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Introduccién. La preeclampsia es una afeccién
caracterizada por dafio vascular sistémico
producido por factores liberados desde la placenta.
Entre esos factores hay radicales libres de oxigeno,
factores de crecimiento y citocinas inflamatorias
producto de ciclos de hipoxia placentaria. Aunque
hay evidencia de disfuncién endotelial durante la
preeclampsia, no la hay de cambios estructurales
en la vasculatura periférica materna ni de la
expresion de factores patolégicos que se podria
considerar de riesgo arteriosclerético.

Métodos. Comparamos las concentraciones
plasmaticas del factor de crecimiento de endotelio
vascular y de su receptor soluble sFlt-1 entre 16
gestantes sanas y 24 con preeclampsia a término
mediante pruebas de ELISA, relacionamos la
expresion de los factores inducibles por hipoxia y
CD40L mediante RT-PCR y Western blot de células
endoteliales de la arteria humeral materna, y
medimos el grosor mediointimal (GMI) y la
vasodilatacién mediada por flujo (DMF) mediante
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ultrasonografia vascular periférica. Se consider6
un valor de p < 0,05 como estadisticamente
significativo.

Resultados. Las pacientes preeclampsicas
presentaron elevadas concentraciones plasméticas
de sSVEGFR-1/sFlt-1, lo que correlaciona
directamente con la expresion de HIF-20 y CD40L
en células endoteliales, mientras que HIF-1a se
encontré disminuido significativamente.
Curiosamente, el GMI se encontr6 incrementado
en las gestantes preeclampsicas, hecho que
coincide con una disminucién marcada en la DMF.

Conclusiones. Nuestros resultados demuestran
que moléculas involucradas en la fisiopatologia de
la arteriosclerosis se encuentran incrementadas en
la vasculatura periférica con un significativo
engrosamiento de la intima arterial de pacientes con
preeclampsia, lo que predispone a una enfermedad
arteriosclerética materna tras el parto que puede ser
extrapolada a un futuro riesgo neonatal.

Palabras clave:
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mediointimal. Arteriosclerosis.

EXPRESSION OF INFLAMMATORY FACTORS
AND INCREASING OF THE INTIMA-MEDIA
THICKNESS IN PRE-ECLAMPSIA: EVIDENCE
OF MATERNAL AND NEONATAL
ARTERIOSCLEROTIC RISK

Introduction. Pre-eclampsia is a pathological
condition characterized by vascular damage
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produced by systemic factors released from the
placenta. These factors include oxygen free
radicals, growth factors and inflammatory
cytokines that are products released by the
placenta during hypoxia cycles. Although, there is
evidence of endothelial dysfunction during pre-
eclampsia, there is no evidence of structural
changes in the maternal peripheral vasculature or
expression of pathological factors which could be
considered as arteriosclerotic risk.

Methods. We compared the plasma levels of
vascular endothelial growth factor and its soluble
receptor sSVEGFR-1/sFlt-1 between 16 healthy
pregnant women and 24 with pre-eclampsia at
term, using the ELISA test. We correlated the
expression of hypoxia-inducible factors and the
CD40L by RT -PCR and Western blot of endothelial
cells of the maternal brachial artery, and measured
the Intima-Media- Thickness (IMT) and Flow-
Mediated Vasodilation (FMD) by peripheral
vascular ultrasound. A P value < 0.05 was
considered as statistically significant.

Results. The pre-eclamptic women had high
levels of plasma sVEGFR-1/sFlt-1, which directly
correlated with the expression of HIF-2o and
CD40L in endothelial cells, whereas HIF-1a was
significantly diminished. Curiously, the IMT was
increased in pregnant women with pre-eclampsia,
coinciding with a marked decrease in the FMD.

Conclusions. Our results demonstrate that
molecules involved in the pathophysiology of
atherosclerosis are increased in the peripheral
vasculature, with a significant thickening of the
arterial intima of patients with pre-eclampsia, a
condition that predisposes to maternal arteriosclerosis
and could be extrapolated to a future neonatal risk.

Key words:
SVEGFR-1/sFlt-1. HIFs. Pre-eclampsia. Hypoxia. Intima-media
thickness. Arteriosclerosis.

La preeclampsia es una enfermedad que aparece
con sintomas y signos vasculares tardios de diferen-
tes grados de severidad que ocasionan un grave
riesgo maternofetal'?. Pese a las diferentes hipétesis
de su fisiopatologia, todas concuerdan en que el
proceso se debe a un fallo en la implantacién y la
deficiente remodelaciéon de las arterias espirales
uterinas que llevan a una mala perfusiéon sanguinea
con zonas de isquemia placentaria®*. Diversos fac-
tores inflamatorios son liberados de estas éreas
poco perfundidas a la circulacién maternofetal y
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ocasionan dafio vascular, evidenciado por la disfun-
cién endotelial caracteristica en esta enfermedad>®.
Recientemente se ha demostrado que los ciclos de
hipoxia placentaria incrementan la expresién de
novo de moléculas antiangiogénicas como el recep-
tor soluble 1 del factor de crecimiento de endotelio
vascular (sSVEGF-R1 o sFlt-1), el cual se une al fac-
tor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y
produce alteraciones en la remodelacién vascular
placentaria”!. Es interesante que dicho receptor so-
luble sea regulado por el factor inducible por hi-
poxia 20, (HIF-2a) y no por HIF-1a, que modula la
forma membranosa del receptor!!. Curiosamente,
parece que HIF-2a se acumula en las células trofo-
blasticas y mantiene una expresién constitutiva de
SsVEGF-R1/sFlt-1, con un mayor incremento duran-
te los ciclos de hipoxia, con lo que se forma un ciclo
de retroalimentacién positiva que inhibe la remode-
lacion arterial y empeora la isquemia en el curso de
la gestacion'?. Asi, la evidencia de la produccién de
moléculas estimuladas por hipoxia constituye un
importante factor en la patogenia de la enfermedad,
aunque su importancia como factor de riesgo sisté-
mico de otras enfermedades cardiovasculares ma-
ternas o neonatales futuras, como la arteriosclero-
sis, no ha sido evaluada adecuadamente.

La arteriosclerosis es una afeccién progresiva
que se inicia en etapas de la vida tempranas'®, dado
que la estria grasa y el engrosamiento de la intima,
que son lesiones iniciales de la aterogénesis, se han
encontrado en las arterias coronarias de infantes y
nifios!*!, Lesiones con similar distribucién a las de
lesiones presentes en adultos se han detectado en
coronarias de muchos recién nacidos y fetos'3!¢. En
este contexto, un estudio reciente observd una sus-
ceptibilidad incrementada a la formacién de altera-
ciones arteriosclerdticas en arterias de adultos que
habian sido expuestas a riesgos maternos arterios-
cleréticos durante la etapa intrauterina!’. Sin em-
bargo, en ese estudio, como en otro que evalué as-
pectos de la dieta materna como riesgo en la
arteriosclerosis temprana en el neonato'®, no eva-
luaron a gestantes con preeclampsia, que son las
que mas suelen presentar dafio vascular sistémico.
Por otro lado, diferentes factores inflamatorios y
procesos hipéxicos también han sido relacionados
con la progresion de la inflamacién crénica en ar-
teriosclerosis'®?, lo que hace légico pensar en un
efecto importante de la disfuncién endotelial du-
rante la preeclampsia en la promocién de dafios es-
tructurales de la intima arterial y la formacién de
placas arterioscleréticas por mecanismos inflama-
torios crénicos al menos desde la segunda mitad
del embarazo.
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Dado que hay trabajos que encontraron el recep-
tor soluble SVEGFR-1/sFlt-1 en plasma de gestantes
con preeclampsia®?!, en el presente estudio se pre-
tende evaluar la expresion de esta molécula y su re-
gulador, HIF-2q, directamente en las células endote-
liales de la arteria humeral materna, asi como la
expresion del ligando de CD40 (CD40L) una molécu-
la inflamatoria que también se expresa en hipoxia y
esta involucrada en la afeccién arteriosclerética?’??,
con el objetivo de demostrar la expresién de dichos
factores inflamatorios considerados marcadores de
la enfermedad arteriosclerética por parte de vasos
arteriales maternos durante la preeclampsia. Ade-
mas, medimos el grosor mediointimal (GMI), un
fuerte predictor de eventos vasculares, en la arteria
humeral, a la que se considera representativa de la
funcionalidad arterial periférica?® para demostrar
que existe dafio estructural. Finalmente, la evalua-
cién de la respuesta vasodilatadora pretende ratifi-
car el estado de disfuncién endotelial que se da en
este tipo de pacientes’. En conjunto, estos datos per-
mitiran entender de manera més integral el papel de
la hipoxia y la inflamacién vascular periférica en la
preeclampsia iniciada por factores inflamatorios li-
berados a la circulacién desde la placenta, lo que
predispone a la formaci6n futura de placas arterios-
cleréticas tanto en la madre como en el neonato.

Pacientes y método

Etica

Todos los procedimientos y permisos para el uso de tejidos
vaculares y analisis fueron aprobados por el Comité de Etica e
Investigacion del Hospital Nacional del Sur CASE EsSalud y
por cada paciente mediante consentimiento informado.

Pacientes

Se examind a 16 gestantes sanas (GS) (edad, 33 + 3,3 afios;
gestacion media, 34,2 = 1,2 semanas) y 24 gestantes con pree-
clampsia (GP) (edad, 33,2 + 4 afios; gestacion media, 34,4 + 2,3
semanas). Ninguna de las gestantes tenfa hébitos nocivos
como tabaquismo o consumo de alcohol. Las gestantes fueron
reclutadas durante 7 meses del Departamento de Obstetricia y
Ginecologia del Hospital Yanahuara y del Hospital Nacional
CASE EsSalud. El diagnéstico de preeclampsia fue hecho se-
gtn los criterios del Comité en Terminologia del Colegio Ame-
ricano de Obstetricia y Ginecologia*. De manera resumida, es-
tos criterios se basan en la aparicién de dos de los tres signos
alterados de la triada presion arterial, proteinuria y edema. La
presion arterial es considerada patolégica cuando aparece una
elevacion sostenida de la presion sist6lica = 140 mmHg y de la
presion diastolica = 90 mmHg, en ausencia de hipertensién
crénica, después de las 20 semanas de gestacién. Todo valor
debe ser confirmado con dos lecturas separadas 6 h. La protei-
nuria, si aparece un valor = 0,3 g de proteina determinada en
orina de 24 h. Se considera edema cuando la retencion de flui-
dos se evidencia en la cara y/o las extremidades superiores y/o
inferiores por encima de las rodillas, o el incremento de peso

es =500 g en 1 semana. Se excluy6 del estudio a las pacientes
con enfermedad cardiovascular concomitante o con alguna en-
fermedad aguda o crénica, como infecciones, diabetes mellitus
0 céncer, entre otras.

Dado que numerosos factores afectan a la reactividad vascu-
lar mediada por flujo (FMD), como la temperatura, los alimen-
tos, las drogas y los estimulos simpéticos, las pacientes fueron
evaluadas en habitaciones con temperatura controlada y espa-
cios confortables, su medicacién vasoactiva fue suspendida
por al menos 4 veces el tiempo de vida media y se las instruy6
sobre no ingerir sustancias como cafefna, comidas ricas en
grasa y vitamina C al menos 4-6 h antes del estudio.

Obtencion de biopsias arteriales

Los tejidos frescos de arteria humeral fueron obtenidos de
las gestantes sanas y con preeclampsia incluidas en el estudio
mediante cirugia segtin protocolos del Servicio de Cirugia Car-
diovascular del hospital y publicaciones previas'. Las mues-
tras arteriales se lavaron con suero salino y se congelaron en
nitrégeno liquido hasta su anélisis en el laboratorio. El proce-
dimiento fue realizado durante la cesarea programada en to-
das las pacientes.

Enzimoinmunoandlisis

El plasma de las pacientes se recogi en tubos estériles con an-
ticoagulante entre las 32 y las 36 semanas de gestacion y 2 dias
después del parto y se almacené a -20 °C hasta el momento del
analisis. Las concentraciones de VEGF libre y sVEGFR-1/sFlt-1
se determinaron utilizando ELISA tipo sandwich (R&D Systems).
Las concentraciones de VEGF total (libre y unida) se evaluaron
con enzimoinmunoanalisis competitivo (Chemikine EIA, Chemi-
con Internacional). Las dosis minimas detectables de los analisis
fueron 7,5 pg/ml para VEGF libre, 10 pg/ml para sVEGFR-1 y
150 pg/ml para VEGF total. Cuando las concentraciones fueron
menores que los limites detectables se registraron como cero.

RT-PCR en tiempo real

Previamente a la extraccién del ARN total, el tejido fue ho-
mogeneizado con un Tekmar Tissuemizer durante 1 min como
ya se public6'?. El ARN total fue aislado de los tejidos arteria-
les utilizando un kit comercial de Trizol (Invitrogen Corp.). El
ARN fue cuantificado por espectrofotometria, se traté con AD-
Nasa libre de ARNasa y se pasé a cADN (Invitrogen Corp.). El
cADN purificado se llevé a reaccién de PCR en tiempo real.
Las secuencias de los primers y las temperaturas de alinea-
miento para VEGF, sFlt-1, HIF-1a y HIF-2a ya se publicaron
en otro trabajo'?. Las secuencias flanqueadas para VEGF to-
man regiones compartidas de las moléculas variantes de
VEGF. La secuencia del ligando de CD40 (CD40-L) fue la si-
guiente: sentido 5-CACTGGGGAGAGCATTCAGG-3’ y antisen-
tido 5-CAGAGAT GGTATGGGCAGAG-3'. Los transcriptos fue-
ron cuantificados usando SYBR Green en un ABI Prism 7000
(Applied Biosystems) durante 40 ciclos y se analizaron con su
propio software. Los datos del RT-PCR en tiempo real se pre-
sentan como expresion relativa luego de normalizar el valor
del ciclo limite (CT) del gen de interés dividido entre el valor
del CT del gen de betactina utilizado como control de carga.
Cada muestra se analiz6 por triplicado y el valor del ciclo limi-
te (CT) se evalu6 en cada reaccion.

Western blot
Las proteinas totales de los tejidos arteriales fueron extrai-
das utilizando un tampén Laemmli 1X (50 mmol de Tris-HCI
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[pH 6,8]; 2% de SDS y 10% de glicerol) que contenia 7 mol de
urea, 5 mmol de ditiotreitol, 0,5 mmol de fenilmetilsulfonil-
fluoruro y 1 pg/ml de los inhibidores de proteasas leupeptina,
aprotinina y pepstatina. Los tejidos fueron homogeneizados
con un Tekmar Tissuemizer durante 1 min. El crudo fue cen-
trifugado a 6.000 rpm a 4 °C durante 5 min y el sobrenadante
fue sonicado moderadamente unos 10 s. El sobrenadante lue-
go se guardd a -70 °C hasta su determinacion.

Se carg6 30-50 ug de proteina en geles de poliacrilamida al
12% que se sometieron a 100 V durante 2,5 h. Luego las pro-
teinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa con
alta afinidad de unién a proteinas (90 V por 2h a 4 °C). La
cantidad de carga y transferencia de proteinas se evalué ini-
cialmente por tincién con Ponceau-S (Sigma Diagnostics).
Después de bloquear la unién inespecifica con el 5% de leche
sin grasa en neutralizante Tris salino con el 0,1% de Tween 20
por 3 h a temperatura ambiente, las membranas fueron incu-
badas con un anticuerpo monoclonal anti-HIF-1a (dilucién
1:200, BD Biosciences), un anticuerpo policlonal contra HIF-
20 (dilucion 1:500, Novus Biologicals) o un anticuerpo anti-
CDA40L (2 wl/ml, R&D systems). Se utiliz6 como control de car-
ga un anticuerpo monoclonal antibetactinico (dilucién 1:2000,
Sigma Diagnostics). Las membranas fueron lavadas en el tam-
p6n TBS-T tres veces por 10 min cada uno y fueron incubadas
con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (dilu-
cién 1:5.000, Sigma Diagnostics) por 1h a temperatura am-
biente. Las membranas fueron lavadas nuevamente en PBS
con y sin Tween-20 tres veces por 10 min. Para la quimiolumi-
niscencia se usé un escaner con el programa NIH Image 1.63.
La concentracion de la proteina se determiné usando el kit Mi-
cro Bicinchoninic Acid Protein Assay (Pierce).

Medicion del grosor mediointimal y la vasodilatacién
mediada por flujo

La funcién vasodilatadora se evalu6 segin protocolos ya pu-
blicados®*. Las iméagenes de la arteria humeral se obtuvieron
longitudinalmente en el area superior del antebrazo con un tra-
ductor lineal de 12,5 MHz (modelo ALOKA 5500, Tokio, Japdn).
La reactividad arterial se evalué por las mafianas. Para crear el
estimulo de flujo en la arteria humeral, se colocé un mango de
esfigmomanometro en la parte media del brazo y se insufl6 a
50 mmHg por encima de la presién sistélica durante 5 min para
ocasionar isquemia. Las mediciones del didmetro arterial fue-
ron tomadas antes de insuflar el mango (basal) y 0, 15, 30, 60 y
90 s después de soltar el aire del mando (hiperemia reactiva). Se
eligi6 este intervalo debido al hallazgo previo? de que el méxi-
mo estimulo de dilatacién es a los 60 s. La vasodilatacion me-
diada por flujo se determing al calcular el cambio porcentual en
el didmetro arterial con respecto al basal.

Las imagenes del GMI se tomaron antes del estimulo de flu-
jo en la arteria humeral. Las mediciones ultrasonograficas fue-
ron realizadas por un solo operador que no conocia el diagnés-
tico de la paciente evaluada.

Andlisis estadistico

Primeramente, los datos fueron analizados con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para determinar su distribucién. Las
medias fueron comparadas usando la prueba de la t de Stu-
dent y/o la de la U de Mann-Whitney segun el tipo de distribu-
cién. El anélisis de las diferencias entre medias de las medicio-
nes repetidas de la vasodilatacion mediada por flujo se obtuvo
con prueba de ANOVA para mediciones repetidas, seguida de
la prueba post-hoc de Newman-Keuls. En los analisis de resul-
tados de RT-PCR en tiempo real, la cantidad de ARNm se ex-
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presa como el nimero de transcriptos de interés normalizados
con betactina. Todos los valores se presentan en media + des-
viacion estandar y se considerd significativo p < 0,05.

Resultados

De manera preliminar, los grupos de pacientes
sanas (n = 16) y con preeclampsia (n = 24) inclui-
das en el estudio no presentaron diferencia estadis-
ticamente significativa cuando se comparo la edad
materna y la edad gestacional (p > 0,05 en ambas
comparaciones). Ninguna de las pacientes tuvo
complicaciones como eclampsia, sindrome HELLP
u otro que haya requerido terminar el embarazo
antes de las 38 semanas.

Valores de sVEGR-1/sFlt-1, VEGF total y VEGF libre
en plasma

Anteriormente, nuestro grupo demostré!? la expre-
si6n y la secrecién del receptor 1 soluble de VEGF
(SVEGFR-1/sFlt-1) selectivamente por células trofo-
bléasticas; sin embargo, no se evalu6 su importancia
a nivel circulatorio. Dado que es un factor altamente
antiangiogénico, decidimos analizarlo conjuntamen-
te con las concentraciones de VEGF. Los resultados
fueron interesantes debido a que encontramos en
mujeres preeclampsicas valores plasmaticos de sVE-
GFR-1/sFlt-1 muy elevados respecto a las gestantes
sanas (GP35 +4,2 frente a GS, 14,3 +2,5 pg/ml;
p<0,001) (fig. 1). Estos valores tomados en las se-
manas 32 a 36 de gestacién disminuyeron abrupta-
mente el segundo dia tras el parto, retornando a va-
lores similares y sin significacién estadistica (11,8
+ 1,9 frente a 16,2 + 5,7 pg/ml) (fig. 1).

De manera coincidente con lo encontrado en el
microambiente placentario, donde el VEGF total
se encuentra mayormente unido a su receptor so-
luble, la concentraciéon plasmaética en las pree-
clampsicas mostr6 un comportamiento similar.
Los valores de VEGF total, evaluados entre las se-
manas 32 a 36 de gestacién, fueron mucho mayo-
res en las gestantes con preeclampsia que en las
sanas de manera estadisticamente significativa
(GP frente a GS, 720,3 + 87,5 frente a 275,8
+ 91,4 pg/ml; p<0,001) (fig. 2). Contradictoria-
mente, los valores de VEGF libre se encontraron
muy disminuidos en las gestantes con preeclamp-
sia (21,8 + 10,3 frente a 150,1 = 23,7 pg/ml;
p < 0,001) (fig. 2). Dos dias después del parto, los
valores de VEGF total disminuyeron rapidamente
a valores sin diferencia estadisticamente significa-
tiva entre ambos grupos (175,2 + 39,9 frente a
160,4 + 45,3 pg/ml), mientras que los de VEGF li-
bre se incrementaron significativamente en el gru-
po de gestantes preecldmpsicas respecto a los va-
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Figura 1. Concentracién plasmética del receptor 1 soluble de
VEGF (sVEGFR-1/sFlt-1). La concentracién se evalué median-
te ELISA entre las semanas 32 y 36 de gestacién y 2 dias des-
pués del parto. Los valores representan media + desviacion es-
tandar. GP: gestantes con preeclampsia; GS: gestantes sanas.
*p <0,01.

bp < 0,05.

lores previos (72,7 + 21 pg/ml; p<0,05). Los
valores de VEGF libre en gestantes sanas se incre-
mentaron sin diferencia estadisticamente signifi-
cativa (170,2 + 21,4 pg/ml). Entre ambos grupos la
diferencia continué siendo estadisticamente signi-
ficativa (p < 0,01) (fig. 2).

Expresién de ARN mensajero y la proteina total
de SVEGR-1/sFlt-1y CD40L en la arteria humeral
materna

Para demostrar que el estado antiangiogénico
originado en la placenta podia llevar a una retroali-
mentacién positiva en la vasculatura periférica de
manera similar a las células trofoblasticas, decidi-
mos evaluar la expresion del sSVEGR-1/sFlt-1 en cé-
lulas de la arteria humeral. Aunque este receptor se
expresa selectivamente en células trofoblasticas y
alternativamente en células endoteliales placenta-
rias'?, su expresion en endotelio periférico podria
explicar mejor la disfuncién endotelial sistémica en
la preeclampsia.

La expresion de ARNm de sVEGFR-1/sFlt-1 fue
1,9 veces mayor en gestantes con preeclampsia que
en las gestantes sanas (expresion relativa, 0,63 +
0,1 frente a 0,33 + 0,08; p < 0,01) (fig. 3A). Asimis-
mo, las concentraciones de la proteina fueron 2,1
veces mas en las preeclampsicas (relacién proteina
sFlt-1/betactina: 1,34 + 0,44 frente a 0,62 + 0,12;
p < 0,01) (fig. 3B).
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Figura 2. Concentraciones plasmaticas de VEGF total y VEGF
libre en gestantes. La concentracién se evalué mediante ELISA
entre las semanas 32 y 36 de gestacién y 2 dfas después del
parto. Los valores representan media + desviacién estandar.
GP: gestantes con preeclampsia; GS: gestantes sanas.

p <0,01.

®p < 0,05.

Por otro lado, decidimos evaluar la expresion de
la molécula CD40L, debido a que es el nexo perfec-
to entre factores hipéxicos placentarios con la ex-
presion de factores angiogénicos e inflamatorios in
situ como VEGF o su receptor?*, ademas de que
la alta concentracién plasmatica de CD40L ha sido
considerada recientemente como un factor de ries-
go arterioscler6tico?’. Nuestros resultados mostra-
ron que CD40L se expresa mucho en la vasculatura
periférica de pacientes con preeclampsia, con cifras
de ARN mensajero hasta 4,5 veces mayores que en
las gestantes sanas (expresion relativa, 3,81 + 0,22
frente a 0,852 + 0,13; p < 0,001) (fig. 3C). La protei-
na de CD40L también fue 6,8 veces més en las pre-
eclampsicas que en las sanas (relacién proteina
CD40L/betactina, 5,06 + 0,32 frente a 0,74 + 0,1;
p < 0,001) (fig. 3D).

Expresién de los factores inducidos por hipoxia
(HIF-1ay 2a) en la arteria humeral materna

Debido a que el SVEGR-1/sFlt-1 se regula de ma-
nera selectiva a través del HIF-2a en las células tro-
foblasticas'?, decidimos evaluar si dicha regulacién
también podria darse en la periferia por las células
endoteliales. Ademas evaluamos si el factor HIF-1a
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Figura 3. Expresion de ARN y proteina de sSVEGFR-1/sFlt-1 y
CD40L en la arteria humeral. A: relaciéon de transcriptos de
ARN del receptor soluble de VEGF/los transcriptos control (be-
tactina) mediante RT-PCR en tiempo real. B: secrecion de la
proteina del receptor 1 soluble de VEGF expresada como una
relacion de la proteina obtenida/la proteina control (betactina)
mediante Western blot. C: relacion de transcriptos de ARN de
CD40L/betactina. D: relacién de la proteina de CD40L/betacti-
na. Los valores representan media + desviacion estandar. GP:
gestantes con preeclampsia; GS: gestantes sanas; VEGF: factor
de crecimiento del endotelio vascular.

*p < 0,01,

involucrado en la regulaciéon de diversos factores
inflamatorios durante la hipoxia podria ser una al-
ternativa paralela.
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Los resultados fueron interesantes, debido a que
la expresion tanto del ARNm como de la proteina
de ambos HIF mostraron un comportamiento in-
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verso al comparar ambos grupos de gestantes. La
expresion de ARNm de HIF-1a mostré una expre-
sién mayor estadisticamente significativa de 1,9 ve-
ces mas en las gestantes sanas que en las pree-
clampsicas (GS frente a GP; expresion relativa, 1,78
+ 0,24 frente a 0,92 + 0,13; p<0,01) (fig. 4A) y la
proteina mostré una expresion 4,2 veces mayor (re-
lacién proteina HIF-1a/betactina, 2,31 + 0,9 frente
a 0,54 + 0,11; p<0,001) (fig. 4B). Contradictoria-
mente, la expresién de ARNm de HIF-2a fue 4,6 ve-
ces mayor en las preeclampsicas (expresion relati-
va, 0,51 + 0,13 frente a 2,36 + 0,32; p < 0,001) (fig.
4A) y la proteina fue 5,8 veces mayor (relacién pro-
teina HIF-2a/betactina, 0,71 + 0,15 frente a 4,12 =
1,33; p < 0,001) (fig. 4B). Dado que el HIF-2a regu-
la la expresion de este receptor selectivamente en
células trofoblasticas'?, al parecer también las célu-
las endoteliales podrian presentar esta regulacion.
Curiosamente, el HIF-1o aparece marcadamente
disminuido en la enfermedad, lo que confirmaria el
efecto protector propuesto recientemente por Ben-
Shoshan et al®.

Grosor mediointimal y vasodilatacién mediada
por flujo (hiperemia reactiva)

Para demostrar que el efecto inflamatorio en las
arterias periféricas se traduce en dafio estructural y
funcional, decidimos evaluar el GMI de la arteria
humeral y su respuesta fisiolégica a cambios de
flujo. E1 GMI de la arteria humeral evaluado por
ultrasonografia demostré que las mujeres con pree-
clampsia presentaban valores significativamente
mayores que los observados en mujeres sanas
(0,051 = 0,01 frente a 0,039 + 0,01 mm; p = 0,006)
(fig. 5A).

Ademas, los didmetros basales de la arteria hu-
meral en mujeres gestantes sanas y preeclampsicas
también mostraron diferencias incluso en ausencia
de estimulo (3,97 + 0,31 frente a 3,83 + 0,27 mm;
p < 0,05). Estas diferencias se incrementaron nota-
blemente después de aplicar el estimulo de flujo
tras isquemia. Durante la hiperemia reactiva, el in-
greso de flujo en la arteria ocasioné un incremento
significativo en los diametros arteriales de ambos
grupos; sin embargo, las gestantes sanas tuvieron
valores de vasodilatacion mucho mayores que las
gestantes preeclampsicas los segundos 0, 15, 30, 60
y 90 (p < 0,001). La maxima dilatacién se obtuvo 1
min tras el estimulo (después de soltar el mango)
(fig. 5B). En ambos grupos, los didmetros vascula-
res mostraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre todos los tiempos evaluados tras el es-
timulo (ANOVA-MR: GS, F = 137,72; GP, F = 49,15;
p < 0,001). Los anélisis posteriores con la prueba
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Figura 4. Expresion de ARN y proteina de HIF-1a. y HIF-2a en
la arteria humeral. A: relacién de transcriptos de ARN de los
HIF/los transcriptos control (betactina) mediante RT-PCR en
tiempo real. B: secrecién de la proteina de los HIF/la proteina
control (betactina) mediante Western blot. Los valores repre-
sentan media + desviacién estdndar. GP: gestantes con pre-
eclampsia; GS: gestantes sanas.

*p<0,01.

de Newman-Keuls mostraron las mayores diferen-
cias estadisticamente significativas cuando se com-
paré todos los momentos frente a 60 s tras el esti-
mulo (p < 0,001).

Los incrementos del diametro arterial durante la
hiperemia reactiva en gestantes sanas y con pree-
clampsia fueron del 17,03% =+ 3,14% y del 6,58% =+
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2,42%, respectivamente. Asi, la vasodilatacion me-
diada por flujo en la preeclampsia fue significativa-
mente menor que en las gestantes sanas (p < 0,001)
(fig. 5B).

Ademés, al utilizar el coeficiente de correlacion r
de Pearson entre los datos de vasodilatacién y el
GMI, los resultados mostraron una pequefia rela-
cién negativa pero estadisticamente significativa a
los 15 y 60 s de dilatacion tras el estimulo en las
gestantes preeclampsicas (GS, r=-0,39, p = 0,013;
GP, r =-0,557, p = 0,044). Esto significa que el in-
cremento del GMI es un factor que tener en cuenta
en la disminucién de la vasodilataciéon observada
en la preeclampsia.

Discusioén

El presente trabajo relaciona de manera intere-
sante los fenémenos antiangiogénicos e hipdxicos
que ocurren en la placenta durante la preeclampsia
y procesos patoldgicos considerados de riesgo arte-
riosclerdtico en la vasculatura arterial periférica
materna.

Nuestros datos corroboran los hallazgos previos,
en los que se encuentra aumentado el receptor so-
luble sSVEGFR-1/sFlt-1 en el plasma de gestantes
preeclampsicas®?!; sin embargo, este incremento se
ha estudiado principalmente como un marcador de
la enfermedad, y se ha estudiado poco su efecto
bioldgico en la vasculatura periférica.

En primer lugar, nuestros resultados corroboran
el efecto antiangiogénico en la preeclampsia ya se-
fialado anteriormente por otros estudios®’, dado
que se muestra una disminucién importante de las
concentraciones de VEGF libre en plasma, que es
la forma funcional de la molécula y tiene efectos
proangiogénicos. Pese a que la respuesta fisioldgica
a la hipoxia es el incremento en la expresién del
VEGF, la molécula es atrapada por el receptor solu-
ble, lo que impide que ejerza su accion. Asi, ante la
falta del efecto de retroalimentaciéon negativa de
VEGF en su expresion, las células placentarias con-
tindan produciéndolo y aumentando sus valores
plasmaticos, como se observa en nuestras figuras.
Es contradictorio e interesante que también esté
incrementada la liberacién de su receptor 1 soluble
(sVEGFR-1/sFlt-1). Sin embargo, tras el parto los
valores de sSVEGFR-1/sFlt-1 plasmaticos disminu-
yeron drésticamente, aunque siguieron elevados
respecto a las gestantes sanas, lo que indicaria una
expresion no sélo placentaria, sino también perifé-
rica. Corroborando este hecho, los valores de VEGF
libre posteriores al parto continuaron bajos y no
recuperaron los valores alcanzados por las gestan-
tes sanas. Asi, los valores altos del receptor soluble
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Figura 5. Evaluacién ultrasonogréfica del grosor mediointimal
(GMI) y la vasodilatacion mediada por flujo en la arteria hu-
meral. A: medida del GMI en la arteria humeral comparando
gestantes sanas y preeclampsicas. B: medida del FMD basal y
tras estimulo (0, 15, 30, 60 y 90 s). La comparacién entre ges-
tantes sanas y gestantes con preeclampsia dio valores estadjisti-
camente significativos en cada uno de los tiempos. Los valores
representan media + desviacién estdndar. GP: gestantes con
preeclampsia; GS: gestantes sanas.

*p<0,01.

expresado por la vasculatura periférica continua-
rian uniéndose al VEGF en plasma. Tras el parto, el
VEGF total en plasma disminuy6 a valores seme-
jantes a los de las gestantes sanas, lo que corrobora
que principalmente se expresé en la placenta. Aun-
que el papel del VEGF y su receptor 1 soluble en la
arteriosclerosis no es claro, recientemente Sandho-
fer et al® evaluaron en 909 pacientes europeos
adultos y sanos, seleccionados del estudio
SAPHIRY, para analizar la correlacién de los valo-
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res plasmaticos de VEGF y sVEGFR-1/sFlt-1 como
factores de riesgo. Sus resultados mostraron corre-
laciones débiles de la presencia de VEGF y su re-
ceptor 1 soluble con factores de riesgo cardiovascu-
lar, aunque éstos diferfan significativamente entre
varones y mujeres. Nuestros datos no son compa-
rables a los de ese estudio, dado que los sujetos
evaluados estaban sanos y en nuestro trabajo las
pacientes son preeclampsicas, una enfermedad que
se caracteriza por dano endotelial sistémico. Sin
embargo, en ese estudio si encuentran una relacién
positiva entre concentraciones de VEGF y sVE-
GFR-1/sFlt-1 y el GMI de la carétida que concuerda
con nuestros resultados, aunque en nuestro caso la
relacion del receptor 1 soluble mostré significacién
mucho mayor (r = 0,1; p = 0,004 —tabla 2 de Sand-
hofer et al’**— frente ar = 0,41; p < 0,001).

Diversos trabajos han demostrado la liberaciéon
de factores inflamatorios a la circulacién producto
de la hipoxia placentaria en la preeclampsia®’?,
ademas de relaciones logicas de su accién patologi-
ca sobre el endotelio evidenciada principalmente
por una menor respuesta o una menor producciéon
de 6xido nitrico por diversas vias?'*?; sin embargo,
muy poco se ha relacionado la respuesta periférica
con el comportamiento de la células placentarias.
En este trabajo proponemos un mecanismo de
dafio vascular iniciado o potenciado por el incre-
mento de la molécula sSVEGFR-1/sFlt-1 plasmatica,
liberada por las células trofoblasticas placentarias!'?
e inducida a mayor produccién de novo en células
endoteliales periféricas, conjuntamente con varios
factores inflamatorios, entre los que destacamos
CDA40L.

La molécula ligando de CD40 (CD40L) es una
proteina transmembrana de la familia del factor
de necrosis tumoral (TNF), que ha sido implicada
en la patogenia de la arteriosclerosis debido a sus
propiedades inflamatorias, angiogénicas y pro-
tromboticas?"*3. Esta molécula se expresa en dife-
rentes tipos de células hematopoyéticas, como lin-
focitos, monocitos o plaquetas, y en no
hematopoyéticas, como células endoteliales y del
musculo liso®34, Puesto que se expresa durante la
activacion plaquetaria, clinicamente ha adquirido
gran papel como marcador y predictor de eventos
cardiovasculares como inestabilidad de placa®,
infarto de miocardio y accidente cerebrovascular
en pacientes con fibrilacién auricular?’*. Asimis-
mo, estudios previos han mostrado que el CD40L
soluble derivado de linfocitos y plaquetas puede
estimular en células endoteliales la generacion de
mas CD40L**7, que a su vez induce la expresion
de las protefnas ICAM-1 y HSP27, las cuales no

sdlo se vinculan con el desarrollo de arteriosclero-
sis?*, sino con eventos de adhesion celular y pro-
liferacion de actina, encargada de migracion celu-
lar, infiltrados celulares y remodelacién de
musculo liso, caracteristica de la aterogénesis?’¢.
Nuestro trabajo es el primero en demostrar la ex-
presion de CD40L por el endotelio periférico en la
preeclampsia, lo que indicaria la presencia de un
microambiente muy susceptible a la aterogénesis
y al dafo vascular, que también se demuestra en
este estudio. Asi, la produccién del sVEGFR-1/
sFlt-1 y la desregulacion del VEGF estimularian
—junto con otras moléculas, como radicales de
oxigeno y citocinas inflamatorias— la expresién
de CD40L. No negamos la posibilidad de que
CD40L a su vez pueda estimular la expresion de
sVEGFR-1/sFlt-1, pero nuestros datos no respal-
dan esa hipétesis porque el regulador de dicho re-
ceptor soluble es inducido principalmente por hi-
poxia, como se ha demostrado con analisis de
ARN de interferencia'? o por procesos de retroali-
mentacién positiva por el mismo receptor, como
se muestra en este trabajo. Aunque no se conoce
la relacién de los factores involucrados entre hi-
poxia y CD40L%, es muy conocida la relacién para
VEGF y su receptor 1 soluble con HIF-1a!' y HIF-
2a'? respectivamente. Curiosamente, un posible
nexo que no descartamos pero debera ser evalua-
do para CD40L es el factor HIF-2a, debido a que
su expresion presenté un comportamiento similar
a sVEGFR-1/sFlt-1, que si se regula por ese factor.
Ciertamente, la expresion de HIF-2a, parece ser un
nexo importante entre estos cuadros, no asi HIF-
la. como algunos estudios indican®; ademads, en
nuestro trabajo no encontramos una sobreexpre-
sién del factor de transcripcién HIF-1a en vascu-
latura de pacientes con preeclampsia.

Estos datos podrian parecer contradictorios con
estudios que muestran HIF-1a asociado a enferme-
dades cardiovasculares®**, pero estan de acuerdo
con uno recientemente publicado, donde se le aso-
cia un efecto antiaterogénico y reductor de placa
arteriosclerdtica en ratones ApoE-/-*. Es intere-
sante en nuestros hallazgos que muestran una dis-
minucién de HIF-1a en la preeclampsia altamente
significativa frente a las gestantes sanas, lo que res-
palda la idea de un factor protector que debera ser
evaluado en estudios posteriores. Por su parte,
HIF-20 parece regular también en la periferia la ex-
presion de sVEGFR-1/sFlt-1 y quizd de CDA40L,
pero nuestros datos no son concluyentes al respec-
to. Otros datos interesantes pero que deben ser
confirmados son los valores plasmaticos de sCD40L
en gestantes preeclampsicas. En 3 de 5 pacientes
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las concentraciones estuvieron incrementadas con
respecto a los valores de 3 gestantes sanas. De com-
probarse estos hallazgos en una mayor poblacién,
indicarian procesos de retroalimentacién positiva y
mayor riesgo arteriosclerético, como se ha demos-
trad020,33,35-37_

Finalmente, nuestro estudio demostré de mane-
ra significativa un incremento del GMI de la arte-
ria humeral, que evidencia el dafo estructural en
la vasculatura arterial periférica. Es conocido que
el incremento del GMI, principalmente carotideo,
es un fuerte predictor de eventos vasculares en
adultos mayores como accidente cerebrovascular
e infarto de miocardio en valores cercanos al 47 y
el 43% respectivamente*!, ademas de que se consi-
dera en riesgo arterosclerético a las poblaciones
de adolescentes y nifios que presentan un incre-
mento significativo del GMI**2. Aunque el valor
predictivo del GMI todavia es desconocido en po-
blaciones jovenes, diversos estudios indican ma-
yor susceptibilidad para la formacién de lesiones
arteriosclerdticas tempranas en estos grupos
cuando hay factores intrauterinos y de dieta ma-
terna durante el embarazo que incrementan el
riesgo arteriosclerético del neonato!”!8. Nuestros
resultados de gestantes con preeclampsia mues-
tran un incremento significativo del GMI que se
podria considerar de riesgo de enfermedad arte-
riosclerdtica materna y del neonato, o de suscepti-
bilidad futura durante su vida adulta'’. Si bien
nuestra evaluacién fue hecha en la arteria hume-
ral (y no en la arteria carotidea como normalmen-
te se realiza la evaluacion de este parametro), los
datos obtenidos son validos, reproducibles y re-
presentativos de cualquier arteria periférica sisté-
mica (ventajas evaluadas previamente?**2). En este
contexto, la funcionalidad de la arteria humeral
utilizando la técnica de hiperemia reactiva o la va-
sodilatacién mediada por flujo —descrita por Ce-
lermajer et al® y protocolizada por Correti et
al®— sirvieron para evaluar la grave disminucién
de la respuesta dilatadora en preeclampsicas. Este
proceso, que depende de la integridad endotelial,
confirmé la disfuncién endotelial presente en la
preeclampsia y el riesgo de aterogénesis.

En resumen, el presente trabajo demuestra pri-
mero la expresion de factores antiangiogénicos e
inflamatorios de novo considerados de riesgo arte-
riosclerético en la vasculatura arterial periférica,
de manera similar a lo que ocurre en células pla-
centarias, y segundo, el dafio estructural y funcio-
nal del endotelio periférico, que se puede extrapo-
lar como un factor de riesgo vascular temprano o
tardfo en el neonato.
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