas (Aunapuu and Arend, 2005) y 

activadas (Michiels et al., 2002) y son capaces de liberar distintos tipos de 

mediadores inflamatorios como moléculas de adhesión, factor de von Willebrand, 

factores de crecimiento (Aunapuu and Arend, 2005) y sustancias vasoactivas. Se ha 

determinado en algunos estudios además (Glowinski and Glowinski, 2002), que el 

potencial antioxidante está disminuido en las venas varicosas. La actividad de la 

superóxido dismutasa (SOD) está disminuida y esto conlleva a un aumento de 

productos derivados de la peroxidación de lípidos. Además este estudio y otros 

(Condezo et al., 2013) muestran un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes. 

Posiblemente esto indique que el trastorno bioquímico en la pared venosa sea el 

primer paso en la patogénesis de las venas varicosas y la dilatación de las mismas 

una consecuencia hemodinámica. 

Como se desprende de lo anteriormente expuesto, el funcionamiento normal 

del sistema venoso depende de la integridad de las válvulas, de la pared venosa y 

de la hemodinámica del flujo sanguíneo venoso. Estos tres componentes están 

interrelacionados y las venas varicosas presentan clínicamente alteraciones en 

todos ellos. Esto hace difícil establecer la secuencia de los eventos patológicos, lo 

que sumado a la etiología multifactorial de la enfermedad complica aún más el 
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entendimiento del proceso de formación de las varices. 

5. Clasificación de la IVC. 

Tradicionalmente la clasificación de la IVC se realizó exclusivamente 

basándose en la apariencia de las venas varicosas. En el papiro de Ebers (1550), ya 

se definen las várices como “hinchazones sinuosas y serpentiformes con numerosos 

nudos” (Pocard, 1997). Antes de la década de los sesenta, las descripciones eran 

declaraciones anecdóticas del problema basadas en experiencias de muestras 

hospitalarias. Posteriormente, en las décadas de los sesenta y setenta, Denis 

Parsons Burkitt (1956) con sus observaciones en el África ecuatorial, estimuló la 

realización de estudios epidemiológicos por observaciones clínicas (Burkitt, 1972). 

Hasta la década de los ochenta se concentraban en definir un criterio estándar para 

venas varicosas y en describir su frecuencia de presentación y la mayoría de los 

estudios acogieron la definición dada por Arnoldi (1957): “cualquier vena subcutánea 

dilatada, tortuosa o elongada en las extremidades inferiores”. Luego, algunos 

autores, adoptaron los criterios del estudio Basle, el cual clasificaba las várices 

mediante el examen físico en várices tronculares, reticulares y telangiectasias 

(Widmer, 1978). En la década del noventa se publicó el estudio venoso de 

Edimburgo, el cual clasificó las venas de acuerdo a su severidad de daño en: 

tronculares, reticulares y varices intradérmicas, las que posteriormente pasaron a ser 

simplemente “venas varicosas (> 4 mm), venas reticulares (<4mm) y telangiectasias 

(<1 mm) (Porter et Moneta, 1995). Los estudios se concentraban más en la 

presencia de enfermedad, que en el simple hallazgo visual de las venas y se acordó 

la definición de insuficiencia venosa crónica para “todos los desórdenes venosos que 

no son agudos”, es decir, se excluye entonces, la trombosis, oclusión o trauma. 

También se llegó al acuerdo en definir a la enfermedad venosa como aquella que 

“causa síntomas en los miembros inferiores incluyendo edema, hiperpigmentación, 

lipodermatoesclerosis y ulceración”, la cual por definición excluía las telangiectasias 

asintomáticas.  

Con el advenimiento de las técnicas no invasivas como el eco-doppler color, 

los estudios empezaron a basarse en los hallazgos funcionales, además de evaluar 

el hallazgo físico. La ausencia de precisión en el diagnóstico, los informes 

controvertidos en el manejo de los problemas venosos específicos (consecuencia de 



18 

 

la falta de claridad diagnóstica y de una clasificación que permitiera comparar 

estudios) llevó en 1994 a un comité internacional, del Foro Venoso Americano, a 

definir y clasificar los desórdenes venosos. Este consenso permitió clasificar la 

enfermedad venosa en cuatro categorías: clínica (C), etiología (E), anatomía(A) y 

patofisiología (P). Tras un año de trabajo se llegó a la clasificación que se utiliza hoy 

en día y cuya denominación es C.E.A.P (clinical-etiologic-anatomicpathophysiologic). 

En el año 2004, se realizó la primera revisión de la clasificación CEAP (Eklöf et al., 

2004), la cual refinó algunas definiciones, adicionó el descriptor C0 de “NO 

anormalidad venosa identificada”, incorporó el dato de clasificación y el nivel de 

investigación del problema venoso y describió una clasificación CEAP como 

alternativa más simple a la clasificación completa que ahora quedó como 

“avanzada”. Desde entonces, los estudios de prevalencia deberían emplear la 

clasificación CEAP descriptiva, mientras que los estudios experimentales de 

intervención, deben emplear el índice de severidad venosa de la clasificación CEAP 

que incluye número de segmentos anatómicos afectados, grado de severidad de los 

síntomas y signos y discapacidad. 

Basándose en los criterios arriba mencionados de la IVC se determina por: 1) 

el número de segmentos anatómicos afectados, 2) el grado de severidad de los 

síntomas y 3) la discapacidad que le supone al paciente. 

Los pacientes con IVC se clasifican en: 

1. Clínico (C). 

C0 Sin signos ni síntomas evidentes de enfermedad venosa 

C1 Telangiectasias o venas reticulares 

C2 Varices colaterales o tronculares 

C3 Venas varicosas con edema 

C4 Varices con cambios cutáneos tróficos de éstasis venosa (dermatitis ocre, 

lipodermatoesclerosis o eczema entre otros) 

C5 Venas varicosas con úlcera cerrada 

C6 Venas varicosas con úlcera abierta 

2. Etiológico (E). 
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Ec Congénita 

Ep Primaria 

Es Secundaria a etiología conocida (postraumática o postflebítica). 

3. Anatómica (A) 

As Vena del sistema venoso superficial 

Ad Vena del sistema venoso profundo 

Ap Vena del sistema venoso perforante 

 

4. Fisiopatológica (P) 

Pr Reflujo 

Po Obstrucción 

 

6. Estudio eco-doppler. 

El eco-doppler es la exploración no invasiva que, en el momento actual aporta 

la mayor información sobre la patología que nos ocupa. La utilización del eco-

doppler en el estudio de la insuficiencia venosa es el único procedimiento no 

invasivo capaz de suministrar una topografía anatómica y hemodinámica precisa de 

la circulación venosa de los MMII a tiempo real, mostrando “in vivo” los cambios que 

se producen ante diferentes maniobras que simulan el comportamiento fisiológico de 

la circulación venosa. El eco-doppler permite una adecuada exploración de las 

venas del sistema profundo y superficial. Las venas superficiales a explorar 

comprenderán ambas venas safenas y sus ramas, así como las venas perforantes. 

Para ello se utilizará un transductor de 7.5-10 Mhz con doppler pulsado. El 

complemento del doppler color puede ser útil, si bien no resulta indispensable. 

Fundamentalmente se practicarán secciones transversales en sentido descendente 

efectuando una reconstrucción tridimensional de los vasos estudiados. 

Las maniobras efectuadas en el diagnóstico de la insuficiencia venosa crónica 

son: la maniobra de Valsalva, la cual al producir un paro circulatorio proximal 
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permitirá la exploración de la insuficiencia venosa proximal al punto de detección, así 

como la identificación de los puntos de fuga.  

 

 

 

Figura 4. Ecógrafo  utilizado en este estudio. 

 

 

La maniobra de compresión y descompresión distal permitirá valorar la 

dirección de flujo venosa troncular, no siendo sin embargo una maniobra  fisiológica.  

De especial importancia son las maniobras de exploración de bomba 

muscular punta-talón y Paraná por cuanto nos permitirán valorar la eventual 

insuficiencia venosa en condiciones fisiológicas. 

En función a la relación anatómica de los componentes vasculares con las 

distintas estructuras de los MMII (relación con las fascias) podremos distinguir 4 

redes venosas: 

- Red primaria, comprende aquellas venas situadas en un plano profundo a la 

fascia profunda, correspondería al sistema venoso profundo. 
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- Red secundaria, comprende aquellas venas situadas en el interior de la 

fascia de desdoblamiento, corresponderían a la safena interna, safena anterior o 

accesoria, safena externa y vena de Giacomini. 

- Red terciaria, comprenden aquellas venas situadas por fuera de la fascia de 

desdoblamiento, corresponderían fundamentalmente a ramas de las safenas, o a 

venas originadas por perforantes. Dichas venas terminan en perforantes o conectan 

con las venas safenas. 

- Red cuaternaria, sería un tipo especial de red terciaria que conectaría a dos 

segmentos de safena entre sí. Pueden ser de 2 tipos: longitudinal cuando conectan 

a la misma safena o transversal cuando conectan a otro elemento de la red 

secundaria. 

Uno de los aspectos más importantes que sin duda aporta el eco-doppler en 

el estudio de la insuficiencia venosa consiste en la posibilidad de realizar una 

cartografía no sólo morfológica, sino también hemodinámica, de las venas 

estudiadas. Antes de referirnos a ella es necesario considerar algunos conceptos 

previos. 

Entendemos por flujo anterógrado el sentido de flujo fisiológico de una vena. 

Flujo retrógrado sería aquél flujo de sentido contrario al fisiológico. Punto de fuga 

sería el paso de un compartimento interior a otro exterior. Punto de entrada sería el 

paso de un compartimento exterior a otro interior. El reflujo ha sido ya definido como 

un flujo que regresa en sentido contrario al fisiológico, presupone un flujo previo de 

sentido normal. El concepto de reflujo es un concepto caracterizado por la presencia 

de flujo bidireccional, no aportando información acerca de su punto de origen. 

El concepto de competencia o incompetencia venosa hace referencia a la 

función valvular, no presuponiendo necesariamente el sentido de flujo. Podemos 

concebir el síndrome de insuficiencia venosa superficial como un circuito retrógrado 

o shunt veno-venoso. Éste viene determinado por un punto de fuga (por ejemplo la 

unión safeno-femoral), un trayecto habitualmente retrógrado, cuya parte visible 

constituirían las varices y finalmente un punto de re-entrada al sistema venoso 

profundo (a través de venas perforantes). El desplazamiento de la sangre en el 

shunt veno-venoso está condicionado por la energía gravitatoria de la columna de 

presión y por la propia energía cinética generada por la bomba muscular. En relación 
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a la bomba muscular un shunt puede activarse en sístole, o más frecuentemente en 

diástole. A su vez un shunt puede ser cerrado o abierto, según la sangre recircule o 

no en el interior del mismo.  

 

7. Tratamiento de la insuficiencia venosa crónica. 

El tratamiento de la patología varicosa tiene múltiples vías de abordaje y se 

determina mediante el examen clínico  seguido por un estudio ecográfico y doppler 

del sistema venoso de las extremidades inferiores. Existe una amplia variedad de 

terapias disponibles para tratar varices, incluidas las terapias conservadoras y las 

intervenciones quirúrgicas.  Se recomienda terapias conservadoras con frecuencia 

en asintomáticos o aquellos pacientes con síntomas leves a moderados. Las 

intervenciones quirúrgicas generalmente son necesarias cuando los síntomas de las 

venas varicosas afectan significativamente en la calidad de vida del paciente. 

Siempre que el sistema venoso profundo de las piernas sea competente y libre de 

obstáculos, un paciente puede tolerar con seguridad la extirpación quirúrgica o la 

oclusión de las venas varicosas. La terapia conservadora intenta limitar la progresión 

de la enfermedad. Se aconseja cambios en el estilo de vida, incluyendo el ejercicio 

físico y la pérdida de peso así como las medias de compresión para aliviar  la 

sintomatología y evitar las complicaciones de las varices. 

 

7.1. Cirugía. 

El efecto beneficioso inducido por la cirugía del sistema venoso superficial 

depende del grado del avance de la insuficiencia venosa. La cirugía  del sistema 

venoso superficial puede producir efectos significativos en la hemodinámica venosa 

general, de hecho algunos segmentos venosos, tales como las venas perforantes y 

venas profundas, pueden invertir su incompetencia como consecuencia de la 

reducción en la sobrecarga venosa total de la pierna.  

La escleroterapia se realiza generalmente como paciente ambulatorio y el 

procedimiento se realiza con anestesia local. Esta técnica implica la inyección de 

una sustancia química líquida (esclerosante) en la vena anormal para iniciar la 
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inflamación  y oclusión, guiada por ultrasonido la escleroterapia permite  que el 

esclerosante pueda ser inyectado directamente. La escleroterapia con espuma 

(mezcla el aire o el gas con el esclerosante) para producir espuma, lo que permite 

que una pequeña cantidad de esclerosante pueda cubrir un área superficial mayor 

por desplazamiento de la sangre dentro de la vena.  

La flebectomía ambulatoria consiste en extraer  venas varicosas  distales a la 

unión safeno-femoral o a la unión safeno-poplítea, sin incluir la safena interna ni 

externa. Con anestesia local, se hacen pequeñas incisiones en la piel y las varices 

de gran superficie se extraen utilizando un gancho de flebectomía. 

La ligadura  con o sin extirpación venosa es generalmente apropiada cuando 

la VSI y VSE tienen reflujo o incompetencia  que se demuestra en un eco-doppler. 

Esta intervención se realiza generalmente como un procedimiento con el paciente 

hospitalizado bajo anestesia general. 

Existen dos tratamientos endovenosos, la radiofrecuencia y la terapia con 

láser endovenoso.  En ambos tratamientos se utiliza una fuente térmica tipo catéter 

que se introduce por la vena a tratar justo distal a la unión con el sistema venoso 

profundo. El calor que genera el catéter se va retirando progresivamente a lo largo 

del trayecto de la vena a tratar produciendo un daño endotelial y la pared venosa se 

contrae quedando sellada sin flujo. 

Los estudios clínicos han permitido establecer que los cambios inducidos por 

la cirugía primaria en el reflujo de venas superficiales, perforantes y partes 

remanentes de VSI es un proceso dinámico. Así, en un número importante de 

pacientes con venas perforantes incompetentes, la cirugía primaria superficial 

revierte la anomalía a lo largo de 2 a 24 meses. Por tanto, no existe la necesidad de 

interrumpir el flujo a través de las venas perforantes, algunas veces recomendado 

para prevenir la recidiva varicosa (Stuart et al., 1998, Mendes et al., 2003, 

Rutherford et al., 2001). Se especula que el mecanismo por el cual la cirugía venosa 

superficial ejerce un efecto beneficioso sobre las venas perforantes incompetentes 

guarda relación con el periodo de adaptación requerida por los elementos elásticos 

de la pared venosa una vez reducido el volumen sanguíneo venoso (Turton et al., 

1999). Sin embargo, este efecto beneficioso duradero de la cirugía venosa 

superficial puede ser parcialmente contrarrestado por la formación de nuevos vasos 
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incompetentes producidos por el re-direccionamiento del flujo venoso después de la 

remoción de la VSI. Las venas con la pared debilitada que reciben más flujo 

sanguíneo pos-operatorio pueden llegar a dilatarse y transformarse en varicosas 

(Turton et al., 1999). De ahí que, la recurrencia, cuya etiología se desconoce, no se 

puede prevenir totalmente por la mejora de las técnicas de cirugía (Blomgren et al., 

2005). 

 

7.2. Tratamiento farmacológico de la IVC.  

El tratamiento farmacológico tiene un efecto limitado; sólo está indicado como 

tratamiento paliativo en ciclos temporales de duración limitada, no existiendo 

evidencia de utilidad en el empleo sistemático y matenido. La Sociedad Española de 

Angiología y Cirugía Vascular estima oportuno realizar las siguientes precisiones: la 

resolución de la Agencia Española del Medicamento, tras una reevaluación de la 

relación beneficio-riesgo de los agentes flebotónicos para la administración por vía 

oral, concreta la indicación terapéutica de los mismos únicamente para un alivio a 

corto plazo (de 2 a 3 meses) del edema y síntomas relacionados con la IVC, 

recomendación que el capítulo sobre flebología de la Sociedad Española de 

Angiología y Cirugía Vascular comparte absolutamente. 

 

Tabla 3. Esquema sobre la evidencia científica y las recomendaciones en el 

tratamiento médico de la IVC. 

 

EVIDENCIA / RECOMENDACIÓN NIVEL/GRADO 

E 

No hay pruebas suficientes para apoyar en 

forma global la eficacia de los flebotónicos para la IVC. 

Se ha sugerido que los flebotónicos tienen cierta eficacia 

sobre el edema pero su relevancia clínica es incierta. 

Bebido a las limitaciones de la evidencia actual, hacen 

falta más ensayos clínicos controlados y aleatorizados 

que tengan mayor consideración a la calidad 

Ia 

(E:Shekelle) 

Martínez MJ et al, 2008 
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metodológica. 

E 

Las drogas flebotónicas parecen ser una 

estrategia terapeútica adecuada para los pacientes que 

no son candidatos para la cirugía, es decir, aquellos en 

los que la cirugía está contraindicada o como una terapia 

coadyuvante en los pacientes elegibles para cirugía. 

III 

(E:Shekelle) 

Agus GB et al, 2005 

R 

Aunque la evidencia no es suficiente para 

apoyar el uso de flebotónicos, pueden utilizarse en los 

siguientes casos: 

-manejo de síntomas subjetivos y funcionales de 

IVC. 

-pacientes con IVC en donde la cirugía no está 

indicada. 

-como terapia coadyuvante en pacientes 

sometidos a tratamiento quirúrgico con persistencia de 

síntomas subjetivos. 

Se recomienda considerar que el tratamiento 

farmacológico no sustituye a la compresoterapia. 

A 

(E:Shekelle) 

Martínez MJ et al, 2008 

Agus GB et al, 2005 

E 

No hay suficiente evidencia sobre la utilización 

de diuréticos como parte del tratamiento médico de la 

IVC. 

III 

(E:Shekelle) 

Jones R et al, 2008 

 

E 

La pentoxifilina ha demostrado efectividad en la 

cicatrización de la úlcera venosa, es un complemento 

efectivo de la terapia de compresión para el manejo de 

esta patología. 

 

Ia 

(E:Shekelle) 

Jull A, 2008 

R 

Se recomienda utilizar pentoxifilina en pacientes 

con úlcera venosa. No está justificado su uso en 

A 

(E:Shekelle) 
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pacientes con clasificación (C) de CEAP menor de 6. Jull A, 2008 

 

Entre los fármacos flebotónicos se encuentran los flavonoides y derivados de 

los extractos del castaño de indias. Diversos ensayos clínicos han demostrado que 

estas sustancias parecen mejorar los síntomas de la IVC (Martinez et al., 2005, 

Struckmann, 1999). Aunque su mecanismo de acción no está totalmente esclarecido 

se sabe que, incrementan el tono venoso, reducen la inflamación de la pared y 

reducen la permeabilidad capilar (Martinez et al., 2005). Se ha sugerido que los 

flavonoides pueden proteger la pared vascular de la hipoxia e inhibir la expresión de 

moléculas de adhesión en el endotelio y los leucocitos (MacKay, 2001, Nicolaides, 

2003). Por otra parte, los extractos del castaño de indias, que contienen el 

compuesto triterpénico saponina, poseen propiedades antiinflamatorias y 

antioxidantes (MacKay, 2001). Otro compuesto que parece ser efectivo en la 

sintomatología de la IVC es el pycnogenol (Horpag Research, Ginebra, Suiza). Este 

compuesto, extraído de la corteza de una planta marítima, tiene propiedades 

antiinflamatorias al inhibir la expresión de la 5-lipoxigenasa y la ciclooxigenasa-2 y al 

reducir la actividad de la fosfolipasa A2 (Canali et al., 2009). El mecanismo de acción 

de estos y otros compuestos similares parece estar relacionado con su capacidad de 

reducir la inflamación de la pared venosa y el remodelado que sigue a la hipoxia, el 

estrés mecánico y la reducción del estrés de corte (Lim and Davies, 2009). 

Otro grupo de compuestos potencialmente interesantes son los que restauran 

la homeostasis de la MEC, por ejemplo los moduladores de MMPs y TIMPs. Los 

inhibidores de las MMPs, como las estatinas o la doxiciclina, han demostrado reducir 

la degradación de la pared arterial en aneurismas (Abdul-Hussien et al., 2009), por lo 

que existe la posibilidad de que ejerzan un efecto similar en la pared de venas 

varicosas. 
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B. ESTRÉS OXIDATIVO 

 

Tradicionalmente el estrés oxidativo se definía como una situación de 

desequilibrio global entre pro-oxidantes y antioxidantes, en favor de los primeros 

(Sies, 1985). Actualmente el estrés oxidativo se considera  una alteración de la 

señalización y el control redox (Jones, 2006), ya que, en condiciones fisiológicas 

normales, los pro-oxidantes o especies reactivas se producen en el metabolismo 

celular normal y tienen un papel biológico entre otros en la defensa contra 

infecciones o actúan de moléculas de señalización. El delicado balance entre los 

efectos beneficiosos o dañinos de los radicales libres es de vital importancia para los 

organismos y a este mecanismo se lo conoce como “regulación redox u homeostasis 

redox” (Dröge, 2002). 

 

 

Figura 5. Esquema sobre las reacciones de formación y eliminación de 

especies reactivas del oxígeno y nitrógeno además de los sistemas de defensa 

antioxidante.  

(Adaptado de Valko et al., 2007). 
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1.  Radicales libres (RL). 

En bioquímica se considera oxidación a todo proceso en el que se produce 

pérdida de electrones, captación de oxigeno o una cesión de hidrógeno. A su vez 

toda reacción de oxidación conlleva otra de reducción en la cual se captan 

electrones. Todo proceso de oxidación va siempre acompañado de otro de 

reducción. El oxígeno es la principal fuente de energía en los organismos aerobios. 

La mayor parte del oxígeno se reduce a agua pero un 2% puede dar lugar a 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Los radicales libres (RL) son moléculas o 

fragmentos de moléculas que contienen uno o más electrones desapareados en 

orbitales atómicos o moleculares lo que les confiere una alta reactividad (Halliwell 

and Gutteridge, 1999. Los radicales derivados de oxígeno (ROS) representan la 

clase más importante en los sistemas biológicos (Miller et al., 1990). Los ROS se 

generan mediante sucesivas reacciones de reducción, el oxígeno se reduce a radical 

anión superóxido, éste a su vez puede reducirse a peróxido de hidrógeno y el 

peróxido de hidrógeno a radical hidroxilo. Otros radicales libres de importancia 

biológica son los radicales libres derivados del nitrógeno (especies reactivas del 

nitrógeno, RNS) entre ellos el oxido nítrico.  

Tanto los ROS como los RNS tienen un papel dual dentro de un sistema 

biológico. La superproducción de estas especies reactivas se traduce en un proceso 

dañino sobre las estructuras celulares, lo que se la denominado estrés oxidativo. 

Dentro de la patología vascular, el endotelio representa el elemento central en el 

control de la homeostasis vascular. 

La reactividad química de los radicales libres se puede evaluar mediante un 

parámetro denominado vida media (t1/2). Los radicales de mayor reactividad son los 

que tienen una vida media más corta. Existen otras especies como veremos 

posteriormente con elevada reactividad, y no son radicales libres, como el 

peroxinitrito (ONOO-). 

A continuación describimos los ROS y RNS más importantes en los sistemas 

biológicos. 
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1.1 Radical anión superóxido  (O2 •−). 

El oxígeno molecular tiene una configuración electrónica única y es por sí 

mismo un radical. La adición de un electrón a la forma dioxígenada produce el 

radical anión superóxido (O2•−), el cual es considerado como un ROS primario, es 

decir a partir del cual se generan otros ROS, ya sea por interacción directa con otras 

moléculas o mediante procesos catalizados por metales o enzimas (Valko et al., 

2005). La producción de O2•− tiene lugar fundamentalmente en las mitocondrias de 

la célula relacionado con el funcionamiento de la cadena respiratoria (Cadenas and 

Sies, 1998). Se estima que durante la transducción de la energía se produce la fuga 

de una pequeña cantidad de electrones, aproximadamente del 1-3%, que 

interaccionan con el oxígeno molecular y forman O2•−. 

 

1.2. El radical hidroxilo (•OH).  

Es la forma neutra del ión hidróxido y posee una elevada reactividad, 

convirtiéndolo en un radical peligroso. Tiene una vida media muy corta 10-9 s in vivo 

(Pastor et al., 2000), de modo que suele reaccionar en el mismo sitio de formación. 

Parte del estado redox de una célula es regulado por el hierro y cobre que contiene, 

mantenido el estado redox dentro de estrictos límites fisiológicos. Bajo condiciones 

de estrés, un exceso de O2•− favorece la liberación de hierro de las moléculas que lo 

contienen y su posterior participación en la reacción de Fenton que genera •OH 

(Fe+2 + H2O2  Fe+3 + •OH + OH−) (Valko et al., 2005). El O2•− puede 

también participar en la reacción de Haber-Weiss (O2•−+ H2O2 O2+ 

•OH + OH−), la cual combina una reacción de Fenton con la reducción de Fe+3 

mediante el O2•− (Liochev and Fridovich, 2002). Aunque se sabe que la reacción de 

Fenton ocurre in vitro, se ha esclarecido en parte su relevancia en condiciones 

fisiológicas, debido a que la cantidad de hierro libre catalítico puede ser alta en 

algunas circunstancias (Bunda el al., 2005). 

 

1.3. Radical peroxilo (ROO•).  

El radical hidroperoxilo (HOO•), una forma protonada de O2•−, es la forma 
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más simple de radical peroxilo pero que debido al valor pKa del O2•− solo se forma 

en un 0.3% en condiciones fisiológicas (De Grey, 2002). Sin embargo, se ha 

demostrado que HOO• inicia la peroxidación de ácidos grasos por rutas paralelas: 

una independiente y otra dependiente de hidroperóxidos de ácidos grasos (LOOH) 

(Aikensand Dix, 1991), siendo esta última un mecanismo relevante de iniciación de 

la peroxidación de lípidos in vivo. 

 

1.4 Óxido nítrico (NO•).  

Diversas óxido nítrico sintasas (Nitric Oxide Sintetases, NOSs) se encargan 

de su generación, las cuales metabolizan la arginina a citrulina con formación de 

NO• mediante una reacción de oxidación en la que participan cinco electrones.  

El NO• participa como molécula de señalización en muchos procesos 

biológicos tales como neurotransmisión, presión arterial, mecanismos de defensa, 

relajación del músculo liso y regulación inmune (Bergendi et al., 1999). El NO• en 

medio acuoso, tiene una vida media de pocos segundos, pero es estable abajas 

concentraciones de oxígeno (vida media >15 s). Asimismo, dado su solubilidad en 

medio acuoso y lipídico difunde con facilidad a través de la membrana 

citoplasmática. 

La molécula de nitrógeno está formada por dos átomos de nitrógeno que 

forman tres enlaces covalentes completos, lo que le hace una molécula estable e 

inerte. Cuando un átomo de nitrógeno con tres electrones desapareados, reacciona 

con un átomo de oxígeno con dos electrones desapareados, se produce óxido nítrico 

(NO•), que es una molécula con un número impar de electrones ya que se forma un 

doble enlace completo N=O y queda un electrón desapareado y deslocalizado que 

es el que da el carácter de radical libre al óxido nítrico. Por tanto, el óxido nítrico es 

un radical libre desde el punto de vista físico por poseer un electrón desapareado, 

pero su carácter de radical libre químico, como inductor de reacciones de 

propagación, no se conoce por el momento. Sin embargo el óxido nítrico puede 

reaccionar fácilmente con el radical anión superóxido para formar peroxinitritos 

(ONOO-).  
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1.5. Anión peroxinitrito (ONOO−). 

Las células del sistema inmune producen simultáneamente NO• y O2•− 

durante el proceso oxidativo inducido por la inflamación. Bajo estas condiciones, 

estos radicales pueden reaccionar entre sí a alta velocidad (7.0x109 M-1s-1) y 

producir anión peroxinitrito (NO• y O2•− ONOO−), una molécula mucho más 

oxidante. Los peroxinitritos intervienen en el daño oxidativo generando productos 

tóxicos como el 4-hidroxinonenal por peroxidación lipídica, la oxidación de los grupos 

carbonilos de las proteínas y la nitración de los residuos tirosina de las proteínas (3-

nitrotirosina, 3-NT), particularmente nocivos para las células. Aunque el peroxinitrito 

es un fuerte radical libre oxidante, reacciona a una velocidad relativamente lenta con 

la mayoría de las moléculas. Es capaz de atravesar las membranas celulares, en 

parte, a través de canales de aniones. De modo que, la toxicidad del NO• está 

relacionada con su capacidad para reaccionar con O2•−. 

 

1.6. Peróxido de hidrógeno (H2O2). 

Las principales especies reactivas de oxígeno son el radical anión superóxido 

(O2•−), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•OH). El H2O2 no es un 

radical libre ya que todos sus orbitales contienen dos electrones con spins 

antiparalelos, pero cae en esta categoría por ser un compuesto intermediario e 

importante en la bioquímica de los RL. En condiciones biológicas es un oxidante 

débil que puede oxidar grupos tiol de proteínas o grupos acilo poliinsaturados en 

lípidos. En la reacción de Fenton puede generar •OH un radical más reactivo. 

El peróxido de hidrógeno también puede formarse por la reducción divalente 

del oxígeno molecular sin la formación del radical anión superóxido mediante las 

oxidasas de los peroxisomas, enzimas que actúan como catalizadoras de la 

reacción. Los niveles de concentración de peróxido de hidrógeno en las células 

suelen ser 1000 veces mayores que los del radical anión superóxido. El peróxido de 

hidrógeno puede actuar como oxidante o como reductor, y es poco reactivo en 

disolución acuosa. Sin embargo, en exceso resulta muy nocivo para la célula, ya que 

puede atravesar las membranas biológicas e inducir la formación del radical hidroxilo 
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en puntos alejados de su lugar de origen. 

 

2. Sistemas enzimáticos productores de ROS / RNS. 

En las células las mitocondrias son la fuente biológica más importante de 

generación de ROS pero éstos también se generan en la membrana, en el retículo 

endoplásmico y en el citoplasma. En la pared vascular tradicionalmente se ha 

asumido que los macrófagos eran la fuente principal de ROS. Sin embargo, aunque 

no hay duda de que estas células juegan un papel importante (Cathcart, 2004), está 

claramente establecido que todas las células de la pared vascular (endotelio, células 

musculares lisas y células de la adventicia) producen ROS en cantidades variables 

en respuesta a diversos estímulos (Griendling et al., 2000). Los sistemas 

enzimáticos principales que generan anión superóxido y sus derivados en la pared 

vascular son la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, la NOS y la mieloperoxidasa. 

Asimismo, otros sistemas enzimáticos como la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa 

hemoxigenasa y el citocromo P-450 pueden generar ROS. Finalmente, también 

puede producirse ROS por la cadena de transporte electrónico mitocondrial y salida 

al citoplasma (Touyz, 2005). La importancia relativa de cada uno de estos sistemas 

va a depender del estado fisiológico o patológico de la pared vascular. 

 

2.1. NADPH oxidasa.  

Es una familia de enzimas la cual es principalmente generadora de radicales 

anión superóxido. El complejo NADH/NADPH oxidasa se encuentra unido a la 

membrana de las células endoteliales, CML y fibroblastos (Touyzetal., 2002, 

Lassegue and Clempus, 2003). Este complejo cataliza la reducción del oxígeno 

molecular usando NADPH como donante de electrones y generando radical anión 

superóxido. Esta enzima es una proteína multimérica con varias subunidades. La 

subunidad catalítica que transfiere los electrones es la gp91phox, la Nox1 o la Nox4. 

La p22phox es una subunidad estabilizadora que une la subunidad catalítica a la 

membrana plasmática, y las p47phox, p67phox y rac1, son subunidades 

reguladoras. El patrón de expresión de las diversas subunidades varía según las 

distintas células de la pared vascular y según el calibre de los vasos. En las células 
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musculares lisas la Nox1, o la Nox4 es la subunidad catalítica de la enzima, a 

diferencia de la NADPH oxidasa de neutrófilos, en la que la subunidad catalítica es 

gp91phox (Hanna et al., 2004). 

La NADPH oxidasa de células fagocíticas, que se activa sólo mediante 

estimulación, produce radical anión superóxido al espacio extracelular en forma de 

estallido respiratorio (Babior et al., 2002). A diferencia de este patrón de activación, 

las enzimas de la pared vascular están activadas de forma constitutiva, produciendo 

radical anión superóxido intracelularmente de forma lenta y sostenida, de manera 

que puede servir como molécula de señalización (Touyz et al., 2002, Touyz, 2005). 

Aunque las NADPH oxidasas vasculares son enzimas constitutivas, se ha 

demostrado que varios factores humorales, como la Angiotensina II, la Endotelina-1 

o el factor de necrosis tumoral (TNF-a) regulan su actividad. 

 

2.2. Xantina oxidasa.  

Otra enzima productora de radical anión superóxido en la pared vascular es la 

xantina oxidoreductasa. Este enzima es ubicuo y existe en dos formas 

interconvertibles, pero con diferente función: la xantina deshidrogenada (XDH; EC 

1.1.1.204) y la xantina oxidasa (XO; 1.1.3.22) (Harrison, 2002). Granger y 

colaboradores demostraron que esta enzima puede participar en la patogénesis de 

la isquemia-reperfusión (Harrison, 2002). Durante la isquemia se produce una 

elevación de calcio que genera xantina oxidasa a partir de la xantina 

deshidrogenasa, (que predomina en circunstancias normales in vivo). 

Simultáneamente se genera hipoxantina a partir de ATP. Durante la reperfusión la 

entrada de oxígeno permite la oxidación de la hipoxantina a xantina por la XO para 

formar radical anión superóxido y peróxido de hidrógeno (Cai and Harrison, 2000). 

 

2.3. Mieloperoxidasa.  

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima que genera ácido hipocloroso 

(HClO) y otras moléculas derivadas a partir de peróxido de hidrógeno. Se almacena 

en neutrófilos y monocitos. Evidencias recientes indican que es una de las 
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responsables del daño a la pared vascular en aterosclerosis (Bonomini et al., 2008). 

También se ha descrito un incremento en el contenido de mieloperoxidasa en venas 

varicosas, sugiriendo que podría tener un papel en las primeras etapas de la 

formación de venas varicosas mediante la generación de radicales libres (Glowinski 

and Glowinski, 2002). 

 

2.4. Sintasa de óxido nítrico.  

El NO se sintetiza a partir de la L-arginina por la enzima sintasa de NO• 

(NOS) en dos pasos. La NOS forma parte de la familia de las hemoproteinas. Estas 

enzimas tienen dos dominios distintos cada uno con un papel catalítico específico. 

Se han descrito tres isoformas de la NOS (NOS I, II y III), también denominadas 

nNOS, iNOS y eNOS, respectivamente. La nNOS y la eNOS (neuronal y endotelial) 

son NOS constitutivas y la iNOS es una enzima inducible que requiere el estímulo 

por lipopolisacáridos o por citocinas, induciéndose su síntesis como un mecanismo 

de respuesta citotóxico. Las tres isoformas son inhibidas, de manera competitiva, por 

análogos de la L-arginina, como la NG-nitro-L-arginina-metil ester (L-NAME) 

(Moncada and Palmer, 1991). 

La eNOS participa en el control del tono vascular y en el control de la presión 

arterial y es también una fuente de ROS. Una deficiencia en el sustrato, L-arginina, o 

en alguno de los cofactores del enzima, como la BH4, está asociada con un 

desacoplamiento de la vía, lo que produce una reducción de la cantidad de NO•  y 

un aumento de la presencia de radicales anión superóxido y peroxinitrito 

(Landmesser et al., 2003). Esto mismo es lo que podría pasar en la pared de las 

venas varicosas, ya que se ha encontrado una disminución en la expresión de las 

tres isoformas de NOS (Haviarova et al., 2011). 

Además de los sistemas enzimáticos mencionados anteriormente, existen 

otras enzimas como la lipoxigenasa, cicloxigenasa, citocromo P-450 monoxigenasa, 

entre otras, que pueden generar ROS en la pared vascular en ciertas circunstancias 

(Bonomini et al., 2008). Asimismo, en situaciones patológicas en las que se produce 

el desacoplamiento de la eNOS, los ROS procedentes de la cadena de transporte 

mitocondrial pueden salir al citoplasma (Bonomini et al., 2008). 
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3. Principales mecanismos de defensa antioxidante endógenos. 

La mayor parte de los radicales libres generados por el organismo son 

eliminados mediante unos mecanismos de defensa, presentes en todas las células, 

conocidos como antioxidantes, secuestradores de radicales libres (scavenger) o 

reductores. Un antioxidante se puede definir como una sustancia que, a bajas 

concentraciones respecto al sustrato oxidable, retrasa o previene su oxidación 

(Halliwell and Whiteman, 2004). Sin embargo, es necesario distinguir también entre 

la actividad antioxidante y la actividad estabilizadora de RL o scavenger. La primera 

está determinada completamente por la reactividad de un antioxidante frente a RL, lo 

cual puede ser caracterizado por la velocidad de esa reacción. La segunda mide la 

capacidad para retardar la degradación oxidativa. Por lo tanto, una alta actividad 

scavenger no siempre se correlaciona con una actividad antioxidante.  

Los antioxidantes pueden ser generados por las propias células o 

incorporados exógenamente en la dieta. Los sistemas de defensa antioxidante en el 

organismo pueden clasificarse en dos grupos: sistemas de defensa enzimáticos y 

sistemas de defensa no enzimáticos. Los sistemas enzimáticos se encuentran 

dentro de la célula como la glutatión peroxidasa, la glutatión reductasa, SOD, y la 

catalasa. Además de los sistemas enzimáticos existen pequeñas moléculas en los 

espacios extracelulares, en la sangre así como en los fluidos corporales, que 

constituyen una primera línea de defensa frente a ROS, donde los sistemas 

enzimáticos están ausentes o en cantidades muy pequeñas. Estas pequeñas 

moléculas antioxidantes pueden ser hidrosolubles, localizadas en los fluidos, como 

el glutatión o la vitamina C, o liposolubles, localizadas en las membranas celulares, 

como la vitamina E. 

 

3.1. Sistemas de defensa antioxidante enzimáticos. 
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3.1.1. Superóxido dismutasa (SOD).  

La superóxido dismutasa (SOD) constituye la primera defensa enzimática que 

presenta la célula para hacer frente a la producción de radical primario O2•−. Esta 

enzima cataliza la dismutación del O2•− con la consiguiente formación de peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y oxígeno. 

Se han caracterizado tres isoenzimas en mamíferos que difieren tanto en su 

localización celular como en los cofactores metálicos de sus centros activos: Cu/Zn-

SOD (SOD1); Mn-SOD (SOD2) (Fridovich, 1974, Fridovich, 1975,McCord and 

Fridovich, 1988), y la EcSOD (SOD3) (Nozik-Grayck et al., 2005).SOD1 es la 

principal SOD intracelular, localizada en el citoplasma con una pequeña fracción en 

el espacio inter-membrana de la mitocondria (Crapo et al., 1992). Su actividad 

depende de la presencia de Zn y principalmente de Cu (Valentine et al., 1979). El 

mecanismo de scavenger de O2•− involucra la reducción y re-oxidación del Cu en el 

sitio activo de la enzima (McCord and Fridovich, 1969). Es sensible al cianuro, lo 

cual ayuda a distinguirla de la SOD2. 

La SOD2 es una enzima que contiene manganeso (Mn) localizada en la 

matriz mitocondrial (Weisiger and Fridovich, 1973). El Mn presente en el sitio activo 

sirve para catalizar la dismutación del O2•−. A diferencia de la SOD1, la SOD2 no es 

inhibida por H2O2 (Beyer and Fridovich, 1987) y su vida media en suero es de 5-6 h 

comparado con los 6-10min de la SOD1 (Gorecki et al., 1991). La SOD3, es una 

SOD1 extracelular, fundamentalmente encontrada en el espacio vascular 

extracelular, en la superficie celular y una pequeña fracción en el plasma y fluidos 

extracelulares. Su distribución en los distintos tejidos varía entre especies, pero en 

general la SOD3 se expresa de manera altamente selectiva en vasos sanguíneos, 

pulmones, riñones, útero y en menor proporción en el corazón (Folz and Crapo, 

1994, Marklund, 1984). En tejidos dañados y aterosclerosis, la SOD3 ha sido 

también encontrada en células inflamatorias (Fukai et al., 1998). 

 

 

3.1.2. Catalasa.  

La catalasa es una hemo-enzima antioxidante complementaria de las SODs, 
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debido a que cataliza la transformación de H2O2 celular a oxígeno y agua 

particularmente en situaciones de estrés oxidativo. La reacción enzimática se 

produce en dos pasos en los que utiliza dos moléculas de H2O2. Puede 

descomponer millones de moléculas de H2O2 en cada segundo (~107 M/s) sin 

producir radicales libres (Young and Woodside, 2001). La catalasa que encontramos 

en humanos es la mono funcional compuesta por cuatro subunidades, lo que la hace 

muy resistente a cambios pH, desnaturalización térmica y proteolisis. La cantidad y 

actividad de la enzima depende del tejido donde se localice (Goyal and Basak, 

2010); así, la actividad de la catalasa es alta en el hígado y en eritrocitos, 

medianamente alta en el riñón y en el tejido adiposo, intermedio en el pulmón y 

páncreas, y muy baja en el corazón y el cerebro. En humanos, la catalasa no se 

encuentra en las células musculares lisas ni en células endoteliales; aunque, 

recientemente se ha publicado que la catalasa, así como la EcSOD y la glutatión 

peroxidasa, pueden ser liberados al plasma por neutrófilos (Berzosa et al., 2011). 

En respuesta a bajas concentraciones de H2O2 la catalasa y la GPx están 

sujetas a fosforilación, lo cual resulta en un aumento de actividad de la enzima. 

Elevadas concentraciones de H2O2 producen una degradación de la enzima 

resultando en una reducción de la destrucción del H2O2 y en  muerte celular. 

 

3.1.3. Glutatión peroxidasa.  

La glutatión peroxidasa (GPx) desempeña un papel fundamental en la 

defensa antioxidante protegiendo las membranas frente a la peroxidación lipídica 

(Groussard et al., 2003). Participa en la reducción del peróxido de hidrógeno y de los 

hidroperóxidos orgánicos a expensas del glutatión (GSH). 

Se han identificado cuatro tipos de GPx: 1) la citosólica o clásica (cGPx) la 

primera seleno proteína identificada en mamíferos, 2) la de hidroperóxidos de 

fosfolípidos (PHGPx), 3) la plasmática (pGPx) y 4) la forma gastrointestinal (GIGPx) 

(Brigelius-Flohe, 1999). La especificidad de las GPx frente a los hidroperóxidos varía 

de forma clara entre cada una de ellas. La cGPx solamente es capaz de reducir 

hidroperóxidos solubles, tales como H2O2, y algunos hidroperóxidos orgánicos 

análogos a los producidos de ácidos grasos, por ejemplo el hidroperóxido de 
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cumeno o hidroperóxidos t-butilo. Los PHGPxy pGPx son capaces de reducir 

hidroperóxidos de lípidos más complejos, en tanto que la GI-GPx tiene una 

especificidad similar a la cGPx. Otro aspecto importante a considerar es que todas 

las GPx utilizan glutatión como sustrato tiol. La pGPx es capaz de utilizar tioredoxina 

y glutaredoxina en vez de GSH como agente reductor en condiciones fisiológicas 

(Wolin, 2011). La principal fuente de pGPx es el riñón y su papel fisiológico parece 

estar relacionado con hacer frente al estrés oxidativo y/o la regulación del tono 

extracelular de hidroperóxidos implicado en la biosíntesis de mediadores lipídicos 

catalizados por lipoxigenasas (Bjornstedt et al., 1994). 

 

3.2. Sistemas de defensa antioxidante no enzimáticos. 

3.2.1. Glutatión.  

El glutatión es un péptido compuesto por tres aminoácidos: γ-L-glutamina, L-

cisteína y glicina. El glutatión es el mayor componente sulfhidrilo no proteico 

presente en las células de mamíferos a concentraciones de 0,5 a 10 mM. Este tiol 

libre tiene importantes funciones biológicas durante la proliferación celular, en el 

transporte de aminoácidos, en la síntesis de proteínas y ADN, como reserva de 

cisteína y en la protección celular contra la oxidación. Esta protección frente al daño 

causado por oxidantes como los radicales libres, se debe al grupo sulfhidrilo (SH) de 

la L-cisteína. 

 

 

Figura 6. Estructura química del glutatión reducido (GSH) 

 

El glutatión puede encontrarse en dos formas: reducida (GSH) y oxidada 

(GSSG), en la que dos tripéptidos están unidos por un puente disulfuro. El paso de 
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la forma reducida GSH a la oxidada GSSG está catalizado por la glutatión 

peroxidada. 

El GSH es abundante en el citosol (1-11 mM), núcleo (3-15 mM) y mitocondria 

(5-11 mM) y es el principal antioxidante en estos compartimentos. El GSH es 

sintetizado en el citosol por acción secuencial de la glutamato-cisteinaligasa y la 

glutatión sintetasa y posteriormente transportado a las mitocondrias a través de un 

mecanismo facilitador. El GSH sintetizado en el interior de las células puede también 

ser exportado, a velocidades altas, a través de la membrana plasmática hacia 

espacios extracelulares; así cantidades importantes son secretadas al plasma 

sanguíneo, pero su vida media está en el orden de segundos – minutos (Ballatori et 

al., 2009). 

Los principales roles protectores del GSH contra el estrés oxidativo 

comprenden: 1) su participación como cofactor de varias enzimas de detoxificación, 

tales como GPx y glutatión transferasa (GST), 2) su participación en el transporte de 

aminoácidos a través de la membrana plasmática; 3) su acción scavenger de •OH y 

oxígeno singlete, detoxificando H2O2 y peróxidos de lípidos por acción catalítica de la 

GPx (Figura 4, R5) y 4) su capacidad para regenerar los más importantes 

antioxidantes, ácido ascórbico y vitamina E, a sus formas activas (Valko et al., 2007). 

El glutatión oxidado es acumulado en el interior de las células y el ratio GSH/GSSG 

es una medida del estrés oxidativo de un organismo (Jones et al.,2000). El GSSG se 

encuentra a concentraciones mucho menores que el GSH. La regeneración del 

GSSG es catalizada por la glutatión reductasa enzima que utiliza el NADPH como 

donador de electrones. Una elevada concentración de GSSG puede producir el daño 

oxidativo. 

 

3.2.2. Ácido ascórbico.  

El ácido ascórbico actúa como un antioxidante soluble en agua a nivel intra y 

extracelular. Es una sustancia reductora fisiológica y cofactor de enzimas. El L-

ascorbato participa en numerosas reacciones enzimáticas (Padayatty and Levine, 

2001), actúa como antioxidante celular (Asard, 2002) y hace posible reciclaje del 

tocoferol de la membrana plasmática que protege frente a la peroxidación de lípidos  
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(Mayet al., 1998). 

Su presencia en fluidos biólogicos como el plasma está regulada a través de 

mecanismos que incluyen canales aniónicos (Wilson, 2005), intercambio ascorbato–

ascorbato, hemicanales (Ahmad and Evans, 2002), intercambio glutamato–

ascorbato- (Grunewald, 1993), y exocitosis (von Zastrow et al., 1986). Teóricamente, 

el ascorbato liberado por las células debería permitir reemplazar el ascorbato 

extracelular que ha sido oxidado o degradado (Konya and Ferdinandy, 2006), 

manteniendo la homeostasis en los fluidos extracelulares. Se ha estimado que los 

eritrocitos de humanas tienen la capacidad de regenerar el ascorbato total 

sanguíneo cada 3 minutos (May et al., 1998). Sin embargo, su concentración 

fisiológica en tales fluidos sucede a expensas de otros reductores intracelulares 

(GSH, NADPH). 

 

3.2.3. Vitamina E. 

La vitamina E es un antioxidante liposoluble capaz de eliminar radicales libres 

y de inhibir procesos de peroxidación lipídica de las membrana (Atkinson et al., 

2008). Este bloqueo se produce porque el radical lipoperoxilo, en vez de atacar a un 

segundo lípido insaturado, reacciona con el hidroxilo fenólico de la vitamina E, 

produciendo un lipoperóxido y un radical de la vitamina E, el radical tocoferilo. Las 

formas resonantes del radical de la vitamina E no son suficientemente reactivas para 

seguir propagando la peroxidación. 

 

3.2.4. Coenzima Q10 

El coenzima Q10 o ubiquinona 50 es un antioxidante liposoluble, que difunde 

rápidamente a través de la membrana mitocondrial interna y es un constituyente 

natural de la cadena de transporte de electrones, con capacidad de estabilizar 

membranas por inhibir la peroxidación lipídica, debido a la capacidad del ubiquinol, 

forma reducida del coenzima Q10, de eliminar radicales libres (Alleva et al, 1995). 
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3.2.5. Ácido úrico 

Es un producto de desecho del metabolismo de las purinas, puede secuestrar 

directamente especies radicales como peroxilos. Además puede actuar en la fase de 

prevención de la oxidación, por un lado atrapando ROS y por otro uniéndose a iones 

de Cu y Fe (Nieto et al 2000, Ghiselli et al 2000). 

 

 

 

Tabla 4. Resumen de los principales antioxidantes biológicos. 

 

Antioxidantes	
  

no	
  enzimáticos	
  

Localización	
   Acción	
  

GSH Intracelular, alveolos Sustrato de la GPx, reacciona con RL 

orgánicos, regenera la vitamina C. 

Reacciona con •OH, O2•− 

 

Vitamina E Membranas lipídicas y 

lipoproteinas plasmáticas 

Depura múltiples RL y detiene la 

peroxidación lipídica. 

 

Vitamina C Fluidos intra- y 

extracelulares 

Protege frente a la peroxidación lipídica, 

regenera la vitamina E. 

 

Ac. Úrico Amplia distribución Depura O2•−,HCl, ROO•, quela metales 

de transición. 
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Cisteína Amplia distribución Reduce compuestos orgánicos donando 

electrones del sulfidrilo. 

 

Coenzima Q Cadena de transporte 

electrones en mitocondria 

Protege frente a la peroxidación lipídica, 

regenera la vitamina E. 

 

Antioxidantes	
  

enzimáticos	
  

Localización	
   Acción	
  

SOD Citosol,núcleo, 

lisosoma,mitocondria, 

plasma y otros fluidos 

Cataliza O2•− en H2O2 

Catalasa Peroxisoma y citosol Cataliza depuración de 

H2O2. Reduce 

hidroperóxidos de metilo 

y etilo. 

GPx Intracelular Cataliza reducción de 

H2O2. 

GR Intracelular Regenera GSH  a partir 

de GSSG. 
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C. BIOMARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO  

El estrés oxidativo se relaciona con el envejecimiento y más de 100 

patologías como la aterosclerosis, la Diabetes Mellitus, la enfermedad de Alzheimer 

etc…Estas patologías pueden agruparse en varias categorías. El primer grupo 

comprende enfermedades caracterizadas por cambios en el estado redox 

tiol/disulfuro y la tolerancia a la glucosa promovida por ROS, conocido como “estrés 

oxidativo mitocondrial”. Entre otras cabe destacar el cáncer y la Diabetes Mellitus. El 

segundo grupo comprende enfermedades caracterizadas por una condición 

“inflamatoria oxidativa” y el incremento de ROS inducido por NADPH oxidasa y 

xantina oxidasa. El papel causal o propagador de los ROS/RNS en enfermedades 

humanas asociadas con el estrés oxidativo es un tema clave en múltiples 

investigaciones. Sin embargo, el hallazgo de estrés oxidativo en condiciones 

patológicas ha planteado el uso de biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo en 

el desarrollo de nuevas estrategias de diagnóstico, prevención y tratamiento para 

impedir o detener el desarrollo de complicaciones asociadas a estas enfermedades. 

Debido a que los productos de la reacción de los ROS/RNS con biomoléculas 

son más estables que los propios ROS/RNS, muchos de estos metabolitos estables 

y/o la concentración de productos diana de oxidación han sido establecidos como 

biomarcadores oxidativos. Se han propuesto una gran variedad de marcadores 

biológicos para evaluar el estrés oxidativo, cuyos indicadores han sido desarrollados 

para determinar el daño mediado por radicales libres o la generación de radicales 

libres in vivo, dentro de las cuales se incluyen las mediciones de lípidos, proteínas y 

AND oxidados. De todas las biomoléculas que pueden ser atacadas por RL, los 

lípidos son probablemente los más susceptibles, específicamente los poliinsaturados 

que son fácilmente oxidables y forman parte de las membranas celulares. 

Un biomarcador válido de estrés oxidativo/nitrosativo debería reunir las 

siguientes características: 

1. Ser un producto estable, no susceptible de experimentar sesgos, oxidación, 

o pérdida durante el manejo, procesamiento, análisis y almacenamiento de la 

muestra. - 43 - 

2. Estar directamente implicado en el inicio y/o progresión de la enfermedad. 
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3. Estar accesible en el tejido diana o un sustituto válido que 

cuantitativamente refleje la modificación oxidativa del tejido en cuestión. 

4. Estar presente en concentraciones suficientemente altas para representar 

un producto significativo. 

5. Ser específico para las especies reactivas en cuestión y libre de sufrir 

modificaciones inducidas por la dieta. 

6. Ser cuantificable por un ensayo específico, sensible, reproducible y no 

invasivo. 

7. Ser fácil de detectar y medir en la población. 

8. Estar presente en concentraciones que no varíen a lo largo del tiempo, de 

forma importante, en la misma persona bajo las mismas condiciones. 

 

La validación de biomarcadores requiere de muchas etapas, que pueden ser 

agrupadas en: (a) la validación analítica, la cual incluye el desarrollo de 

procedimientos, análisis de material de referencia y control de calidad y (b) la 

validación epidemiológica, que menudo es difícil de lograr debido a la complejidad 

de las enfermedades asociadas con estrés oxidativo. De hecho, es altamente 

improbable que un simple biomarcador pueda sustituir una evidencia clínica. 

Se han propuesto numerosos indicadores para medir el status prooxidante o 

antioxidante en diversas patologías, pero ningún de ellos puede ser considerado 

como “gold standard” para medir el estrés oxidativo o cambios en el status oxidativo. 

Los estudios basados en la medida individual de estos indicadores arrojan 

resultados conflictivos, dado que sólo describen parcialmente el status oxidativo y 

suelen mostrar alta variabilidad intra- e intersujetos (Veglia et al., 2006, Veglia et al., 

2009a, Veglia et al., 2009b). 

Aunque los síntomas clínicos de una enfermedad son puntos finales en sí 

mismos; sin embargo, como es obvio, no permiten la detección temprana y por tanto 

la prevención de enfermedades asociadas a estrés oxidativo. Los objetivos de un 

biomarcador son el de ayudar en el diagnóstico sintomático y pre-sintomático de la 

enfermedad y proporcionar puntos finales sustitutos para demostrar la eficiencia 
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clínica de nuevos tratamientos. 

Los biomarcadores pueden proporcionar información en tres niveles 

progresivos del desarrollo de la enfermedad: 

1. Como medida final del daño a biomoléculas tales como lípidos y proteínas 

2. Como marcador funcional 

3. Como puntos finales relacionados a una enfermedad específica. 

 

1. Principales biomarcadores. 

A altas concentraciones, los ROS/RNS pueden ser importantes mediadores 

de daños en estructuras celulares, ácidos nucleicos, lípidos y proteínas. Se sabe que 

el •OH reacciona con todos los componentes de la molécula de ADN, dañando 

bases púricas y pirimidínicas y también la desoxirribosa. Por otro lado, se conoce 

que la formación de ROS inducido por metales no solamente daña el ADN, sino 

también otros componentes celulares tales como los residuos de ácidos grasos 

poliinsaturados, los cuales son extremadamente sensibles a la oxidación. Una vez 

formados, los ROO• son reconfigurados mediante ciclación para producir 

endoperóxidos y finalmente malondialdehído (MDA) como producto de oxidación de 

lípidos. Sin embargo, el aldehído principal de la oxidación de lípidos es el 4-hidroxi-

2-nonenal (HNE). Ambos productos suelen ser tóxicos y mutagénicos. Los residuos 

aminoácidos de las cadenas laterales de las proteínas son también susceptibles a la 

oxidación por ROS/RNS. La oxidación de residuos de cisteína podría derivar en la 

formación de disulfuros entre grupos tioles de proteínas (-SH) y tioles de bajo peso 

molecular, en particular glutatión (GSH). La concentración de grupos carbonilos, 

generado por diferentes mecanismos es una buena medida de la oxidación de 

proteínas mediada por ROS. Los productos avanzados de glicación 

(AdvancedGlycatedEndproducts, AGEs) son una clase de productos complejos, que 

resultan de la reacción de carbohidratos y grupos amino libres de las proteínas. El 

daño sobre las macromoléculas constituye la base sobre la que descansa la clásica 

definición de estrés oxidativo y la implicación de estos en algunas enfermedades. 
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1.1 Carbonilos, biomarcador de oxidación proteica. 

La modificación oxidativa de proteínas está asociada a ciertos procesos 

fisiológicos y patológicos. Aminoácidos, péptidos y proteínas son susceptibles de ser 

sustrato de los ROS. Los ROS pueden oxidar directamente las proteínas u originar 

derivados oxidados lipídicos o glucídicos que reaccionan con los grupos funcionales 

de las proteínas (Fritz and Peterson, 2011). Una primera etapa implica la 

desaminación o decarboxilación del aminoácido proteico. La cisteína, histidina y 

lisina son los aminoácidos con mayor tendencia a la modificación oxidativa por 

compuestos carbonilo (Esterbauer et al 1991). El daño causado a las proteínas es 

un proceso irreversible, el cual puede incrementar el enrollamiento erróneo de las 

estructuras secundarias o la pérdida de la formación de las estructuras terciaria y 

cuaternaria. Estos cambios conformacionales pueden hacer a las proteínas más 

susceptibles de proteólisis, desnaturalización o producir pérdida de su actividad 

biológica. En el caso de la patología varicosa se ha demostrado una elevación de 

MDA en múltiples estudios mientras que los carbonilos no se han determinado salvo 

en una publicación (Condezo et al., 2013). Parece que en el caso de la patología 

venosa los carbonilos que se han determinado sean derivados de oxidados lipídicos 

reactivos. 

 

1.2. 3-nitrotirosina, biomarcador de oxidación proteica. 

La nitración de la tirosina es un proceso que ocurre en dos pasos (Martinez 

and Andriantsitohaina, 2009). El primer paso es la generación del radical tirosil por 

oxidación de la tiroxina por especies generadas del peroxinitrito. En un segundo 

paso el radical tirosil reacciona con NO2 para formar 3-NO2-Tyr (3-nitrotirosina). 

Luego ésta es usada como biomarcador del daño originado por ONOO- que es más 

reactivo y tóxico que el NO•.  

La 3-nitrotirosina (3-NT) se mostró por primera vez en lesiones 

ateroscleróticas humanas, más tarde se encontró en gran número de tejidos ( 

Duncan, 2003) afectados por otras enfermedades (esclerosis múltiples, Alzheimer, 

asma, infarto cerebral, hepatitis crónica, diabetes mellitas, etc…).  Uno de los 

valores principales de la nitrotirosina es que proporciona fuerte evidencia de que la 
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producción de NO fue suficiente para producir productos observables en 

prácticamente todas las enfermedades humanas. Mientras el ONOO- daña lípidos, 

ADN y otros constituyentes celulares, algunos investigaciones se han centrado en el 

daño a proteínas por razones biológicas. La 3-NT sirve como marcador de 

exposición al ONOO- y la nitración de la tirosina por si misma puede perjudicar la 

función celular. El papel del ONOO- en los organismos continúa siendo 

intensamente examinado y establecer su significado es más complicado que lo 

previsto previamente. Esta complejidad se debe a dos razones fundamentalmente. 

La primera razón es que la 3-NT era considerada originalmente como marcador 

específico de daño por el ONOO-, pero actualmente esto no es así. La nitración 

puede ocurrir in vivo independientemente de ONOO- por ejemplo a través de las 

enzimas peroxidasas (Hurst, 2002). La segunda razón es la confusión que se genera 

por métodos de análisis subóptimos para cuantificar trazas de 3-NT en tejidos y 

fluidos y la importancia del análisis de estos datos para definir el papel de ONOO-. 

 

D. ESFUERZO DE CORTE. 

El esfuerzo de corte es clave en la regulación del tono vascular y en la 

remodelación de su estructura. Todos los vasos sanguíneos del organismo  están 

dotados de una única capa de células endoteliales y éstas juegan un papel 

fundamental en la detección del ambiente químico y mecánico de los vasos. El 

primer estímulo mecánico que actúa sobre los vasos es la tensión de cizalla y las 

células endoteliales tienen sensores de esfuerzo de corte. Existe una relación entre 

la detección del esfuerzo de corte, la producción de RL y la adaptación funcional y 

estructural de los vasos sanguíneos. 

En 1994 Laurindo et al. objetivaron la formación de RL tras cambios de flujo in 

vitro e in vivo, desde entonces se ha establecido que la tensión de cizallamiento o 

esfuerzo de corte (WSS) provoca no sólo la generación de NO• sino también de RL 

en las células endoteliales y en tejidos. 

La tensión de cizallamiento es la fuerza de arrastre por unidad de superficie 

que actúa sobre las células endoteliales. Es causada por el gradiente local de 

velocidad (la velocidad de cizallamiento) y se calcula como el producto de la 

velocidad de cizalla y la viscosidad. Se estima a partir de la relación de Poiseuille y 
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es útil para comprender la adaptación vascular: si aumenta el flujo, inicialmente WSS 

aumenta proporcionalmente. La detección y señalización de estos cambios induce 

un incremento en el radio del vaso por la dilatación y el remodelado para luego 

restaurar el esfuerzo de corte hacia su nivel original. Por lo tanto, el esfuerzo de 

corte se considera que es una cantidad regulada, fundamental para la adecuación 

del calibre del vaso al flujo. La alteración del flujo sanguíneo en los vasos grandes 

pueden sentar las bases patológicas de la remodelación vascular, tales como la 

formación de aneurismas  y la aterosclerosis, a través de la participación de los ROS 

y la inflamación.  El esfuerzo de corte entonces, parece ser un estímulo clave en la 

regulación de la estructura y calibre vascular (Hanke et al., 2009). Está claro que las 

vías de señalización incluyen el NO y RL, además de otras  señales derivadas del 

endotelio. 

Cuando hablamos de patología venosa, la diversidad de signos y síntomas 

que presentan los pacientes está relacionada con la hipertensión venosa. El 

desarrollo de esta hipertensión implica un mecanismo de reflujo en el 70-80% de los 

casos u obstrucción. Esta alteración hemodinámica ha sido estudiada en modelos 

animales a través de la realización de una fístula arterio-venosa (Takase S. et al.; 

2004). El estudio sugiere que las válvulas venosas pueden tolerar un incremento de 

presión durante periodos limitados y que el incremento de presión prolongado 

conlleva un proceso inflamatorio que deteriora las válvulas y condiciona el reflujo. 

Los cambios en la tensión de cizallamiento se traducen vía endotelio a través de una 

compleja red de señalización que incluiría en un primer punto canales iónicos y el 

glicocálix celular. Posteriormente puede modificar la expresión de genes en estas 

células endoteliales. Los mecanismos causantes de la destrucción valvular durante 

las fases primarias de la insuficiencia venosa no han sido suficientemente 

estudiados en humanos y son desconocidas. 

Los efectos de los diversos perfiles de cizalladura son generalmente 

estudiados en cultivos celulares y el fondo para tales estudios es la aterogénesis en 

las regiones con perturbación de flujo. Aunque estos estudios de células aisladas 

han proporcionado gran parte de información sobre el esfuerzo de corte inducido por 

señalización de ROS, existen otros factores que influyen en las respuestas como la 

MEC. Las explicaciones a las respuestas celulares tan diferentes ante un flujo lineal 
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constante u oscilante se pueden asociar a sensores específicos de esfuerzo para 

cada uno de los patrones de flujo. Existen varios argumentos que los apoyan. Uno 

de ellos son los canales de potasio de las células endoteliales que traducen una 

señal diferente se trate de uno u otro tipo de flujo. Los cambios en el potencial de 

membrana producen cambios en los niveles de calcio intracelular y la activación o no 

de diferentes enzimas como la eNOS o la NADPH oxidasa. Otros sensores de flujo 

son el citoesqueleto, el glicocalix y los cilios. En respuesta al flujo laminar las células 

con capaces de alargarse en la dirección del flujo, mientras que si el flujo es 

oscilante las células permanecen poligonales y estáticas en los cultivos celulares 

variando así su citoesquelto. El glicocálix se sitúa en la parte luminal de las células 

endoteliales y actúa de mecano-receptor de tal forma que se ha visto que la 

depleción de glicoproteinas puede bloquear la producción de NO•, además algunos 

componentes del mismo reaccionan con ROS y alteran su composición (Pahakis et 

al. 2007).  

En resumen, el esfuerzo de corte (cambios en el perfil de velocidad) es el 

estímulo clave para la regulación del calibre y estructura vascular. Es claro que en 

las vías de señalización se incluyen el NO• y los ROS así como otras señales de 

mediación. El papel de los ROS se hace dominante en los casos en los que el 

esfuerzo de corte cambia rápidamente o tiene un componente pulsátil. Esto se debe 

a que se activan diferentes sensores de cizalladura dependiendo del tipo de flujo  y a 

la activación de distintas vías de ROS.
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A. HIPÓTESIS 

 

La IVC supone un problema de salud que afecta principalmente a los países 

desarrollados. Históricamente se ha intentado explicar la enfermedad varicosa por 

un mecanismo de reflujo y alteración anatómica valvular, asociándose generalmente 

a actividades profesionales en bipedestación. Investigaciones actuales a nivel celular 

y bioquímico nos han mostrado que la etiología de esta enfermedad es compleja y 

multifactorial jugando un papel importante el estrés oxidativo en estadios iniciales de 

la enfermedad.  

Se conoce por estudios previos que los sujetos que trabajan en bipedestación 

tienen niveles de RL más elevados en plasma debido a la hipoxia y estasis que 

produce la bipedestación a nivel venoso de los MMII. Sin embargo una mayor 

producción de RL no es necesariamente indicativa de estrés Oxidativo, ya que 

pueden estar activados los sistemas de defensa antioxidantes. El objetivo principal 
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de esta Tesis ha sido valorar el estado Oxidativo global de individuos que trabajan 

en bipedestación en comparación con sujetos que trabajan en sedestación, 

incluyendo marcadores de daño oxidativo de proteínas y de capacidad antioxidante 

en plasma que nos indique si hay daño inducido por la bipedestación.  Puesto que el 

diagnóstico de esta enfermedad se realiza mediante eco-doppler; hemos evaluado si 

existe una asociación entre determinados patrones hemodinámicos y distintos 

parámetros plasmáticos de estado Oxidativo, independientemente de la actividad 

laboral, que sirvan como posibles marcadores diagnósticos de predisposición al 

desarrollo de enfermedad varicosa.  

 

 

 

B. OBJETIVOS 

 

El objetivo de la primera parte de esta Tesis Doctoral ha sido determinar si 

existen diferencias en los parámetros plasmáticos relacionados con el estado 

oxidativo en sujetos sanos que desarrollan su actividad laboral en bipedestación y 

los que la desarrollan sentados. Este objetivo general lo podemos dividir en los 

siguientes objetivos parciales: 

1.Determinación de posibles diferencias en la capacidad antioxidante del 

plasma medida por el método CUPRAC-BCS, método SOSA, niveles de tioles y 

actividad catalasa, entre el plasma de sujetos que trabajan sentados y sujetos que 

trabajan en bipedestación. 

2.Determinación de posibles diferencias en los marcadores de estrés 

oxidativo midiendo niveles de proteinas carboniladas y 3-nitrotirosina, entre el 

plasma de sujetos que trabajan sentados y sujetos que trabajan en bipedestación. 

3.Determinación de posibles diferencias en los niveles de óxido nítrico 

midiendo niveles de nitratos, entre el plasma de sujetos que trabajan sentados y 

sujetos que trabajan en bipedestación. 
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4.Determinación de posibles diferencias a nivel de flujo venoso (shear stress) 

en el sistema venoso superficial de MMII, midiendo el parámetro EcoSuma, entre el 

plasma de sujetos que trabajan sentados y sujetos que trabajan en bipedestación. 

 

El objetivo de la segunda parte de esta Tesis ha sido correlacionar los 

hallazgos en los marcadores plasmáticos antes mencionados, con los datos 

obtenidos del parámetro EcoSuma con el fin de valorar si el tipo de flujo que 

presentan individualmente las venas del sistema venoso superficial de los MMII 

puede contribuir al estado oxidativo del individuo. 
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MATERIALES 

 

1. Sujetos de estudio  

Los participantes en el estudio fueron sometidos a una encuesta (anexo 1), 

examen físico y estudio eco-doppler de los miembros inferiores previo a la obtención 

de la muestra sanguínea. Se agruparon a un total de 22 participantes con las 

siguientes características: sujetos que trabajan en bipedestación la mayor parte de 

su jornada laboral y sujetos que desarrollan su actividad profesional la mayor parte 

del tiempo en sedestación. 

Se obtuvo consentimiento informado de todos los sujetos (anexo 2) y el 

estudio fue aprobado por el Comité de Bioética. 
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Tabla 5. Criterios de inclusión empleados para la participación de los sujetos 

en el estudio. 

 

Criterios de inclusión 

 

IMC menor de 25 (sin sobrepeso) 

Normotensos 

No fumadores 

Ausencia de Diabetes Mellitus 

Ausencia de dislipemias 

Menores de 60 años 

Sin otras patologías asociadas a estrés oxidativo 

 

2. Reactivos 

En la presente tesis doctoral se usaron los siguientes reactivos: 
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Tabla 6. Reactivos utilizados durante la fase experimental. 
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3. Equipos  

-    Eco Doppler color, marca Toshiba  APLIO MX. Sonda lineal 7.4-10 MHz.  

 (Toshiba Medical Systems Corporation).  

- Centrifuga MEDIFRIGE (P Selecta).  

- Lector de placas multidetección  Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc., Potton, 

UK).  

- Luminómetro de placas GloMax® 96 (ProOmega Corporation, Madinson, USA).  

- Baño maría (Unitronic 320 OR).  

- Incubador IG150 (Jouan).  

- pH-metro XS pH 510 (EUTECH Instruments).  

- Sistema de agua desionizada Ultra pure Water Milli-Q Plus (Millipore). 

 

 

B.MÉTODOS 

1. Diagnóstico clínico. 

Mediante una encuesta, el examen físico y un estudio eco-doppler color de las 

extremidades inferiores, se seleccionaron un total de 22 participantes en el 

estudio.11 trabajan en bipedestación la mayor parte de su jornada laboral y los 11 

restantes trabajan en sedestación la mayor parte de su horario de trabajo. 

Los datos obtenidos en la encuesta se recogen en una tabla que resume las 

características de los participantes. Se excluyeron los sujetos con enfermedades que 

se conocen aumentan el estrés oxidativo. 

 

Tabla 7. Criterios de inclusión empleados para la selección de los sujetos 

participantes. 
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Menores de 60 años 

IMC menor de 25 kg/m, sin sobrepeso 

Normotensos 

Ausencia de diabetes 

No fumadores 

Sin dislipemia 

Sin otras patologías asociadas a estrés oxidativo 

 

 

 

A través del examen físico determinamos que los sujetos se clasificaban en 

un grado CEAP 0 y mediante el estudio eco-doppler de las extremidades inferiores 

se descartaron los sujetos con datos de insuficiencia venosa ocultos al examen 

físico. 

 

2. Diagnóstico  eco-doppler. 

Los sujetos incluidos en el proyecto se estudiaron de acuerdo con los 

conceptos anatómicos, funcionales y las características eco-doppler del sistema 

venoso normal. 

El flujo sanguíneo de las venas normales tiene cinco características 

importantes: espontáneo, fásico, cesa con la maniobra de Valsalva, aumenta con la 

compresión distal y es unidireccional (hacia el corazón). En los sujetos en reposo 

normalmente hay un flujo espontáneo en las venas de tamaño grande y mediano. El 

significado de que un flujo venoso es fásico quiere decir que la velocidad de la 

sangre cambia en respuesta a una respiración tranquila y a las pulsaciones 

cardiacas. 
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Para cada sujeto del estudio se realizó una exploración completa del eje 

safeno mayor desde la región inguinal hasta tobillo y vena femoral en cortes 

transversos y longitudinales. Se realizaron  en bipedestación con apoyo en la pierna 

contralateral  y con la pierna explorada en rotación externa. Mediante estudio 

doppler, se realizó la maniobras de Valsalva para evoluar la ausencia de reflujo en la 

unión safeno femoral y femoro-ilica y la maniobra de compresión distal para evaluar 

el resto del trayecto de la VSI. Consideramos reflujo patológico > 0.5 seg. 

Para el estudio de la vena safena externa y vena poplitea colocamos a los 

sujetos igualmente en bipedestación de espaldas al explorador con la pierna en 

descarga y realizamos maniobra de compresión distal. El estudio de venas 

perforantes también se llevo a cabo validando diámetros menores de 3.5 mm. 

El fragmento de safena mayor elegido para tomar las curvas doppler se 

seleccionó por las características anatómicas de la misma. La VSI tiene una válvula 

constante a 1-2 mm distal a la unión safeno-femoral en el 94-100% de los casos ( 

Levent Oguzkurt) y una válvula preterminal a unos 2 cm de la unión safeno-femoral. 

Algunas de las principales venas tributarias del cayado de la VSI se unen a ésta 

entre las dos válvulas. Estas venas tributarias pueden dar un flujo retrógrado incluso 

con una válvula terminal competente. El área seleccionada para recoger las curvas 

doppler fue la región de la VSI distal a la zona donde desembocan la mayorías de 

las venas tributarias del cayado ya que en esta región es donde el flujo espontáneo 

de la vena era más turbulento. Las curvas doppler fueron tomadas con el paciente 

en reposo, realizando una respiración normal sin hablar. Se tomaron imágenes 

seriadas del flujo espontáneo de la vena en esta localización y se tomaron para 

análisis de cada paciente aquella curva que se repetía con más frecuencia. Cada 

paciente presentaba un patrón de flujo espontáneo propio.  
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Figura 7. Imagen ecográfica y doppler de una sección de la VSI unos 

centímetros distal a la unión safeno-femoral en ausencia de colaterales. 

 

Región 

de VSI ausente 

de colaterales 
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Figura 8. Imagen  ecográfica y doppler de una sección de la VSI proxima a la 

unión safeno-femoral 

 

Figuras 7 y 8. Imágenes ecográficas y doppler de dos secciones de la VSI. 

En la imagen 8 se muestra una sección de la VSI donde se ha tomado la curva 

doppler en ausencia de colaterales y próximo a la unión safeno-femoral. En la 

imagen 9 se muestra el efecto sobre la curva de flujo doppler que se produce en la 

región de la VSI próxima al cayado por la afluencia de las colaterales y la distorsión 

en el flujo que producen.  

 

 

 

Región 

de VSI donde 

llegan varias 

colaterales 
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3. Obtención del parámetro doppler. 

 

Para el análisis de cada curva representativa de cada sujeto del estudio 

se utilizó el programa ImageJ. Una vez realizado el estudio como se indica en el 

apartado anterior se seleccionó una imagen representativa con su 

correspondiente curva de flujo o curva doppler. Mediante el programa de 

tratamiento de imágenes la curva doppler se transforma en binario.  

 

 

 

Figura 9. Curva doppler representativa de este sujeto seleccionada para 

transformar en binario con el programa de tratamiento de imágenes ImageJ. Las 

flechas rojas señalan la selección. 
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Figura 10. Imagen de la curva eco-doppler transformada en binario. Las 

flechas rojas señalan el comienzo y el final del área seleccionada de la curva 

estudiada. 

 

Una vez se obtuvo la imagen en binario, se relizó una calibrazión de la escala 

para el eje X y para el eje Y. Posteriormente y ampliando la imagen se selecionaron 

30 puntos representativos de la curva que se dibuja tanto por encima como por 

debajo del eje X. Cada punto representativo tiene una coordenada en el eje X y otra 

en el eje Y. De este modo se trazó una curva  tanto  por encima cómo por debajo del 

eje X con valores absolutos para cada uno de los sujetos estudiados. Una vez que 

se recogieron estos valores, con el programa GraphPad Prism (GraphPad software, 

CA, USA) se calculó el área de ambas curvas. De este modo se obtuvo un 

parámetro que hemos llamado EcoSuma para cada sujeto sano del estudio. 
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Figura 11. Esquema representativo del cálculo del parámetro EcoSuma. 

 

4. Extracción de las muestras de sangre.  

 

Las muestras de sangre de los sujetos de estudio se extrajeron mediante 

punción de la vena superficial del pliegue del codo, previa colocación de un 

torniquete en el brazo. Un volumen de 2. 4 mL de sangre se adicionó a tubos 

conteniendo 300 µL de citrato (BD Vacutainer®, BD-Phymouth, PL6 7BP, UK) y se 

mantuvieron a 4ºC hasta su procesamiento. 

 

5. Preparación del plasma. 

 

Las muestras de sangre se procesaron por centrifugación a 900 g durante 10 

minutos a 4ºC antes de las 4 horas posteriores a su extracción, con objeto de 

minimizar posibles alteraciones en los parámetros bioquímicos. El plasma obtenido 

se almacenó a -75ºC en alícuotas de 200 µL hasta su posterior uso. 
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6. Cuantificación de la capacidad antioxidante. 

 

6.1. Método CUPRAC-BCS. 

 

6.1.1. Fundamento. 

Existen diferentes métodos para medir la capacidad antioxidante total (TAC) 

de fluidos biológicos basados en la reducción del cobre. Éstos difieren en el tipo de 

quelante que forma un complejo con el cobre monovalente, el cual absorbe luz entre 

450-490 nm. En el método CUPRAC-BCS, los antioxidantes no enzimáticos 

presentes en la muestra reducen el Cu(II) a Cu(I) el cual forma un complejo con la 

sal disódica del ácido batocuproinedisulfónico (BCS) que absorbe la luz a 490 nm. 

 

Figura 12. Mecanismo de reacción en el que se basa el método CUPRAC-

BCS. 

 (Adaptado de Campos et al.,2009). 
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6.1.2. Protocolo experimental 

El protocolo descrito por Campos et al. (2009) se modificó a efectos de diluir 

la muestra de plasma directamente con el tampón fosfato (KPP). Un volumen de 10 

µL de plasma se mezcló con 190 µL de tampón fosfato (10 mM, pH=7.4) 

conteniendo 0.25 mM de BCS durante 10 s en pocillos de una placa de 96. 

Seguidamente, la absorbancia inicial (Ai) se midió a 490 nm en un lector de placas. 

Posteriormente se adicionó un volumen de 50 µL de CuSO4 (0.5 mM, preparada en 

agua) y la mezcla se incubó a temperatura ambiente en oscuridad durante 5 

minutos. A continuación la absorbancia final (Af) se volvió a medir a 490 nm. La 

diferencia entre Af y Ai se empleo en el cálculo del valor TAC (Figura 14). 

 

6.1.3. Cálculo del valor TAC.  

Como antioxidante de referencia se usó el trolox. Se preparó una recta 

estándar con diferentes concentraciones de trolox (0, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 y 2.00 

mM) y después de la reacción descrita para las muestras, la absorbancia se midió a 

490 nm. El valor TAC de las muestras de plasma se expresó en mmoles de trolox/L 

usando la recta estándar de trolox. 
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Figura 13. Esquema del protocolo experimental del método CUPRAC-BCS. 

(Adaptado de Campos et al. 2009) 

 

6.2. Método SOSA.  

6.2.1. Fundamento. 

El método SOSA (Superoxide Anion Scavenging Activity) está basado en la 

inhibición de la luminiscencia, producido por el anión superóxido, por antioxidantes 

de alto peso molecular presentes en la muestra siempre y cuando ésta sea 

previamente dializada > 10 kDa. El sistema xantina oxidasa/hipoxantina (HX) es 

usado para producir in situ anión superóxido. En este método la coelenterazina 

(CTZ) -un antioxidante natural- es usada como sonda de detección de anión 

superóxido debido a su especificidad. La CTZ es oxidada para producir un anión 

excitado -la coelenteramida (CTA)- que emite luz azul (Figura 15). 
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Figura 14. Mecanismo de reacción en el que se basa el método SOSA. 

(Adaptado de Saleh and Plieth, 2010) 

6.2.2. Protocolo experimental. 

El protocolo SOSA descrito por Saleh y Plieth (2010) se modificó para ser 

adaptado a un lector de placas (Luminómetro de placas GloMax® 96), cambiando el 

orden de adición de los reactivos. En primer lugar se adicionó la 

muestra/blanco/SOD seguido por la adición de la sonda de luminescencia (CTZ), la 

XO y finalmente el sustrato HX . Después de 30 segundos de reacción a 

temperatura ambiente se midió la señal de luminiscencia en un luminómetro de 

placa. La reacción se llevó a cabo con KPP (100 mM, pH=7.4), el cual se usó para 

disolver la SOD, diluir la muestra y la sonda de luminiscencia. Para disolver la XO y 

la HX se utilizó KEPT (0.4% v/v Triton + 0.1 mM EGTA en KPP). 
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Figura 15. Esquema del protocolo experimental del método SOSA. 1,2,3,4 es 

el orden de adicción de los reactivos.  

(Adaptado de Saleh y Plieth,  2010) 

 

6.2.3. Cálculo del valor SOSA 

 

Los valores de luminiscencia de las muestras/SOD se convirtieron a valores de 

inhibición mediante la siguiente ecuación: 
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𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛	
  𝑑𝑒	
  𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎=1−	
  𝐿𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎/𝑆𝑂𝐷𝐿𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜	
  	
  	
  	
  

(1) 

 

 

El valor SOSA de la muestras se expresó en mU SOD/mg de proteína estimada 

a partir de la recta de calibrado de SOD (inhibición de luminiscencia versus log SOD) 

y el contenido de proteína de las muestras medida por el micro-método de Bradford 

descrito en la sección 10. 

 

 

 

6.3. Cuantificación de tioles totales. 

6.3.1. Fundamento. 

El contenido de tioles totales se cuantificó empleando el reactivo de Ellman 

(5,5-ditiobis (2-nitro ácido benzoico), DNTB) descrito para placas de 96 pocillos 

(Hawkins et alt 2009). Los grupos tioles presentes en las proteínas o en compuestos 

de bajo peso molecular, reaccionan con el DTNB y producen el TNB el cual puede 

ser cuantificado a 412 nm en un espectrofotómetro UV/Vis (Figura 16). 

 



 

73 

 

 

Figura 16. Mecanismo de reacción entre grupos tioles y el DTNB.  

(Adaptado de Hawkins et al. 2009). 

 

6.3.2. Protocolo experimental 

Se utilizó GSH como sustancia patrón para realizar una curva estándar. En una 

placa de 96 pocillos se cargó un volumen de 10 µL de disoluciones de glutatión 

reducido (GSH) como curva estándar (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM) y de plasma por 

duplicado. A continuación se adicionó 200 µL de DNTB (0.5 mM en tampón fosfato) 

a cada pocillo que contenía las muestras de plasma preparado con 200 µL de 

tampón fosfato (100 mM, pH=7.4)  con una micropipeta multicanal. Como controles 

negativos se incluyó la misma muestra de 10 µL de plasma y 200 µL  de tampón 

fosfato (100 mM, pH=7.4) para corregir la contribución al valor de absorbancia de las 

muestras de plasma. Se agitó la placa, protegida de la luz, en un agitador 3D 

durante 1 minuto y seguidamente se incubó la mezcla a temperatura ambiente 
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durante 30 minutos en oscuridad. Al cabo de este tiempo, la absorbancia a 412 nm 

se leyó en un lector de placas multiusos Synergy HT™. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Esquema del protocolo experimental del método tioles. 

 

6.3.3. Cálculos 

El nivel de tioles totales se expresó en mM GSH /mg de proteína, el cual se 

estimó a partir de la recta de calibrado del GSH y del contenido de proteína del 

plasma medido según el micro-método de Bradford descrito en la sección 11. 
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Lector de placas 

(absorbancia 412nm) 



 

75 

 

6.4. Determinación de la actividad catalasa 

6.4.1. Fundamento 

La actividad de la catalasa se cuantificó empleando el método fluorimétrico 

basado en la oxidación a resorufina de la sonda Amplex Red en presencia de HRP y 

H2O2. La catalasa cataliza la descomposición del H2O2 en H2O y por lo tanto es 

capaz de reducir la oxidación de la sonda (Figura 7). 
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Figura 18. Esquema de reacciones implicadas en la determinación de la 
actividad catalasa mediante la oxidación del Amplex Red. 

 

6.4.2 Protocolo experimental. 

Se utilizó como sustancia patrón la catalasa. Se mezclaron 25 µL de plasma 

diluido, blanco o catalasa (0-0.4 U/mL) con un volumen igual de H2O2 y se incubó a 

37ºC durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo, se adicionó, con una micropipeta 

multicanal, 50 µL del reactivo Amplex Red en cada uno de los pocillos. 

Inmediatamente después, la placa se incubó a 37ºC durante 30 minutos. Luego, 

previa agitación media durante 3 s en el lector de placa, se leyó la señal de 

fluorescencia (λexcitación = 530±25 nm y λemisión =  590±35 nm) en un lector de placas 

multiusos Synergy™ HT.  

Reactivo AR-CAT 

- 50 µL del stock de Amplex red (10 mM disuelto en dimetilsulfóxido) 

- µL del stock de HRP (100 U/mL disuelto en agua) 

- 4930 µL de tampón Tris-HCl (100 mM,  pH 7.5). 
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Figura 19. Esquema del protocolo experimental usado para medir actividad 

de catalasa. 

 

6.4.3 Cálculos 

La actividad catalasa plasmática se expresó en U/mg proteína, estimada a 

partir de la recta de calibrado de la catalasa según el protocolo experimental 

descrito. La recta estándar se obtuvo por análisis de regresión lineal de los datos de 

inhibición de la fluorescencia obtenida según la ecuación 5 versus la concentración 

de catalasa en U/mL. El contenido de proteína de las muestras de plasma se midió 

mediante el micro-método de Bradford descrito en la sección 11.  

 

 



 

78 

 

 

𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛	
   𝑑𝑒	
   𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎=1−	
   𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎/𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜	
  	
  	
  	
  

(2) 

 (5) 

Donde: Fluorescenciablanco es la fluorescencia (λexcitación = 530±25 nm y λemisión 

=  590±35 nm) en ausencia de catalasa. 

 

7.    Cuantificación de proteínas carboniladas totales 

7.1 Fundamento 

La cantidad de proteínas plasmáticas carboniladas se midió de acuerdo al 

método basado en la dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Hawkins et al., 2009). La DNPH 

reacciona con grupos carbonilos formados en la proteínas mediante procesos 

oxidativos (Figura 1). El compuesto formado es capaz de absorber a 370 nm y ello 

constituye una medida de la cantidad de carbonilos presente en la proteína de una 

muestra biológica. 
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Figura 20. Esquema de reacción entre grupos carbonilos proteicos y la DNPH 

(Adaptado de Hawkins y col. 2009). 

 

7.2. Protocolo experimental  

Se mezclaron 25 µL de plasma con igual volumen de DPNH (10 mM, disuelto en 

HCl 2.5 M) en tubos eppendorf. Seguidamente la mezcla se incubó a temperatura 

ambiente y en ausencia de luz durante 15 minutos. Cada 5 minutos los tubos se 

agitaron intensamente en un vortex para favorecer la reacción entre los grupos 

carbonilos y la DNPH. Las proteínas plasmáticas totales se precipitaron en frío con 

TCA (10% p/v) durante 30 minutos. Mediante centrifugación a 2100 g x 30 min (4°C), 

se obtuvieron los pellets proteicos, los cuales se lavaron y centrifugaron, a las 

mismas condiciones, dos veces con una mezcla fría de etanol/acetato de etilo (1:1 

v/v) para eliminar el exceso de DNPH. A continuación los pellets se disolvieron en 

guanidina-HCl (6M), las proteínas solubilizadas se transfirieron a una placa de 96 
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pocillos y se midió la absorbancia a 370 nm en un lector de placas multiusos 

Synergy™ HT . 

 

Figura 21. Protoloco experimental sobre el cálculo de carbonilos. 

        7.3. Cálculos 

La concentración de proteínas plasmáticas carboniladas se determinó mediante 

las ecuaciones 3 y 4. 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎𝑠	
  𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎𝑠	
  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠	
  𝑛𝑚𝑜𝑙𝑚𝑙=	
  𝐴370	
  𝑛𝑚𝜀𝐷𝑁𝑃𝐻	
  𝑥	
  𝑏𝑥106	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (3) 
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𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎𝑠	
   𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎𝑠	
   𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠	
   𝑛𝑚𝑜𝑙𝑚𝑔	
   𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎=	
   𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠	
   𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎𝑠	
   𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠	
  

(𝑛𝑚𝑜𝑙𝑚𝐿)𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜	
  𝑑𝑒	
  𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠	
  𝑑𝑒	
  𝑙𝑎	
  𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎	
  (𝑚𝑔𝑚𝐿)	
  	
  	
  	
  	
  	
  (4) 

Donde: εDNPH = 22 000 M-1cm-1, es el coeficiente de extinción del DNPH, A370 

nm es la absorbancia a 370 nm y  b es el paso o altura del líquido en el pocillo. 

8.      Cuantificación de 3-nitrotirosina. 

8.1. Fundamento. 

Los niveles de 3-nitrotirosina plasmática se detectó  mediante Dot blot (Figura 

22). Las proteínas de la muestra son fijadas a una membrana con alta afinidad por 

estas, seguidamente la membrana es incubada sucesivamente con un anticuerpo 

primario específico y con otro secundario que lleva conjugado el sistema enzimático 

de detección (HRP). La 3-nitrotirosina es el producto de la nitración de tirosina por 

peroxinitrito y es un marcador en diferentes patologías relacionadas con situaciones 

de estrés oxidativo.   
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Figura 22. Detección de proteínas mediante Dot Blot. 

 

8.2. Protocolo experimental 

Se cargaron 0.1 µg de plasma sobre una membrana de PVDF previamente 

acondicionada con el objeto de maximizar su capacidad de binding. A continuación 

la membrana se incubó con MemCodeTM, un colorante reversible de tinción de 

proteínas y previo a incubaciones sucesivas con disoluciones para reducir el fondo, 

se escaneó para tener el control de carga de proteína de cada muestra individual. 

Luego, utilizando la disolución de borrador, incluido en el Kit MemCodeTM se eliminó 

completamente el colorante. Seguidamente, la membrana se bloqueó con una 

disolución sin proteína (SurModic) a temperatura ambiente durante 1 hora bajo 

agitación lenta (“movil rod”, J. P. Selecta S.A, Barcelona, España). Inmediatamente 

después, la membrana se incubó con el anticuerpo primario anti-3-nitrotirosina 

(dilución 1:1400) durante 50 minutos a temperatura ambiente. La membrana se lavó 

3 veces con tampón TBST (2 mM Tris, 500 mM NaCl and 0.1% v/v tween 20, pH 7.5) 

y una vez con TBS. A continuación la membrane se volvió a incubar pero esta vez 

con el anticuerpo anti-mouse IgG conjugado con peroxidasa (dilución 1:2000) 

durante 1 h a temperatura ambiente y se lavó del mismo modo que se hizo después 

de la aplicación del anticuerpo primario. Para el revelado, la membrana se incubó 

durante 2 minutos en un cuarto oscuro con el reactivo de quimioluminiscencia recién 

preparado (0.2 mM ácido cumárico, 2.5 mM luminol and 2.7 mM peróxido de 

hidrógeno en 1M Tris-HCl pH 8.5)  y la señal de luminiscencia se registró sobre una 

película de autoradiografía. La película se escaneó usando un escaner commercial 

(hp scanjet 2400). 

8.3. Cálculos 

Los niveles de 3-nitrotirosina se cuantificaron con el programa ImageJ 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/) midiendo el parámetro de densidad integrada de los dots y 

normalizándolas con respecto a la cantidad total de proteínas medida por tinción con 

MemCodeTM. 
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Figura 23. Esquema del protocolo experimental para la detección de 3 

nitrotirosina. 

9.         Cuantificación de nitritos 

9.1. Fundamento 

La cuantificación de los niveles de nitritos plasmáticos se midió mediante la 

reacción de Griess. Por ello, los nitratos se redujeron químicamente en presencia de 

cloruro de vanadio saturado a nitritos. En condiciones ácidas, los nitritos reaccionan 

con la sulfanilamida y producen un ión diazonium. Este ión se acopla a la n-Naftil-

etilendiamina y generan un compuesto azo cromógeno que puede ser monitoreado a 

540 nm. 

 

Figura 24. Esquema del principio de la reacción de Griess para la 

cuantificación de nitritos. 

 (Adaptado de Giustarini et al. 2008). 
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9.2. Protocolo experimental 

El protocolo utilizado para la cuantificación de los niveles de nitritos plasmáticos 

se adaptó de Giustarini (2008) y Miranda y col. (2001). Se mezcló 100 µL de plasma 

o estándar de nitrato (0-100 µM) con 10 µL de N-etilendiamina (150 mM) para 

eliminar grupos tioles que pueden interferir con la reacción de Griess. A continuación 

se adicionó 110 µL  de TCA (20% p/v) a la mezcla anterior y se incubó en hielo 

durante 5 minutos para precipitar las proteínas plasmáticas. Se mezcló 50 µL del 

sobrenadante obtenido por centrifugación a 12000 g durante 5 minutos a 4ºC en una 

placa de 96 pocillos con 50 µL cloruro de vanadio (saturado disuelto en HCl 1 M), 25 

µL sulfanilamida (2% p/v disuelto en HCl al 5% v/v) y  25 µL  N-naftil-etilendiamina 

(0.1% p/v disuelto en agua). La mezcla se incubó a 37ºC durante 1 h y se leyó la 

absorbancia a 540 nm en un lector de placas multiusos Synergy™ HT.   



 

86 

 

             

 

 

Figura 25. Esquema de protocolo experimental para la detección de nitritos. 

9.3. Cálculos 

El contenido de nitritos plasmáticos se expresó en µM de nitritos  estimado a 

partir de la recta de calibrado descrito en  el protocolo experimental.  
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10. Determinación del contenido de proteínas. 

El contenido de proteínas de las muestras de plasma se midió empleando el 

método de Bradford adaptado a un lector de placa. De acuerdo al protocolo descrito 

por el fabricante, 10 µL de muestra diluida se hizo reaccionar con 200 µL del reactivo 

de Bradford (colorante de azul Coomassie, Bio-Rad, España) diluido 5 veces y 

después de 5 minutos se midió la absorbancia a 595 nm en un lector de placas 

(Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader, Biotek, Rochester, VT, USA). La 

concentración de proteína (µg/µl) se estimó a partir de una recta de calibración con 

albumina de suero de bovino en el rango de 0.1-0.5 µg/µl. 

11. Análisis estadístico. 

Los datos se expresaron como el promedio y su correspondiente error estándar 

de la media como medida de dispersión. El test de t-student y las prueba de 

comparación de medias de Bonferroni, así como los análisis de regresión y 

correlación lineal se realizaron en el programa estadístico GraphPad Prism 

(GraphPad software, CA, USA). 
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A. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO. 

1.A Inclusión de pacientes. 

Se examinaron un total de 22 sujetos  con actividades laborales en 

bipedestación y sedestación. El total de los sujetos con actividad laboral en 

bipedestación fue de 11 y el total de los sujetos con actividad en sedestación fue de 

11. 

Todos los sujetos respondieron a un cuestionario sobre sus datos personales, 

e historia clínica personal y se les entregó un consentimiento informado (anexo 1). 

Antes de ser seleccionados para este estudio, se les realizó un eco-doppler venoso 

de las extremidades inferiores para determinar la presencia o ausencia de 

enfermedad venosa según los criterios expuestos en el apartado de Material y 

Métodos. Se excluyeron a todos aquellos con enfermedades asociadas con el estrés 

oxidativo (EAEO) como obesidad, hipertensión, diabetes o tabaquismo además de, 

gestación, infecciones recientes o antecedente de cáncer. 

Las características demográficas y clínicas de los sujetos incluidos en el 
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presente estudio se muestran en la tabla 8. 

 

 

Tabla 8. Datos demográficos y clínicos de los sujetos experimentales. 

 

 

 Bipedestación Sedestación 

Sexo           V= 1 

M =10 

          V = 4 

M= 7 

Edad 35.18 (44/26) 34.09 (53/19) 

CEAP  0 (100%) 0 (100%) 

Enfermedades 
asociadas con estrés 

oxidativo. 

 

0 (100%) 

 

0 (100%) 

 

V: Varones; M= Mujeres. Entre paréntesis se muestran los intervalos de edad 

y los porcentajes 

. 

 

B. EFECTO  DE LA BIPEDESTACIÓN Y LA SEDESTACIÓN SOBRE EL 
ESTADO  OXIDATIVO PLASMÁTICO. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE. 

Teniendo en cuenta estudios previos sobre el estado antioxidante realizados 

en sujetos con enfermedad venosa, hemos determinado la capacidad antioxidante 

de las muestras de plasma de esta Tesis mediante los siguientes ensayos: 

capacidad antioxidante total con el método CUPRAC-BCS (figura 26), la actividad 
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antioxidante frente a anión superóxido (figura 27), la actividad de la catalasa (figura 

28) y los tioles totales (figura 29).  

Con respeto a la capacidad antioxidante total, método CUPRAC-BCS, los 

resultados no mostraron diferencias significativas en este parámetro plasmático 

entre individuos con actividad laboral en bipedestación en comparación con 

individuos que ejercen su actividad laboral en sedestación (figura 26).  

En siguiente parámetro analizado es la capacidad antioxidante del plasma 

frente al anión superóxido o método SOSA (figura 27). Con este parámetro 

detectamos los antioxidantes de alto peso molecular, entre ellos enzimas como la 

SOD. El plasma de individuos que trabajan en bipedestación y sedestación no 

mostró diferencias estadísticamente significativas con respecto a este parámetro. 

Además de la SOD, la catalasa es una de las principales enzimas 

detoxificadoras. En esta Tesis se ha determinado la actividad de esta enzima en 

ambos grupos de estudio (figura 28). La actividad de la catalasa en plasma mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos experimentales 

siendo mayor en el conjunto de los sujetos que trabajan en bipedestación. 

El último parámetro determinado fueron los grupos tioles (figura 29). Éstos se 

encuentran en plasma en proteínas y en GSH. Los valores de los niveles de tioles 

totales en plasma de ambos grupos experimentales no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas. 
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Figura 26: Comparación de la capacidad antioxidante total del plasma medida 

mediante método CUPRAC-BCS de individuos con actividad laboral en sedestación 

(círculos n=11)  o bipedestación (cuadrados, n=11). Se representan los datos 

individuales y la media ± ES. El análisis estadístico de realizó mediante t-student. 

 

 

 

BIPEDESTACIÓN SEDESTACIÓN 



 

93 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Comparación de la capacidad antioxidante frente a anión 

superóxido del plasma de de individuos con actividad laboral en sedestación 

(círculos  n=11)  o bipedestación (cuadrados, n=11). Se representan los datos 

individuales y la media ± ES. El análisis estadístico de realizó mediante t-student. 
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Figura 28. Comparación de la actividad de la catalasa en plasma de  

individuos con actividad laboral en sedestación (círculos n=11)  o bipedestación 

(cuadrados, n=11). Se representan los datos individuales y la media ± ES. * p<0.05 

respecto individuos que trabajan en sedestación. El análisis estadístico de realizó 

mediante t-student. 
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Figura 29. Comparación de los niveles de tioles en plasma de individuos con 

actividad laboral en sedestación (círculos n=11)  o bipedestación (cuadrados, n=11). 

Se representan los datos individuales y la media ± ES. El análisis estadístico se 

realizó mediante t-student. 
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C. NITRITOS 

Los niveles de nitrItos determinados por el método de Griess mostraron 

diferencias con significación estadística  entre ambos grupos estudiados.  

 

 

 

 

 

Figura 30. Comparación de los niveles de nitrItos en plasma de individuos 

con actividad laboral en sedestación (circulos n=11) o bipedestación (cuadrados, 

n=11).  Se representan los datos individuales y la media ± ES. ***p < 0.001 con 

respecto a individuos sentados. El análisis estadístico se realizó mediante t-student. 
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D. EFECTO DE LA BIPEDESTACIÓN Y LA SEDESTACIÓN SOBRE EL 
ESTADO  OXIDATIVO PLASMÁTICO. MARCADORES DE OXIDACIÓN DE 

PROTEINAS. 

Los marcadores de oxidación a proteínas estudiados fueron los carbonilos y la 

3- NT. La cantidad de proteínas carboniladas (figura 31) fue similar en ambos grupos 

estudiados sin encontrar diferencias estadísticamente significativas. Los valores en 

los niveles de 3-NT (figura 32) no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos grupos. 

 

 

Figura 31. Comparación de los niveles de carbonilos en plasma de individuos 

con actividad laboral en sedestación (circulos n=11)  o bipedestación (cuadrados, 

n=11). Se representan los datos individuales y la media ± ES. El análisis estadístico 

se realizó mediante  t-student. 
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Figura 32. Comparación de los valores de 3-NT en plasma de individuos con 

actividad laboral en sedestación (circulos n=11)  o bipedestación (cuadrados, n=11). 

Se representan los datos individuales y la media ± ES. El análisis estadístico se 

realizó mediante t-student. 
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E. CORRELACIONES ENTRE LOS PARÁMETROS DE OXIDACIÓN DE 
PROTEÍNAS Y PARÁMETROS ANTIOXIDANTES. 

 

La relación que existe entre los distintos marcadores de oxidación de 

proteínas hallados en este estudio y los mecanismos antioxidantes plasmáticos, se 

describe en las siguientes gráficas. La relación de las proteínas carboniladas totales 

con los valores de SOSA y tioles totales (figura 33) es positiva y con significación 

estadística para una p<0.05. La determinación de la 3-NT muestra una correlación 

negativa con los valores hallados para SOSA y tioles totales (figura 34). 

 

 

 

 

 

Figuras 33. Correlaciones entre proteínas carboniladas totales y SOSA y  

proteínas carboniladas totales y tioles totales. Ambas correlaciones son positivas y 

con significación estadística para una p< 0.05. 
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Figuras 34. Correlaciones entre 3-NT y SOSA y 3-NT y tioles totales. Ambas 

correlaciones son negativas y con significación estadística para una p<0.05. 

 

 

F. EFECTO DE LA BIPEDESTACIÓN Y LA SEDESTACIÓN SOBRE EL 

PARÁMETRO ECOSUMA. 

 

Los sujetos estudiados presentaron al examen eco-doppler color venoso 

ausencia de signos funcionales de insuficiencia venosa en los sistemas venosos 

superficial y profundo. 

En el análisis estadístico no hay diferencias entre los sujetos que trabajan en 

bipedestación y los que trabajan en sedestación para este parámetro estudiado. 
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Figura 35. Comparación de los valores de EcoSuma calculados de los datos 

de eco-doppler para los dos grupos experimentales. Los círculos representan los 

valores individuales en sujetos en sedestación (n= 11) y los cuadrados los valores 

individuales en el grupo que trabaja en bipedestación (n= 11). Para cada grupo se 

representa la media +/- ES. El análisis estadístico se realizó mediante t-student. 

 

 

 

 

SEDESTACIÓN BIPEDESTACIÓN 



 

102 

 

G. CORRELACIÓN DEL PARÁMETRO ECO-DOPPLER (ECOSUMA) CON 
LOS PARÁMETROS PLASMÁTICOS. 

Se realizaron correlaciones del parámetro EcoSuma para cada individuo del 

estudio (tanto de los que trabajan en bipedestación como de los que trabajan en 

sedestación) con los distintos parámetros plasmáticos determinados. 

Los datos de EcoSuma no muestran una correlación con el parámetro 

CUPRAC (figura 36), la actividad de la catalasa (figura 38), los tioles totales (figura 

39) ni los nitritos (figura 42). Sin embargo si que existe una correlación positiva y con 

significación estadística con el parámetro SOSA (figura 37) y proteínas carboniladas 

totales (figura 40). Además, el parámetro EcoSuma muestra una correlación 

negativa y con significación estadística con el parámetro 3-NT (figura 32). 

 

Figura 36. Correlación de los valores de EcoSuma y CUPRAC-BCS de los 

sujetos del estudio.  
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Figura 37. Correlación de los valores de EcoSuma y SOSA de los sujetos del 

estudio.  
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Figura 38. Correlación de los valores de EcoSuma y catalasa de los sujetos 

del estudio. 
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Figura 39. Correlación de los valores de EcoSuma y tioles de los sujetos del 

estudio.  
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Figura 40. Correlación de los valores de EcoSuma y proteinas carboniladas 

totales  de los sujetos del estudio.  
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Figura 41. Correlación de los valores de EcoSuma y 3-NT de los sujetos del 

estudio.  

 

 

Pearson r = -0.4927 

P value (two tailed) = 0.0198 
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Figura 42. Correlación de los valores de EcoSuma y nitritos de los sujetos del 

estudio. 

Nitritos (µM) 
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1. ENFERMEDAD VARICOSA Y DATOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

A pesar de los numerosos estudios epidemiológicos sobre enfermedad 

venosa crónica y  varices que se han llevado a cabo, la prevalencia exacta de la 

enfermedad venosa crónica sigue siendo difícil de determinar debido a las 

variaciones en la población de estudio y los criterios de selección. La prevalencia de 

las varices se sitúa en rangos entre 1-60% en las mujeres y el 2-56% de los 

hombres (L.Robertson et al 2008). El estudio Edimburgh Vein (1999) es uno de los 

pocos estudios longitudinales de enfermedad venosa en todo el mundo y los 

resultados a doce años de seguimiento proporcionan una estimación de la 

prevalencia de esta condición. La evidencia sugiere que la prevalencia  aumenta con 

la edad y que existe una asociación familiar. Las varices parecen ser más frecuentes 

en las mujeres, pero el embarazo, y el hecho de que las mujeres informan de la 

presencia de las venas varicosas con más frecuencia que los hombres, pueden jugar 

un papel en esta variación. La obesidad y la dieta se han propuesto como factores 
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de riesgo, pero se necesitan más evidencias científicas. Los hallazgos 

contradictorios ponen de relieve la necesidad de estudios longitudinales de buena 

calidad que midan la incidencia y la prevalencia de esta patología. La insuficiencia 

venosa crónica y las venas varicosas son a menudo ignoradas como importante 

problema de salud pública. Sin embargo, la evidencia de la investigación, indica que 

la enfermedad venosa afecta a una significativa proporción de la población y es una 

causa considerable de morbilidad y altera la calidad de vida de los pacientes. Lo 

anterior destaca la importancia de la investigación para determinar las causas de 

esta patología en la población general y sus factores de riesgo. 

En el estudio de los factores de riesgo sobre enfermedad venosa en MMII los 

resultados deben ser interpretados con cautela. Los estudios ocupacionales 

retrospectivos y transversales son propensos a errores en la clasificación de la 

exposición. En los estudios retrospectivos, los pacientes pueden no ser capaces de 

recordar con precisión el lugar de trabajo o resumir la postura de muchos años de 

actividad laboral. En los estudios transversales, la postura en el momento del 

examen puede no reflejar la misma postura en el momento del desarrollo de la 

enfermedad venosa. Además existen varios problemas metodológicos que deben 

ser abordados. En la mayoría de los estudios poblacionales los participantes 

proceden de clínicas vasculares y existe un sesgo de selección. Al no ser una 

patología de riesgo los seguros médicos no cubren todas las opciones terapeúticas, 

por lo que estos pacientes que acuden al especialista pueden no tener similares 

variables socioeconómicas y de factores de riesgo, excluyéndose así personas con 

los mismos síntomas pero que no buscan ayuda médica. El error de medición 

también es común en estos estudios produciendo una sub o sobre estimación de la 

prevalencia o en los factores de gravedad y riesgo asociados. El uso de 

autoencuestas por los pacientes puede subestimar la prevalencia porque hay 

pacientes asintomáticos o con varices no visibles que no se detectan con este 

método. Por último, podemos citar un inadecuado control de los factores de 

confusión sobre todo en los estudios sobre factores de riesgo. En la mayoría de las 

publicaciones, los investigadores intentan controlar, ya sea por ajuste o 

estratificación, la edad y/o sexo en las estimaciones de prevalencia para medidas de 

asociación con factores de riesgo de interés. En otros casos se ha utilizado análisis 
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multivariante para ajustar simultáneamente múltiples factores de confusión. 

En esta Tesis se han seleccionado sujetos que trabajan en bipedestación en 

su mayoría personal de enfermería que trabaja en quirófano o profesionales médicos 

quirúrgicos, así que la ocupación laboral es similar. El grupo que trabaja sentado 

realiza tareas en ordenador la mayor parte de su jornada laboral. 

Por último señalar la complejidad de realizar estudios prospectivos  a largo 

plazo sobre el desarrollo de la enfermedad los cuales nos darían una información 

más fiable sobre los factores de riesgo tanto epidemiológcos como bioquímicos 

implicados en el desarrollo de la enfermedad, así como la dificultad de reclutar los 

sujetos participantes y seguirlos a lo largo del tiempo. 

 

2. BIPEDESTACIÓN, ENFERMEDAD VARICOSA Y ESTADO OXIDATIVO. 
ESTUDIO DE LOS PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL ESTADO 
OXIDATIVO EN PLASMA. 

Históricamente se ha intentado explicar la enfermedad venosa varicosa 

centrándose en el mecanismo de reflujo y la alteración anatómica valvular. 

Investigaciones a lo largo de estos años a nivel celular y bioquímico nos han 

mostrado que la etiología de esta enfermedad es multifactorial y de gran 

complejidad. Existen tanto anormalidades estructurares tisulares como bioquímicas y 

se relacionan con un proceso inflamatorio y oxidativo. Los estudios publicados se 

realizan con un número pequeño de sujetos y existe una dificultad sobreañadida 

para seguirlos a largo plazo. Se ha demostrado que el estrés oxidativo está en el 

origen y desarrollo de numerosas patologías, tales como la obesidad, la hipertensión 

o la Diabetes Mellitus por este motivo en esta Tesis han sido excluidos sujetos con 

estas patologías. 

Además, entre los factores de riesgo descritos para el desarrollo de la  

enfermedad varicosa, se considera que las personas que tienen una actividad 

laboral en bipedestación asocian un riesgo mayor de desarrollo de la enfermedad. 

La bipedestación produce estasis venosa e isquemia, la PO2 se reduce un 18% 

(Scott et al 1990) en las venas de los MMII. La reducción de pH que se produce 

como resultado de la acumulación de sangre y la hipertensión venosa, se traduce en 
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la formación de cantidades importantes de ROS (Flore et al., 2004 y 2007). La 

actividad laboral en bipedestación implica  horas de trabajo de pie pero no 

necesariamente implica una ausencia de actividad física ya que en nuestro grupo, 

existen trabajadores con horas en ortostatismo en reposo pero también los hay que 

realizan movimientos de deambulación y reposo durante al menos entre 4-6 horas. 

Por este motivo el objetivo de este estudio ha sido determinar que ocurría con el 

estado oxidativo en plasma de sujetos sanos sometidos a la bipedestación. 

Los estudios más completos sobre el estado redox plasmático similares al 

tema que tratamos en este trabajo los tenemos de diversos ensayos realizados en 

pacientes con varices (Glowinski and Glowinski, 2002, Wali et al, 2002, Kzysciak et 

Kózka, 2011 y Karatepe et al., 2010). Éstos muestran un aumento de parámetros de 

estrés oxidativo. El exceso de ROS procede del  endotelio alterado por las 

condiciones de hipoxia e hipertensión venosa (Glowinski and Glowinski, 2002) y de 

la adventicia de las venas varicosas, ya que ésta es rica en fibroblastos y células 

inflamatorias productoras de ROS (Glowinski and Glowinski, 2002, Bergan, 2007). 

Michiels (2002 y 1993) propone como mecanismo inicial un daño isquémico que 

podría asemejarse a las condiciones fisiológicas que produce la bipedestación 

prolongada.  

Los datos de biomarcadores plasmáticos de estrés oxidativo en enfermedad 

varicosa son escasos y controvertidos, encontrándose tanto aumentos como 

disminuciones o sin cambios entre sujetos con varices y controles sanos (Flore et al., 

2003, Yasim et al., 2008). Esta controversia se debe a la complejidad de los 

mecanismos implicados en el estrés oxidativo y a su naturaleza multifactorial (Veglia 

et al., 2010). En el estudio previo en el que participamos, Condezo et al., 2013, se 

estudiaron los biomarcadores de estrés oxidativo más usados en la patología venosa 

en estadios precoces. Los resultados obtenidos demuestran que el plasma de 

pacientes con varices primarias en estadios tempranos presenta un valor mayor de 

marcadores de estrés oxidativo y un valor menor en los sistemas de protección 

antioxidante, en comparación con los sujetos control. En conjunto todos los datos 

publicados indican que es posible poner de manifiesto en el plasma de pacientes 

con insuficiencia venosa una situación de estrés oxidativo que se ha descrito en el 

tejido varicoso. Es decir, el estado pro o antioxidante de un individuo puede ser 
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medido en plasma. 

Este estudio de Condezo et al., 2013 nos ha servido como guía para valorar 

qué estaba sucediendo en el estado oxidativo de personas que trabajan en 

bipedestación, ya que tradicionalmente se ha considerado esta condición como 

factor de riesgo determinante en el desarrollo de varices. Al tratarse de sujetos 

sanos que no han desarrollado la enfermedad hablamos de estado oxidativo y 

estudiamos que ocurre en plasma tanto en el lado de la balanza de los mecanismos 

de defensa antioxidante como en el lado de la balanza que implica los marcadores 

de oxidación de proteínas. 

En los estudios sobre patología varicosa encontramos resultados 

controvertidos ya que como hemos señalado anteriormente, existen diferencias en 

caso de estudiar plasma o de utilizar para el estudio tejido venoso. Como 

mecanismos de defensa antioxidante los más estudiados son los sistemas 

enzimáticos entre ellos la SOD, con menor frecuencia se estudia la catalasa y 

algunos hacen referencia a la capacidad antioxidante total. Quizá uno de los más 

completos publicados sea el estudio de Condezo et al 2013, realizado en plasma, 

donde se determinaron tanto métodos enzimáticos como capacidad general 

antioxidante del plasma en los estadios tempranos de la enfermedad.  

La capacidad antioxidante total en esta Tesis se ha determinado con el 

método CUPRAC-BCS. El método mide la capacidad antioxidante por el simple 

principio de la reducción del ión cúprico a iones cuprosos (es decir, Cu (II) a Cu (I)). 

El plasma que contiene antioxidantes se mezclan con Cu (II) y la solución será 

reducida por los antioxidantes del plasma a Cu (I). Con este método detectamos la 

capacidad antioxidante del plasma de moléculas hidrofílicas tales como la vitamina C 

y el glutatión e hidrófobos como la vitamina E y constituyen una primera línea de 

defensa. 

La capacidad total antioxidante plasmática no enzimática puede ser 

determinada mediante diferentes métodos (Bartosz, 2010). Entre ellos cabe destacar 

el método ORAC como el de mayor uso en muestras biológicas. En el ensayo ORAC 

la capacidad antioxidante de una molécula particular depende en gran medida de la 

sonda de detección utilizada. Otro método utilizado es el TAC, más sensible que el 
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ORAC, que se basa en la inhibición de la luminiscencia generada por el luminol en 

presencia de antioxidantes de bajo peso molecular. Este método ha sido aplicado 

con éxito a distintas muestras biológicas, incluido el plasma (Saleh and Plieth, 2010). 

La sensibilidad de esta metodología está demostrada por la necesidad de diluir casi 

400 veces las muestras, lo que permite detectar pequeñas diferencias en 

antioxidantes no predominantes en el plasma.  

Existen publicados resultados en la TAC a nivel plasmático (Condezo et al., 

2013) que indican que no hay diferencias entre el plasma de sujetos controles y el 

de pacientes con varices primarias. En esta Tesis los resultados en la capacidad 

antioxidante total medida por la capacidad del plasma para reducir el Cu (II)  indican 

que no hay diferencias entre el plasma de sujetos que trabajan sentados y sujetos 

que trabajan en bipedestación. Este hecho podría explicarse por tratarse de sujetos 

sanos en los que no se detecta una disminución en los mecanismos de defensa 

antioxidante generales al igual que ocurre en pacientes con varices en estadios 

tempranos. Otros autores demostraron una disminución de la capacidad antioxidante 

medida por FRAP (ferric ion reducing ability of plasma) pero en tejido varicoso 

(Kzysciak y Kózka., 2011). Esto nos hace pensar que algunos mecanismos de 

compensación actúa de forma distinta si estamos en el propio tejido venoso de las 

extremidades inferiores o en plasma sistémico. 

La SOD, catalasa y GPx representan los sistemas de defensa antioxidante 

más importantes. Adicionalmente de la capacidad antioxidante total,  la capacidad 

scavenger del plasma frente a O2•− (método SOSA) fue también analizado en la 

presente Tesis. Casi todos los organismos poseen SOD para detoxificar 

enzimáticamente O2•−. Con este método detectamos fundamentalmente la actividad 

de la SOD y se basa en la inhibición de la luminiscencia que producen los 

secuestradores de anión superóxido del plasma una vez que éste es generado con 

la enzima XO. La enzima XO cataliza las purinas en dos pasos y acepta un amplio 

rango de sustratos. En principio cualquier quimioluminiscente con especificidad por 

el O2•− puede ser usado. Hemos utilizado la CTZ por ser muy específica para O2•− y 

ser un antioxidante natural que no produce artefactos como otros reactivos que 

pueden ser utilizados también (luminol, lucigenin) con este método. 

En publicaciones previas en las que se ha determinado específicamente la 
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actividad o los niveles de SOD, se reflejan resultados contradictorios ya que a veces  

se trata de tejido venoso y otras se trata de determinaciones en plasma. En tejido 

venoso varicoso se han encontrados tanto aumento de la actividad de la enzima 

(Kzysciak et Kózka, 2011) como aumento de la concentración sobre todo en los 

fragmentos más distales de las varices (Wali et al 2002). A nivel plasmático 

Triankina et al., 2003 demuestran niveles disminuidos de SOD en pacientes con 

varices en bipedestación. Este resultado (niveles disminuidos de SOD) se ha visto 

previamente en plasma (Siska et Avram, 1999) de sangre extraída de extremidades 

inferiores con varices tras treinta minutos de bipedestación pero no hay  diferencias 

significativas con el grupo control.  

En nuestro ensayo no hemos encontrado diferencias significativas en el grupo 

que trabaja en bipedestación. Es posible que como ocurre en los estudios señalados 

no tengamos una traducción en plasma sistémico de lo que puede estar ocurriendo 

en plasma extraído de MMII. Además en esta Tesis hemos determinado la actividad 

scavenger frente a O2•−  que puede  implicar a otros sistemas antioxidantes no sólo 

a la SOD (fig 43). Estos estudios sobre enfermedad varicosa pueden estar indicando 

un fallo en los mecanismos de defensa antioxidante ya establecido mientras que en 

nuestro caso, podemos estar ante una situación de compensación en sujetos sanos 

que trabajan en bipedestación. 

A pesar de la relevancia de la catalasa como sistema enzimático de defensa 

antioxidante y de señalarla junto a la SOD como una de las enzimas antioxidantes 

más importantes en el endotelio de venas safenas (Mickle et al., 1990), ha sido poco 

estudiada en las publicaciones sobre enfermedad varicosa.   
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Figura 43. Esquema representativo de los diferentes puntos de actuación de 

las enzimas antioxidantes. 

 

 

En esta Tesis hemos detectado diferencias estadísticamente significativas en 

la actividad de la catalasa en plasma en sujetos con actividad laboral en 

bipedestación en comparación con sujetos que trabajan sentados, lo cual nos indica 

una capacidad compensadora general del plasma ante un posible aumento 

sistémico de ROS en estos sujetos sanos por esta vía y no por la GPx (no 

observamos diferencias con los tioles como veremos) ni por la SOD (fig 43). Los 

estudios publicados sobre aumento de ROS en sujetos con actividad laboral en 

bipedestación, Flore et al., 2004 y 2007, sólo detectan este aumento general de 

ROS que expresan en mg/dl de H2O2. No profundizan en los mecanismos implicados 

en su detoxificación. Existen varios trabajos que publican este aumento de actividad 

en enzimas antioxidantes entre ellos la catalasa en sujetos sanos tras actividad 

física  (Berzosa et al., 2011).  

Si hablamos de la patología venosa, no se determina la actividad de la 

catalasa frecuentemente quizá porque muchos de los estudios están realizados con 

tejido venoso. En la patología venosa existe infiltración de células en la pared  que 

secretan al plasma importantes cantidades de ROS (Michiels et al., 2002, Naoum et 

al., 2007). Es de esperar que como respuesta a este incremento del estrés oxidativo 

en el propio plasma, se induzca la expresión y secreción de la catalasa por células 

inmunitarias circulantes. A nivel plasmático encontramos dos estudios con datos 

sobre la catalasa. Triankina et al., 2003, detectan reducción de los niveles de 

catalasa en pacientes con varices, Condezo et al., 2013 muestran que la actividad 
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de la catalasa está disminuida significativamente en el plasma de pacientes con IVC, 

probablemente porque esta enzima se encontraría ante un entorno oxidante, que 

podría inactivarla (Gebicka and Didik, 2009). La hipótesis de que la catalasa se 

inactiva en una entorno antioxidante también se ha estudiado por Li et al 1992. Ellos 

estudian la actividad de enzimas antioxidantes entre ellas la catalasa en cultivo de 

células endoteliales de vena safena con PO2  atmosférico y PO2  baja y detectan una 

actividad baja antioxidante en las células cultivadas con PO2 baja. En cambios en 

esta Tesis encontramos un aumento de actividad de la enzima a pesar de que la 

bipedestación produce un aumento de ROS al igual que se produce en situaciones 

de ejercicio físico con un aumento de ROS y aumento de actividad de enzimas 

detoxificadoras posiblemente por un mecanismo de compensación. 

Los grupos tiol se encuentran en determinados aminoácidos de proteínas y en 

el glutatión mayoritariamente. Hemos incluido este parámetro por tratarse de un 

mecanismo antioxidante complementario. Además en estudios en pacientes con 

varices en estadios precoces es  uno de los mecanismos de defensa que se induce. 

El GSH es un potente agente reductor que participa en diversas rutas metabólicas 

antioxidantes, actuando tanto como donador de protones o como cofactor. Por una 

parte, el GSH actúa intracelularmente como scavenger de diversos ROS, tal como 

radicales anión superóxido e hidroxilo y también puede detoxificar células de 

algunos RNS como el radical peroxinitrito. Además de sus acciones directas 

eliminando ROS y RNS, el GSH actúa como cofactor en varios sistemas enzimáticos 

antioxidantes. Es el cofactor de la GPx que participa en la reducción del peróxido de 

hidrógeno (fig 43), con la dehidroascorbato reductasa participa en la regeneración 

del ascorbato (Franco et al., 2007) y también regula el estado redox de proteínas 

(Jones, 2006). En situaciones de estrés oxidativo el GSH es consumido aumentando 

el nivel de glutatión oxidado (GSSG) y por lo tanto disminuye la razón [GSH/GSSG]. 

El GSH también puede encontrarse en el plasma, lo cual indica que cumple una 

función antioxidante no sólo intracelular, sino también como protector de proteínas 

plasmáticas.  

En esta Tesis los niveles de tioles no muestran diferencias significativas entre 

ambos grupos estudiados. En estudios previos en pacientes con varices hay un 

aumento de GSH en plasma de sangre venosa de MMII tras la bipedestación lo cual 
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puede reflejar un mecanismo de compensación del aumento de ROS (Siska y 

Avram, 1999). En el estudio publicado por Condezo et al., 2013, se determinó que 

no existen diferencias estadísticamente significativas entre el grupo control y los 

pacientes con varices primarias en plasma sistémico. Estos datos remarcados nos 

puede indicar que el GSH se genera principalmente en el sistema venoso de MMII 

durante las situaciones de estrés oxidativo y no a nivel sistémico, lo que sugiere que 

el aumento de ROS sistémico que se produce por la bipedestación prolongada es 

compensado de otro modo, por ejemplo por la catalasa. 

El resultado global de esta Tesis nos muestra que, ante el aumento de ROS 

que supone la actividad laboral en bipedestación, es compensado por mecanismos 

antioxidantes en el plasma.  

 

3. BIPEDESTACIÓN, ENFERMEDAD VARICOSA Y ESTADO OXIDATIVO. 
DETERMINACIÓN DE NIVELES DE ÓXIDO NÍTRICO EN PLASMA. 

 La implicación del NO• en la patología venosa no ha sido estudiada con la 

misma determinación que en la patología arterial y su papel en el desarrollo de la 

enfermedad varicosa requiere un esfuerzo de interpretación de los resultados. En las 

distintas teorías etiopatogénicas sobre la formación de las varices se describe un 

papel primario en el daño endotelial y se han intentado determinar los marcadores 

de estrés oxidativo relacionados con sustancias vasodilatadoras.   

El NO• por sí mismo es difícil de cuantificar debido a su vida media muy corta 

en presencia de O2 y de otras moléculas como hemoglobina. Así pues para la 

determinación de los niveles de NO• se han medido los productos derivados de la 

degradación de éste, en este caso los nitritos (NO2-). Nitritos y nitratos representan 

los productos finales de oxidación del NO• y se consideran un índice de la 

producción sistémica de NO•.  

Se describen varios factores que pueden influir en los niveles de estos 

productos como su ingesta en alimentos, aunque nosotros no hemos determinado la 

posible influencia de la dieta de los sujetos de esta Tesis. Además los nitritos y 

nitratos pueden jugar un papel en la producción de NO• bien porque los nitritos 

liberan NO• al reaccionar con la deoxihemoglobina o porque los nitratos de la dieta 
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se reducen a nitritos por las bacterias de la boca (Giustarini et al., 2008). Determinar 

NO2-  en sangre es complicado por su inestabilidad y se oxidan rápidamente a 

nitratos. Una vez que el plasma se separa del resto de componentes de la sangre, 

NO2-  y NO3- son estables a -20 ºC. Como los NO3- son mucho más abundantes que 

NO2- en los fluidos del cuerpo, la determinación de NO2- y NO3- es sinónimo de 

nitratos en la mayoría de los casos. Hemos elegido esta técnica espectrofotométrica, 

la reacción de Griess, porque es la más utilizada para determinar indirectamente los 

niveles de NO•  en  estudios sobre patología venosa. 

Existen estudios contradictorios sobre el papel del NO• en la enfermedad 

varicosa. Yasim et al., 2007 intentaron determinar si factores vasodilatadores como 

el NO•, prostaglandinas y citocinas juegan un papel en la dilatación venosa en 

estadios precoces de la enfermedad concluyendo que no es así. En la patología 

varicosa esperaríamos encontrar un aumento de éste aunque lo que se ha 

demostrado es lo contrario (Hollingsworth et al., 2001). Esto se explica por el daño 

endotelial que existe en la pared de la vena varicosa. No se puede estudiar si en 

condiciones fisiológicas de estasis sanguíneo las venas varicosas son capaces de 

responder igual a las mismas sustancias y esto refleja la disrupción entre el balance 

dilatador y constrictor que conlleva a un ambiente vasodilatador continuo que genera 

más insuficiencia venosa. 

En esta Tesis describimos elevados de forma estadísticamente significativa 

los niveles de nitratos en sujetos que trabajan en bipedestación. En los estudios en 

los que se describen niveles de ROS elevados (Flore et al., 2004 y 2007) en sujetos 

que trabajan de pie, no se menciona el papel del NO•. Hollingsworth et al., 2001 

determinan los niveles de nitritos en sujetos sanos y con varices después de simular 

el estasis venoso con un manguito de compresión en el muslo. Esta es la única 

referencia encontrada en la que se hace mención a una situación de estasis venoso 

en sujetos sanos y NO•. En este estudio se detectaron niveles de nitritos disminuidos 

en pacientes con varices respecto a los sanos de forma estadísticamente 

significativa. Además se puede señalar de sus resultados que en el grupo de sujetos 

sanos, a los que se les practicó una compresión en muslo (simulación de estasis 

venosa), tuvieron niveles más altos de nitritos en plasma. Esta elevación de nitritos 

no tenía significación estadística con respecto al grupo de sanos a los que no se les 
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practicó la compresión en muslo. Este resultado sin significación estadística lo 

explican quizá por una vida media del NO• corta, o porque se requiere un estímulo 

de estasis más prolongado o porque quizá sea más sensible determinar cambios en 

cGMP como medida del NO•. 

En función de los resultados obtenidos en este estudio podemos inferir que la 

actividad laboral en bipedestación conlleva a un estado de vasodilatación que se 

traduce en plasma por un aumento de productos dependientes del NO•, es decir un 

aumento de nitratos.  

 

4. BIPEDESTACIÓN, ENFERMEDAD VARICOSA Y ESTADO OXIDATIVO. 

DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS RELACIONADOS CON LA OXIDACIÓN DE 
PROTEÍNAS PLASMÁTICAS. 

 Ante un supuesto aumento de ROS que produce la bipedestación sería de 

esperar que se produjera un aumento en los productos derivados de la oxidación de 

los elementos plasmáticos como proteínas. Debido a que los productos de la 

reacción de los ROS/RNS con biomoléculas son más estables que los propios 

ROS/RNS, muchos de estos metabolitos estables y/o la concentración de productos 

diana de oxidación son medibles por diversos métodos en plasma.  

Debido a los niveles significativamente elevados de nitratos  y al supuesto 

aumento de ROS que se produce por la bipedestación sería de esperar aumento en 

el plasma de niveles de ONOO− que interviene en el daño oxidativo como en la 

oxidación de los grupos carbonilos de las proteínas y la nitración de los residuos 

tirosina de las proteínas (3-NT).  
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Figura 44: Esquema representativo de las enzimas de detoxificación y el NO•. 

 

Las proteínas pueden oxidarse por diferentes mecanismos como por la acción 

de la peroxidación lipídica o por el ataque directo de los ROS. Se ha descrito que los 

productos avanzados de oxidación de proteínas (AOPPs) reflejan el daño oxidativo 

global a proteínas (Witko-Sarsat et al., 1996), pero no están correlacionados con los 

niveles de MDA. Tanto a nivel de tejido venoso como a nivel plasmático el marcador 

más estudiado de daño oxidativo en los estudios sobre enfermedad varicosa es el 

MDA. El contenido de carbonilos de las proteínas se puede medir por diversos 

procedimientos muy sensibles siendo el más utilizado el método en el que se emplea 

como reactivo el DNPH. Argüelles et al., 2004 describen una débil correlación entre 

los grupos carbonilo del suero y los de diferentes tejidos.  

En el presente estudio hemos determinado el daño a proteínas a través de los 

niveles de carbonilos y de 3-NT presentes en plasma. 

En los resultados de esta Tesis no hemos encontrado elevado en plasma de 

forma significativa estos marcadores de oxidación de proteínas en sujetos que 

trabajan de pie en relación con los que trabajan sentados. Es posible que no 

hayamos detectado diferencias significativas porque los sistemas antioxidantes 

estén compensando el aumento de ROS que produce la bipedestación mediante los 

mecanismos scavenger de anión superóxido (SOSA) y los tioles. Con ambos 

sistemas existe una correlación positiva y con significación estadística. 

Como hemos documentado, la actividad laboral en bipedestación produce un 

aumento de ROS pero los sistemas de defensa antioxidantes actúan equilibrado la 

balanza. Hemos visto que en el análisis conjunto de carbonilos de todas nuestras 

muestras, existe una correlación positiva de éstos con algunos de los mecanismos 

antioxidantes. Esto es lo que describen algunas publicaciones como la de Berzosa et 

al., 2011. La actividad física se traduce en un aumento de ROS que es compensado 

de forma general con aumento de las enzimas antioxidantes.  

En el estudio sobre patología varicosa de Condezo et al., 2013, se han 

confirmado niveles elevados de proteínas carboniladas en suero de pacientes con 

varices en estadios precoces, que están relacionados con otros aldehídos 
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producidos por la peroxidación lipídica además del MDA (Esterbauer et al., 1991). 

No se encuentra en la literatura referencia a los carbonilos en relación con la 

patología varicosa salvo en el trabajo de Condezo y colaboradores que nos ha 

servido de referente en esta Tesis. El hecho de que los niveles de MDA y proteínas 

carboniladas, pero no los de AOPPs, sean mayores en pacientes con varices en 

relación con los sujetos controles en el estudio de Condezo et al., 2013, indicaría 

que el daño oxidativo en la IVC está relacionado con la peroxidación lipídica. 

En relación con la 3-NT no se ha determinado previamente en estudios sobre 

patología venosa, se ha determinado como marcador de daño oxidativo entre otros 

en estudios sobre aterosclerosis, a través de la nitración de las lipoproteínas de baja 

densidad por peroxinitrito. Como hemos visto, la actividad en bipedestación conlleva 

un aumento de NO•  medido en término de NO2-  en plasma. Hemos querido valorar 

si existía algún parámetro de estrés nitroxidativo en el plasma de estos sujetos a 

través de la participación del ONOO- y la nitración de la tirosina. 

En la determinación de 3-NT se debe tener en cuenta que hay una parte libre 

y otra unida a proteínas. Existen varios métodos de medida  y algunas técnicas 

pueden sobreestimar los valores reales. Se debe señalar que los problemas 

metodológicos asociados a la determinación de este compuesto hacen que la 

información de la que se dispone sobre las consecuencias fisiológicas y patológicas 

de la nitración de la tirosina en seres humanos sea todavía limitada (Duncan, 2002). 

En nuestro caso hemos usado una técnica de inmuno ensayo con anticuerpos para 

estas muestras de plasma con selectividad para detectar residuos unidos a 

proteínas y sin afinidad por las formas libres de la 3-NT. Además de las dificultades 

técnicas de la determinación de la 3-NT debemos añadir la influencia de los hábitos 

alimenticios en el estrés nitroxidativo (Szumska et al., 2012). 

 Como consecuencia del aumento de nitratos y ROS (Flore el al., 2004 y 

2007) que produce la bipedestación sería de esperar un aumento de la oxidación de 

proteínas en este grupo y sin embargo no encontramos diferencias estadísticamente 

significativas. El estrés nitroxidativo que supone la bipedestación prolongada no se 

traduce en daño por la actuación de los mecanismos de defensa.  En el análisis 

conjunto de la 3-NT en ambos grupos, encontramos una correlación negativa entre 

3-NT y SOSA y 3-NT y tioles con significación estadística. Esto se explica porque los 
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mecanismos de defensa antioxidantes scavenger de O2•− hacen que se produzca 

menos ONOO-. La superproducción de NO•  hace que pueda reaccionar con O2•− y 

de esta forma se ve bloqueada esta vía (figura 44).  

 

5. CORRELACIÓN DEL PARÁMETRO ECOSUMA Y LOS PARÁMETROS 
PLASMÁTICOS. 

La etiología de la IVC es multifactorial. La diferencia en la capacidad de 

adaptación entre unos individuos y otros puede depender de factores genéticos y 

ambientales.  Los estudios indican que  se desconoce cuál es el proceso primario 

que conlleva a una incompetencia valvular y dilatación de la pared venosa, lo que se 

acompaña de estancamiento sanguíneo e hipoxia. En este proceso de enfermedad 

se describen múltiples factores epidemiológicos como antes hemos citado y entre 

ellos clásicamente las actividades que exigen una bipedestación prolongada. A parte 

de los estudios epidemiológicos que muestran una relación significativa entre 

enfermedad varicosa y actividad laboral en bipedestación, existen dos estudios 

publicados en los que se demuestra un aumento de “estrés oxidativo” en los 

trabajadores sanos que tienen una actividad en bipedestación y que ya hemos citado 

previamente (Flore et al., 2004 y 2007). Los profesionales que trabajan en 

bipedestación presentan hipertensión venosa en MMII, cambios en el perfil de 

velocidad que activan una serie de mecanismos locales que conllevan a un aumento 

de liberación de ROS mediante dos procesos teóricos,  la quimiotáxis con activación 

de leucocitos y plaquetas y el daño endotelial con la oxidación de componentes de la 

membrana celular. Este hecho se une a la constatación de que los pacientes con 

enfermedad varicosa tienen un aumento de estrés oxidativo en plasma y de los 

marcadores de daño oxidativo (Condezo et al., 2013). Sin embargo en el estudio de 

Flore et al., 2004 no todos los trabajadores en bipedestación mostraron niveles de 

ROS elevados y por el contrario unos pocos controles tenían resultados por encima 

de este determinado umbral lo que nos hace pensar que otros factores podrían estar 

presentes a parte del fenómeno de la bipedestación en el desarrollo de la  

enfermedad varicosa. La respuesta apropiada para compensar esta situación, 

mantener la homeostasis redox y cómo este sistema se rompe; sería la clave para 

explicar el origen de la patología varicosa. 
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En los trabajos publicados sobre insuficiencia venosa y enfermedad varicosa 

clásicamente la selección de los sujetos sanos se determina mediante un estudio 

eco-doppler del sistema venoso superficial y profundo con el objetivo de excluir los 

sujetos con insuficiencia (reflujo) venosa. A parte de esta información, no se ha 

estudiado si de los datos de eco-doppler (curvas de flujo) se podrían obtener de 

forma práctica y sencilla más información que ayudara a explicar los mecanismos de 

daño oxidativo que se producen en los pacientes con enfermedad varicosa ya en 

estadios precoces. En esta Tesis hemos reclutado información hemodinámica sobre 

el estudio eco-doppler en extremidades inferiores mediante la determinación de un 

parámetro que hemos denominado EcoSuma; con el objetivo de correlacionar este 

perfil hemodinámico con el estado oxidativo de sujetos sanos que trabajan en 

bipedestación o en sedestación. No se ha descrito en ningún estudio previo sobre el 

sistema venoso un parámetro similar que nos ayude a validar el que nosotros hemos 

diseñado, lo que hace complicado comparar y correlacionar con estudios previos 

que nos ayuden a la interpretación de los resultados.  

El sistema venoso de las extremidades inferiores está sujeto a grandes 

cambios de presión relacionados con la postura. La presión hidrostática en la 

posición de bipedestación es producto de la gravedad y produce hipertensión 

venosa. La presión hidrostática se eleva 0.8 mm Hg por centímetro desde la aurícula 

derecha hasta llegar a unos 80-100 mm Hg en los pies. En reposo durante la 

bipedestación la presión hidrostática es igual tanto en el sistema venoso superficial 

como en el profundo. Durante la actividad física, la bomba muscular hace que esa 

presión elevada caiga en ambos sistemas venosos para después ascender 

lentamente cuando la actividad muscular cesa (Guyton, 1996). El efecto de esta 

bomba muscular es necesario para producir un flujo ascendente venoso desde las 

extremidades inferiores hacia el corazón.  

El parámetro EcoSuma se ha determinado para cada individuo del estudio en 

función del flujo que cada uno presenta en la región proximal de la VSI. Con el 

parámetro EcoSuma de nuestra Tesis hemos determinado que existen diferencias 

inter-individuales en el patrón de flujo venoso a nivel safeno y que esta condición 

conlleva una asociación positiva con marcadores de daño a proteínas, lo cual puede 

jugar un papel en el desarrollo de las varices en MMII. Existe un estudio publicado 
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(Brinsuk et al 2004) en el que se determinó la heredabilidad de la función venosa 

medida por pletismografía en 46 pares de gemelos. Tras ajustar los resultados en 

función de edad y sexo se estimó la heredabilidad de la capacidad venosa en un 

30% y en un 90% la complianza. El estudio sugiere que la complianza es altamente 

dependiente de la composición genética y esto conlleva a un mayor riesgo de 

desarrollar enfermedad venosa.  La historia familiar positiva se asocia fuertemente a 

sufrir enfermedad varicosa pero en el estudio genético de esta condición se ha 

descuidado la posibilidad de que la función venosa sea propia de cada individuo 

fenotípicamente y esto tenga un patrón de herencia. Las propiedades mecánicas del 

sistema venoso, como la complianza y la capacitancia, pueden ser relevantes en el 

desarrollo de la enfermedad varicosa y no han sido estudiadas como tal.  

Existen publicados múltiples trabajos que estudian lo determinante que el 

esfuerzo de corte puede representar en las repuestas celulares y se ha intentado 

mediante estudios de simulación en cultivos celulares y mediante otras técnicas, 

estudiar el efecto que éste produce sobre las células endoteliales. Durante años el 

endotelio era considerado como un agente pasivo, sin embargo su función es activa 

e integradora de señales percibidas desde la sangre en función de mantener la 

homeostasis del sistema vascular. A través de la síntesis de mediadores, es capaz 

de activar las células musculares para adaptarse al WSS además de activar a 

plaquetas y leucocitos como mediadores de trombosis e inflamación. Cualquier 

problema en su metabolismo celular puede resultar en la alteración de sus funciones 

y esto llevar a cambios en la estructura vascular.  Los estudios in vitro sobre la 

producción de factores endoteliales distinguen entre varios patrones de flujo: 

laminar, oscilante y pulsátil. Todos los datos indican que las fuerzas de cizallamiento 

tienen importantes efectos en los mecanismos redox endoteliales y que diferentes 

tipos de éstas (figura 45) generan diferentes respuestas endoteliales (Matlung H.L et 

al.,2009)¿Por qué no puede suceder este fenómeno en el endotelio del sistema 

venoso también? Nosotros recogemos en este parámetro EcoSuma un área bajo la 

onda de flujo venoso en el que la señal doppler venosa refleja un flujo característico 

para cada individuo y esta “cantidad de flujo” es distinto en cada sujeto estudiado.  
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Figura 45. Esquema representativo de los distintos tipos de flujo. 

 

El patrón de flujo que describe al sistema venoso es complicado de 

caracterizar ya que al contener válvulas en la luz se produce además de un flujo 

centrípeto continuo, turbulencias y estásis a nivel valvular. Además el tipo flujo es 

diferente dependiendo de la parte de la válvula. 

Desde este punto de vista hemodinámico encontramos una correlación 

positiva y estadísticamente significativa entre el parámetro EcoSuma y los niveles de 

carbonilos plasmáticos. Esto nos indica un mayor grado de oxidación de proteínas 

por los mecanismos descritos como corresponde a unos determinados patrones de 

flujo ya sean sujetos que trabajan sentados o en bipedestación. Así pues no sólo el 

fenómeno de la bipedestación aumenta los ROS, sino que un factor propio de cada 

sujeto dependiente de las características biomecánicas de su sistema venoso puede 

contribuir en su estado redox.  

Existen varias publicaciones en estudios arteriales que recogen que un flujo 
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turbulento produce un aumento de anión superóxido (De Keulenaer et al. 1998, Hua 

Cai et al. 2004, Mc Nally et al. 2003, Feairheller et al. 2011). Esta perturbación del 

flujo que ocurre en zonas de bifurcaciones arteriales explica lesiones endoteliales 

localizadas en estas encrucijadas a través de la producción de ONOO-. En nuestros 

resultados encontramos una correlación positiva y estadísticamente significativa 

entre el EcoSuma y los mecanismos scavenger de anión superóxido (SOSA). Este 

hallazgo se puede interpretar como un mecanismo de compensación con aumento 

de actividad de la SOD en los sujetos con flujo más turbulento en el sistema venoso 

(De Keulenaer et al. 1998). Sin embargo no hemos detectado diferencias 

estadísticamente significativas entre EcoSuma y otros mecanismos de 

compensación antioxidantes, CUPRAC-BCS, tioles ni actividad catalasa. 

El otro factor importante estudiado con diferencia estadísticamente 

significativa entre los sujetos que trabajan en bidepestación y sentados, es el NO• . 

En este caso no existe correlación entre la producción de nitritos y los sujetos con un 

parámetro EcoSuma “más turbulento”. Es posible que en estos sujetos el aumento 

de ROS produzca un desacople en la eNOS y se reduzca la producción de NO como 

señalan Feairheller et al., 2011. Además, el aumento de anión superóxido inactiva la 

producción de NO•  como mecanismo de compensación para evitar la formación de 

ONOO- (Hua Cai et al 2004). Así pues, el daño a proteínas medido a través de la 

posible nitración por ONOO- (3-NT) muestra una correlación negativa y 

estadísticamente significativa y esto se explicaría por la actuación de los 

mecanismos antioxidantes que eliminan el anión superóxido en estas circunstancias. 

Para terminar, es preciso señalar que el flujo vascular y el esfuerzo de corte 

son distintos dependiendo del tipo de vaso, localización y tamaño. Es posible que las 

células endoteliales localizadas en diferentes territorios estén sujetas a distintas 

adaptaciones tanto biomecánicas como bioquímicas y es preciso señalar que los 

cambios hemodinámicos que produce la bipedestación se traduzcan a nivel 

endotelial  en respuestas distintas tanto si se trata del sistema venoso profundo 

como del superficial. 
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A. CONCLUSIONES 

 

Las conclusiones que podemos obtener de la presente Tesis Doctoral son las 

siguientes: 

-En la determinación de niveles de nitritos, encontramos diferencias 

estadísticamente significativas entre ambos grupos. Los trabajadores en 

bipedestación muestran niveles en plasma más elevados de los derivados del NO.  

-La condición laboral en bipedestación conlleva  una traducción en plasma de 

mediadores elevados vasodilatadores y a su compensación. Además conlleva  una 

tendencia de elevación de ROS que se traduce en plasma en un aumento de 

actividad de la catalasa.  

-No existen diferencias estadísticamente significativas en la capacidad 

antioxidante total (medida por el método CUPRAC-BCS) ni en la capacidad 

antioxidante enzimática (medida por el método SOSA) entre los sujetos que trabajan 

en bipedestación y los que trabajan sentados.  

-La actividad catalasa en plasma está significativamente aumentada en 

sujetos que trabajan de pie. Este hallazgo podría representar un mecanismo 
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compensador frente a activos vasodilatadores puestos de manifiestos con la 

actividad física y la bipedestación y que necesitan ser compensados.  

-Los niveles de tioles no muestran diferencias estadísticamente significativas 

entre ambos grupos estudiados. Esto nos puede indicar que el GSH se genera 

principalmente en el sistema venoso de MMII durante las situaciones de estrés 

oxidativo y no a nivel sistémico de acuerdo a los trabajos publicados en varices. 

-En el apartado de los marcadores de estrés oxidativo hallados en esta Tesis, 

no hemos encontrado diferencias con significación estadística ni a nivel de 

carbonilos ni con la 3-nitrotirosina aunque si una tendencia a estar aumentados en 

los sujetos que trabajan de pie. Ambos marcadores no son frecuentes en los 

estudios sobre patología varicosa lo que dificulta su interpretación. Nuestro objetivo 

era poner de manifiesto si existía un daño oxidativo relacionado con el NO y el anión 

superóxido que no hemos podido demostrar. 

-En el estudio del parámetro EcoSuma no hemos encontrado diferencias con 

significación estadística entre ambos grupos de comparación. A su vez hemos 

corelacionado este parámetro de forma conjunta (tanto sujetos que traban de pie 

como sentados) con los marcadores anteriores estudiados en esta Tesis Doctoral y 

podemos obtener las siguientes conclusiones: 

1. Con el parámetro EcoSuma hemos determinado que existen diferencias 

inter-individuales en el patrón de flujo venoso a nivel safeno y que esta condición 

conlleva una asociación positiva con marcadores de oxidación de proteínas, lo cual 

puede jugar un papel  en el desarrollo de varices. 

2. Con el parámetro EcoSuma hemos determinado que existe una correlación 

negativa con los marcadores de nitrooxidación de proteínas, lo que nos hace pensar 

que el daño oxidativo en la patología venosa se produce por otros mecanismos y 

esto de debe a las distintas repuestas celulares que se pueden producir 

dependiendo del tipo de flujo (shear stress).  
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B.LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS FUTURAS. 

 

El presente trabajo ha estudiado en el plasma de individuos sanos el efecto 

que puede producir la actividad prolongada en bipedestación a nivel bioquímico 

plasmático y si de estos datos se puede inferir información sobre los factores de 

riesgo  para el desarrollo de la enfermedad varicosa. 

Para ello se ha tenido en cuenta la naturaleza multifactorial de esta 

enfermedad y el estado oxidativo y por tanto se han estudiado diversos sistemas de 

producción de ROS y de defensa antioxidante. No se ha realizado una evaluación 

exhaustiva de todos los parámetros plasmáticos, sino sólo de aquellos relevantes y 

cuya medida pueda ser abordada sistemáticamente sin demasiada dificultad técnica 

en un laboratorio de análisis clínicos.  

Como novedad hemos incluido el factor de flujo venoso que hemos 

determinado mediante eco-doppler y que hemos llamado EcoSuma con el objetivo 

de, correlacionar este perfil hemodinámico con resultados a nivel plasmático de daño 

oxidativo. No se ha descrito en ningún estudio previo sobre el sistema venoso un 

parámetro similar que nos ayude a validar el que nosotros hemos diseñado, lo que 

hace complicado comparar y correlacionar con estudios previos que nos ayuden a la 

interpretación de resultados.  

Estos datos abren importantes perspectivas futuras de diagnóstico. La 

primera de ellas sería la detección precoz de la patología en grupos de riesgo, 

incluso antes de la aparición de signos clínicos, mediante la evaluación de su nivel 

global de estrés oxidativo y el dato de eco-suma.  

Sería necesaria la realización de un futuro estudio epidemiológico. Una vez 

realizadas estas validaciones, estos indicadores no sólo servirían como marcadores 

de la enfermedad, sino también para el desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas. Hoy en día los tratamientos farmacológicos de la IVC no son muy 

eficaces, pero es interesante resaltar que los venotónicos utilizados hasta la fecha 

tienen, en su mayoría propiedades antioxidantes. Es pues posible, que la detección 

precoz de qué tipo de alteración presenta un paciente permitiera la prescripción de 

determinados fármacos específicos, que estimulen sus defensas antioxidantes o que 
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sean scavenger de radicales libres. Así pues sería posible con estos datos realizar 

un indicador predictivo de enfermedad. 

Por último señalar la dificultad de reunir sujetos sanos para este estudio de 

aquí  el tamaño de los grupos estudiados, es posible que alguno de los valores sin 

significación estadística pero marginal se pudieran haber afectado con el aumento 

del tamaño muestral. 
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ANEXO 1 

SERVICIO DE ANGIOLOGÍA Y CIRUGÍA VASCULAR 

Documento de consentimiento informado para obtención de muestras biológicas para 

investigaciones biomédicas 

 

Yo, D ………………………………………………………………autorizo al Servicio 

de Angiología y Cirugía Vascular del Hospital Moncloa a conservar una muestra biológica y 

sanguínea que se obtendrá durante la intervención de varices y de cualquier otra intervención 

que se derive de la anterior. 

 

Previamente de conceder esta autorización he sido informado/a sobre los siguientes 

aspectos de este consentimiento: 

 

1- He recibido información sobre las razones por las que me solicitan la muestra 

biológica. 

2- La muestra obtenida podrá utilizarse para investigaciones biomédicas realcionadas o 

no con la enfermedad o proceso que padezco, siempre que el fin último sea la mejora 

de la salud. 

3- El Servicio de Angiología y Cirugía Vascular de los Hospitales La Zarzuela/La 

Moraleja/Moncloa garantizará la más estricta confidencialidad de los datos facilitados 

en cumplimiento de los dispuesto en la Ley Orgánica de Protección de Datos de 

Carácter Personal. En el caso en que la muestra biológica sea cedida a otro grupo fuera 

de nuestro hospital para realización de investigaciones, también se mantendrá la 

confidencialidad de mis datos. 

4- En cualquier momento podré ejercitar los derechos de acceso, rectificación, 

cancelación o revocación de este consentimiento sin que ello conlleve una merma en 

la asistencia que recibo en el Hospital. La custodia de este documento se realizará por 

parte de la Zarzuela/La Moraleja/Moncloa. 
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5- La cesión de la muestra biológica para fines de investigación se realiza de modo 

altruista y voluntario, renunciando a recibir ningún tipo de compensación por la 

misma. 

 

 

 

                Madrid………de………………….de 20….. 

 

 

                Firma: 

                  

                 

 


