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ABSTRACT

Trophoblast invasion is critical for the establish-
ment of uteroplacental circulation. At the early phases
of this process, local oxygen pressure in the placenta
is lower, which pathologically remains constant in
preeclampsia. Consequently, understanding the res-
ponse of placental cells to these stimuli is important.
In the present study, we used primary cultures of trop-
hoblast cells (TCs), fibroblasts from villous cells, and
human umbilical endothelial cells isolated from pre-
term and term placentas (with and without pree-
clampsia) to explore the effect of oxygen pressure on
the expression and synthesis of VEGF, sVEGFR-
1/sFlt-1, and HIF-1a and-2a. Our results show that
low oxygen pressure led to a significant selective in-
crease in mRNA and the sVEGF-R1 receptor protein
in TCs. VEGF expression and synthesis was elevated
in three cell types, but free protein (not bound to
sVEGF-R1) was decreased in TCs. Expression of
HIF-1a or -2o0 mRNA in cells was similar in all the
types of placentas, but the increase in HIF-2a protein
was greater in the TCs of preeclamptic placentas. To
evaluate the relationship between HIF-2a and the in-
crease in the sVEGFR-1 receptor, we used siRNA-
HIF2a. In response to inhibition, expression of the
sVEGF-R1 receptor diminished dramatically. HIF-2a
blockade did not alter VEGF expression. Our data are
the first to indicate that the HIF-2a transcription fac-
tor protein is one of the molecules involved in the se-
lective expression of the sVEGF-R1 receptor in TCs
during hypoxia.

Aceptado para su publicacion el 2 de octubre de 2007.

INTRODUCCION

La preeclampsia es una enfermedad tardia del em-
barazo con gran importancia en la morbimortalidad
materna y neonatal'. La enfermedad se inicia con
sintomas y signos vasculares tardios de hipertension,
proteinuria y edema en diferentes grados de severi-
dad, y ocasiona un grave riesgo materno-fetal®. Aun-
que hay diferentes puntos de vista acerca de la causa
inicial que lleva a la progresion del proceso, la fisio-
patologia ha demostrado claramente que la enferme-
dad solamente ocurre en presencia de placenta, y re-
mite rdpidamente después de que ésta se ha retirado
posparto’. Es asi que las placentas de mujeres con
preeclampsia muestran signos histolégicos de baja
perfusién e isquemia que globalmente se atribuyen a
fallo en la invasién trofobldstica y a una deficiente
remodelacion de las arterias espirales uterinas*®.
Estas zonas isquémicas placentarias llevan a la pro-
duccién de diferentes factores inflamatorios que al
ingresar en la circulacién materna ocasionan una pro-
gresiva disfuncién endotelial caracteristica central en
la enfermedad’®. Concomitantemente, se ha demos-
trado que entre estos factores liberados se encuentran
moléculas antiangiogénicas producidas secundaria-
mente a los ciclos de isquemia. Una de estas molécu-
las es el receptor soluble-1 del factor de crecimiento
de endotelio vascular (SVEGF-R1 o sFlt-1), el cual
se une directamente a moléculas angiogénicas como
el VEGF o el factor de crecimiento placentario PIGF
y ocasiona un sindrome similar a preeclampsia®'2.
Sin embargo, se conoce poco acerca de como la
isquemia/hipoxia puede afectar el balance angiogéni-
co placentario debido a que el VEGF, una molécula
proangiogénica, también estd sobreexpresado en hi-
poxia'®. Por otro lado, en los ultimos afios las conse-
cuencias moleculares de la hipoxia celular se han
revisado exhaustivamente y se ha demostrado la ex-
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presioén de varios genes que modulan una respuesta
adaptativa a este proceso'. La familia de genes mds
estudiada y relacionada en dicha respuesta forma
parte de un grupo de factores de transcripcion deno-
minados factores inducidos por hipoxia HIF-1a" y
HIF-2a'%. Ambas proteinas heterodimerizan con la
proteina translocadora nuclear ARNT o HIF-1R!*15
para luego unirse a los elementos de respuesta a hi-
poxia en los genes. Aunque la identidad del sensor de
oxigeno y los elementos de sefializacion celular rio-
arriba atin permanecen sin conocer'’, los mecanismos
moleculares de la activacién de HIF por hipoxia in-
cluyen procesos como la estabilizacion de la proteina
a degradacion'®!?, regulacién redox con grupos tiol?®
e interaccién con la molécula CBP/p300?!22. Adicio-
nalmente, se ha demostrado que los factores HIF son
importantes en el desarrollo placentario en etapas
primarias cuando la presion de oxigeno es baja
(aproximadamente 20 mmHg), y que su regulacién
en el proceso es proteico y no en el ARN mensajero
(ARNm)*2,

En este trabajo se reportan evidencias de los efec-
tos de la hipoxia en la fisiopatologia de la preeclamp-
sia al demostrar: primero, que el aumento del receptor
soluble-1 del VEGEF es selectivo en células trofoblas-
ticas (CT) en respuesta a valores bajos de oxigeno;
segundo, que ese incremento estd fuertemente ligado
a la elevacion del factor de transcripcién HIF-2a en
las CT, y tercero, que las CT, fibroblastos de las vello-
cidades (FV) y endoteliales de vena umbilical (HU-
VEC) de placentas preecldmpticas son mds sensibles
a la respuesta hipé6xica que las de otro origen. Final-
mente, la elevacion del receptor soluble sVEGFR-1
en CT en respuesta a HIF-2a puede explicar un esta-
do antiangiogénico que lleva a la remodelacién defi-
ciente de la vasculatura que se encuentra en la pree-
clampsia.

MATERIAL Y METODOS
Etica

Todos los procedimientos y permisos para el uso de
tejidos placentarios se aprobaron por el Comité de
Etica e Investigacién del Hospital Nacional del Sur

CASE EsSalud y mediante consentimiento informado
de cada paciente.

Obtencion de células y tejidos placentarios

Los tejidos placentarios del primer trimestre (10-12
semanas de gestacion) se obtuvieron de abortos es-
pontaneos de 7 pacientes con consentimiento (pretér-

mino). Se extrajeron quirdrgicamente, de manera pro-
gramada por cesdrea, 7 placentas completas de 7 pa-
cientes nuliparas por grupo del tercer trimestre (28-38
semanas de gestacién) con y sin preeclampsia. El
diagndstico de preeclampsia se diagnosticé por médi-
cos especialistas y de acuerdo con los criterios inter-
nacionales de la Sociedad Americana de Gineco-Obs-
tetricia'. Ninguna de las pacientes tuvo eclampsia ni
sindrome HELLP.

La placenta es un 6rgano heterogéneo, y mds atn
en la preeclampsia, donde hay zonas isquémicas fo-
cales que dependen del nimero de arterias espirales
uterinas ausentes o con remodelacién incompleta.
Por tal motivo, conclusiones tomadas de estudios re-
alizados por biopsias simples pueden estar equivoca-
das®. Para disminuir el sesgo de la heterogeneidad
del tejido, inmediatamente después de la extraccién
placentaria se tomaron 16 muestras de manera siste-
madtica (en rejilla), como reportaron anteriormente
Mayhew et al®. Cada muestra de 0,5 g incluy6 deci-
dua basal y vellosidades placentarias pero no la placa
coriénica. Ocho de las muestras se lavaron en suero
salino y se congelaron en nitrégeno liquido para su
transporte al laboratorio y posterior evaluaciéon de
proteinas totales. El aislamiento de células y la subsi-
guiente extraccion de ARNm y de proteinas se reali-
zaron de los 8 tejidos biopsiados restantes de cada
placenta. Los procedimientos para aislar CT de teji-
dos placentarios se comunicaron anteriormente?.
Ocho de las 16 muestras por placenta se homogenei-
zaron y digirieron en PBS con un 0,125% de tripsina,
0,4 mM de MgSO, y 20 U/ml DNasa tipo 1 (Gibco
BRL) por 30 min a 37 °C. El tejido digerido se pas6
en una malla de 100 um de poro y las células se se-
pararon utilizando gradientes de densidad en 3 capas
de percoll (4 ml al 40%, 4 ml al 25% y hasta 15 ml al
0%). Luego de centrifugar a 2.000 rpm durante 20
min, se recolectaron las células ubicadas entre las 2
capas mds densas y se incubd con anticuerpos anti-
CD?9 unidos a perlas magnéticas (30 min a 4 °C) para
separar células estromales (Dako, Japan). Las células
fibroblasticas FV se aislaron de las CT gracias al an-
ticuerpo. Después de remover las perlas magnéticas
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se
procedid a cultivar en frascos utilizando medio 199
(Sigma) suplementado con 10% de suero fetal bovi-
no (FBS, Sigma) y cubiertos con fibronectina. La
pureza de los cultivos de las células CT y FV se con-
firmé por tinciones con anticitoqueratina y antivi-
mentina®®. Para el andlisis de proteinas totales por
western blot se analizaron las 8 biopsias restantes por
placenta (56 muestras por grupo) evitando el sesgo
por heterogeneidad del tejido®.
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TABLA I. Secuencias de primer para la RT-PCR en tiempo real

SECUENCIA DEL PRIMER TEMPERATURA ALINEAMIENTO (°C) REFERENCIA

VEGF S:5-CGAAACCATGAACTTTCTGC-3

A:5-CCTCAGTGGGCACACACTCC-3 63 12
sVEGF-R1 S:5-GCACCTTGGTTGTGGCTGACT-3

A:5-GAGCCCGGGGGTCTCATTATT-3 63 12
msVEGF-R1 S:5-GCACCTTGGTTGTGGCTGACT-3

A:5-CCCTTCTGGTTGGTGGCTTTG-3 60 12
HIF-1a S:5-GCCCTAACGTGTTATCTGTCG-3

A:5-TTGCTCCATTCCATTCTGTTC-3 63 29
HIF-2« S:5-CAGCTCAGAGCTGAGGAAGG-3

A:5-GTTGTAGACTCACTTGCC-3 65 30
[3-actina S:5-CGACAACGGCTCCGGCATGTGC-3

A:5-CGTCACCGGAGTCCATCACGATGC-3 63 12

Las secuencias flanqueadas para VEGF toman regiones compartidas de las variantes de VEGF.

Cultivos de células endoteliales de venas
umbilicales

Las células endoteliales de venas umbilicales (HU-
VEC) se obtuvieron de cordones umbilicales de las
mismas pacientes, de donde se obtuvieron las placen-
tas inmediatamente después del parto. La técnica de
aislamiento también se ha comunicado anteriormen-
te?’?8, Las células aisladas se cultivaron con medio
endotelial basico suplementado con un 1% de suero
fetal bovino, factor de crecimiento fibrobléstico, he-
parina, hidrocortisona, factor de crecimiento epider-
mal y factor de crecimiento similar a la insulina-1
(EGM-2, CAMBREX Bio Sciences). Las superficies
de los frascos de cultivo se cubrieron con fibronectina
(Sigma Chemical).

Estimulo hipoxico

Las condiciones de exposicion al oxigeno se regu-
laron por un incubador celular multigas (Sanyo-
MCO-5M). Las células CT, FV y HUVEC se cultiva-
ron en condiciones normoxicas (5% de CO,, 21% de
O,y 74% de N, a 37 °C) hasta alcanzar el 75% de
confluencia; luego se trasplantaron a platos de 30 mm
cubiertos con fibronectina a una concentracion de 1
X 10* células/ml en un volumen de 2 ml, donde, al
cabo de 3 h se les aplico la siguiente condicion: 5%
de CO,, 2% de O, y 93% de N, (a 37 °C). Los grupos
control continuaron con condiciones previas norméxi-
cas. Las evaluaciones se realizaron 72 h después del
estimulo.

Ensayos inmunoenzimaticos

Los sobrenadantes de los cultivos celulares en con-
diciones normoéxicas e hipdxicas se recolectaron 72 h

después del inicio de los estimulos. Las concentracio-
nes de VEGF libre y sVEGFR-1 se midieron utilizan-
do ELISA tipo sdndwich (R&D Systems). Las con-
centraciones de VEGF total (libre y unida) se
evaluaron con EIA competitivo (Chemikine EIA,
Chemicon Internacional). La dosis minima detectable
de los ensayos fue 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 a los 1i-
mites detectables se registraron como cero.

PCR en tiempo real

El ARN total se aisl6 de las células y tejidos utili-
zando un kit comercial de Trizol (Invitrogen Corp.,
México, DF). El ARN se cuantificé por espectrofoto-
metria, tratado con ADNasa libre de ARNasa y pasa-
do a cADN (Invitrogen Corp.). El cADN purificado
se llevd a reaccion de PCR en tiempo real. Las se-
cuencias de primer y temperaturas de alineamiento se
describen en la tabla I. Los transcriptos se cuantifica-
ron usando SYBR Green en un ABI Prism 7000 (Ap-
plied Biosystems) y se analizaron por su propio soft-
ware.

Western blot

Las proteinas totales de los tejidos placentarios se
extrajeron utilizando buffer Laemmli 1X (50 mM de
Tris-HCl [pH 6.8], 2% de SDSy 10% de glicerol) que
contenia 7 M de urea, 5 mM de ditiotreitol, 0,5 mM
de fenilmetil sulfonil fluoruro y 1 pg/ml de los inhibi-
dores de proteasas leupeptina, aprotinina y pepstatina.
Los tejidos se homogeneizaron durante 1 min con un
Tekmar Tissuemizer. El crudo se centrifugé a 6.000
rpm a 4 °C por 5 min y el sobrenadante sonicado mo-
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deradamente por 10 s. Luego se guardd el sobrena-
dante a —70 °C hasta su determinacion.

Para la extraccion de proteinas de los cultivos celu-
lares, se utilizd un kit de extraccion (Pierce, Rockford)
que utiliza PBS adicionado a 10 pg/ml de fenilmetil
sufonil fluoruro y 1:100 del coctel de inhibidores de
proteasa SET III (Calbiochem, San Diego). Se carga-
ron 20 a 50 pg de proteina en geles con gradientes del
4-20% (Gradipore, French Forest) y corridos a 100 V
por 2,5 h. Luego las proteinas se transfirieron a mem-
branas de nitrocelulosa con alta afinidad de unién a
protefnas (90 V por 2 h a 4 °C). La cantidad de carga y
transferencia de proteinas se evalud inicialmente por
tincién con Ponceau-S (Sigma Diagnostics). Después
de bloquear la unién inespecifica con un 5% de leche
sin grasa en buffer tris salino con un 0,1% de tween-20
por 3 h a temperatura ambiente, las membranas se in-
cubaron con un anticuerpo monoclonal anti-HIF-1«
(dilucién 1:200, BD Biosciences), o un anticuerpo po-
liclonal contra HIF-2« (dilucién 1:500, Novus Biolo-
gicals). Como control de carga se utilizé un anticuerpo
monoclonal anti-B-actina (dilucién 1:2.000, Sigma
Diagnostics). Las membranas se lavaron en buffer
TBS-T 3 veces por 10 min cada uno y se incubaron
con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa
(dilucién 1:5.000, Sigma Diagnostics) por 1 h a tem-
peratura ambiente. Las membranas se lavaron nueva-
mente en PBS con y sin tween-20 3 veces por 10 min.
La quimioluminiscencia se adquirié usando un escé-
ner con el programa NIH Image 1.63. La concentra-
cién de la proteina se determind usando el kit Micro
Bicinchoninic Acid Protein Assay (Pierce).

ARN de interferencia frente a HIF-2a en células
células trofoblasticas

Los ARN de interferencia frente a HIF-1a y HIF-
2a (HIFa-siARN) se sintetizaron por xeragon/qiagen
(Colonia, Germany). Como control negativo se usé
siARN que secuencia luciferasa para el vector pGL2
(siARN 5 CGUACGCGGAAUACUUCGAJTAT).
Todo el siARN se reconstituyé en condiciones libres
de ARNasas de acuerdo con los protocolos del fabri-
cante. Las CT de los 3 grupos (pretérmino, término
con y sin preeclampsia) se transfectaron con el
siARN cuando se encontraban al 70% de confluencia
utilizando oligofectamina (Invitrogen) en medio de
cultivo con antibidtico y libre de suero.

Analisis de datos

La prueba de Wilcoxon para datos independientes y
para datos pareados permitié comparaciones para da-

tos obtenidos de cultivos, en los que las células se ais-
laron de la misma placenta y se usaron en 2 condicio-
nes de oxigeno diferentes (al 20 y al 2%). En cada ex-
perimento n = 7, que son el nimero de mujeres de las
que se extrajeron las células y/o tejidos placentarios.
Para la comparacién de proporciones se utilizé la
prueba de la x2. Para evaluar las diferencias en las
edades de las pacientes y demostrar la homogeneidad
de los grupos estudiados se utilizé la prueba ANOVA
de una via y la prueba post-hoc de Tukey. En los ana-
lisis de resultados de PCR en tiempo real, la cantidad
de ARNm se expresa como el nimero de transcriptos
de interés normalizados con 3-actina. Todos los valo-
res se presentaron como medias + desviacion estdndar
y se considerd como significativo valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Expresion y secrecion de sVEGF-R1 en células
placentarias

De manera preliminar, se observo la respuesta ba-
sal a hipoxia en las células placentarias extraidas (CT,
FV y HUVEC) para determinar su viabilidad frente a
condiciones bajas de oxigeno. Nuestros datos mostra-
ron un incremento en la proliferacién de hasta un
15% a las 72 h postestimulo en las CT, de acuerdo
con estudios anteriores'>*2. Las células FV y HUVEC
no tuvieron cambios significativos en este parametro.
Para determinar si la expresiéon de sSVEGF-R1 (sFlt-1)
estd regulada por estimulos hipdxicos y las posibles
diferencias entre células de placentas sanas frente a
preeclampsticas, se evalu6 la expresion de ARNm del
receptor de manera cuantitativa utilizando RT-PCR en
tiempo real (fig. 1). Nuestros resultados muestran cla-
ramente que ante un estimulo hipdxico evaluado a las
72 h, las CT incrementan significativamente su expre-
sién (6,4 + 2,2 veces en CTpt [pretérmino], 7,2 + 2,34
veces en CTsp [sin preeclampsia] y 9,51 + 2,65 veces
en CTcp [con preeclampsia] al comparar con el esta-
do norméxico; p < 0,01). Curiosamente, las células
FV y las HUVEC no presentaron cambios importan-
tes en la expresion del receptor frente a hipoxia (p >
0,05). A ambas condiciones de oxigeno las CT de pa-
cientes preeclampsticas presentaron una mayor res-
puesta traducida en la expresion del receptor compa-
radas a las provenientes de placentas sanas a término
y pretérmino (3,78 £ 1,09 veces mds que las FV y
3,55 £ 1,11 veces mds que las HUVEC; p < 0,01)
(fig. 1A). De manera similar, se observé un incremen-
to en la expresion de la isoforma del receptor adheri-
da a membrana msVEGF-R1 (2,31 = 0,6 veces en
CTpt; 2,48 + 0,71 veces en CTsp, y 4,52 + 1,21 veces
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Fig. 1. Expresién y sintesis del receptor sVEGFR-1/sFlt-1 en células placentarias. A) Expresion del ARNm evaluado por PCR en tiempo real a las 72 h
de cultivo, sin y con el estimulo hipéxico. Los valores estan representados por la media de la relacion de transcriptos del receptor sFIt-1 entre los de B-

a

actina = DE. B) Sintesis de la proteina sFlt-1 evaluada en el sobr

te de los cultivos celulares mediante ELISA tipo sandwich a las 72 h, con y sin

estimulo hipéxico. Los valores representan la cantidad de proteina en pg/ml + DE.

*Comparaciones entre las CTpc frente a las CTpt y sp; p < 0,01. **Comparacion entre las CT sometidas a hipoxia frente a las CT control; p < 0,01.

CP: con preeclampsia; CT: células trofoblasticas; FV: células de los fibroblastos de las vellosidades; HUVEC: células endoteliales de vena umbilical.
PT: pretérmino; SP: sin preeclampsia. N = 7 para cada grupo, n es el niimero de placentas de donde se aislaron las células.

en CTcp; p < 0,01 [datos no presentados en la fig. 1]).
Para esta isoforma unida a membrana (msVEGFR-1)
las células HUVEC también presentaron un incre-
mento de la expresion frente a hipoxia (HUVECpt 0,9
+ 0,33 veces, HUVECsp 1,1 = 0,32 veces, HUVECcp
1,51 £ 0,2 veces; p < 0,05, [datos no presentados en
fig. 1]). Las concentraciones proteicas del receptor
sVEGF-R1 en sobrenadantes del cultivo de CTcp eva-
luadas a las 72 h mostraron un comportamiento simi-
lar al encontrado en la expresiéon del ARNm. Los va-
lores de la proteina en condiciones normédxicas fueron
de 934 + 170 pg/ml frente a 2.062 + 203 pg/ml en
condiciones hipdxicas (p < 0,01) (fig. 1B). Los valo-
res de la proteina en medios de cultivo de los 3 gru-
pos de FV y HUVEC no difirieron entre las condicio-
nes normoxica e hipdxica (FVcp: 55 + 15 pg/ml al
20% de O, y 58 = 12 pg/ml al 2% de O,; HUVECcp:
590 + 108 pg/ml al 20% de O, y 616 = 102 pg/ml al
2% de O,; p > 0,05). El comportamiento en las célu-
las con preeclampsia mostrd también mayor cantidad
de proteina secretada, tal como se observé en el anali-
sis del sSVEGF-R1-ARNm. Estos resultados certifican
que las CT en ambientes hip6xicos son mds sensibles
a la expresion del receptor soluble-1 del VEGF a dife-
rencia del resto de las poblaciones celulares.

Expresion y secrecion de VEGF en células
placentarias

Los andlisis en CT mostraron un incremento im-
portante de VEGF-ARNm después de 72 h con esti-
mulo hipdxico del 2% de O, con respecto a la expre-
siéon norméxica (3,4 + 0,7 en CTpt, 3,7 = 0,64 en
CTsp y 5,1 = 0,86 veces en CTcp; p < 0,01). Las cé-
Iulas FV y las HUVEC también mostraron cambios
importantes en la expresién de VEGF frente a la hipo-
xia (FV: 1,8 £ 0,3 en FVpt, 1,67 + 0,32 en FVspy 2,3
+ 0,7 veces en FICP; p < 0,05; HUVEC: 4,5 + 1,1 en
HUVECpt, 4,8 + 1,5 en HUVECsp y 6,2 + 1,2 veces
en HUVECcp; p < 0,01) (fig. 2A). En ambas condi-
ciones de oxigeno, las células CT, FV y HUVEC con
preeclampsia presentaron mayores valores de ARNm
que los grupos pretérmino y término sin preeclampsia
(p < 0,05). Los ensayos ELISA tipo sandwich se utili-
zaron para evaluar el VEGF libre no unido al receptor
sFlt-1 coexistente en el medio de cultivo; mientras
que el inmunoandlisis competitivo permitié evaluar el
VEGEF total''2. Los valores de VEGF libre en los so-
brenadantes de cultivo, en condiciones normoxicas,
de las CT obtenidas de placentas pretérmino y a tér-
mino sin preeclampsia fueron 14 + 4 pg/mly 16 +4.,5
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Fig. 2. Expresion y secrecion de VEGF en células placentarias. A) Expresion del ARNm de VEGF después de 72 h de estimulo hipéxico. Los 3 tipos celu-
lares tienen indices similares en expresion del ARNm y presentan incrementos significativos en respuesta a hipoxia; p < 0,01. Todas las células del grupo

con preeclampsia mostraron mayor incremento comparado con el resto, p

< 0,05. Los valores representan la media de la relacion entre el nimero de

transcriptos de VEGF y el valor de B-actina + DE obtenidos de 7 cultivos por tipo de célula producto de la lisis de 8 biopsias por placenta (n = 7) (véase

detalles en «Material y métodos»).

#*Comparacion entre células sometidas a hipoxia frente a controles; p < 0,01.
**Comparacién entre células provenientes de placentas con preeclampsia frente a las provenientes de placentas pretérmino y sin preeclampsia a 20%

de O,; p <0,05.

= Comparacién entre células provenientes de placentas con preeclampsia frente a las provenientes de placentas pretérmino y sin preeclampsia a 2% de

0,; p < 0,01. B) Secrecién de VEGF-total y VEGF-libre por CT. Utilizando

2 métodos enzimaticos se determinaron los valores de VEGF-total y VEGF-

libre (no unido a sFIt-1) 72 h después del estimulo hipéxico. Las cantidades de VEGF libre no fueron detectables (< al limite de detccion de 7,5 pg/ml) en

condiciones de hipoxia a 2% de O, ni en CTcp a 20%0,.
*Comparacion entre CTpt y CTsp; p > 0,05.
#“#*Comparacién entre CTcp frente a CTpt o CTsp; p < 0,05.

***Comparaciones entre el grupo de CT a 20% de O, frente a CT a 2% de O,; p < 0,01.

Los valores se expresan en pg/ml y representan la media + DE.
CP: con preeclampsia; CT: células trofoblasticas; FV: células de los fibrol
PT: pretérmino; SP: sin preeclampsia.

pg/ml, mientras que no fueron detectables en los cul-
tivos de CT pertenecientes a las pacientes pree-
clampsticas (limite de deteccién del método, 7.5
pg/ml). En condiciones hipéxicas los valores no fue-
ron detectables en ninguno de los grupos de las CT
(fig. 2B). En las células FV y HUVEC los valores de
VEGEF libre si se incrementan significativamente en
condiciones hipoxicas (p < 0,01), pero no presentan
diferencias cuando se evalua el factor de procedencia
(pretérmino, sin preeclampsia y con preeclampsia, p
> 0,05) (20% de O,: FVpt 19,3 = 8,4 pg/ml, FVsp
21,7 £ 9,2 pg/ml, FVcp 24,5 + 7,6 pg/ml, HUVECpt
51,3 + 14 pg/ml, HUVECsp 53,3 + 16,3 pg/ml y HU-
VECcp 59,6 + 17 pg/ml, frente al 2% de O,: FVpt
434 + 12,5 pg/ml, FVsp 44,2 = 15,1 pg/ml, FVcp
50,4 £ 13,2 pg/ml, HUVECpt 102,1 + 24,5 pg/ml,

slastos de las vellosidades; HUVEC: células endoteliales de vena umbilical.

HUVECsp 103,7 + 26,8 pg/ml y HUVECcp 119,17
32,5 pg/ml).

La concentracién de proteina VEGF total en culti-
vos presentd un incremento en los estados de hipoxia
en los 3 tipos celulares de manera significativa, con
una mayor importancia en las células CTcp y HU-
VECcp, que mostraron un incremento de mds del do-
ble coincidente con la expresiéon del ARNm descrito
mds arriba (20% de O,: CTpt 197,3 + 54 pg/ml, CTsp
211,5 £ 45,1 pg/ml, CTcp 302,4 + 63,3 pg/ml, frente
al 2%0,: CTpt 315,6 + 62,7 pg/ml, CTsp 324,0 = 70
pg/ml, CTcp 451,5 + 51,0 pg/ml; p < 0,01) (fig. 2B).
De manera similar a lo observado en la figura 1A, las
concentraciones de proteinas totales fueron similares
entre las células pretérmino y a término sin pree-
clampsia, pero ambas fueron diferentes de las células
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TABLA II. Relacion de la expresion de ARNm de HIF-1a y 2 normalizado con B-actina en diferentes células
placentarias extraidas de tejidos pretérmino y a término con y sin preeclampsia

OXIGENO 20%

OXIGENO 2%

o TERMINO SIN TERMINO CON & TERMINO SIN TERMINO CON
owoasby | (RSNG| TMbiachy | owoweos | RSV | RESRUED
HIF-10/B-actina
CT 1,23 £0,22 1,15+0,19 1,27 +0,14 1,65 +0,31 1,58 £ 0,36 1,64 0,27
FV 0,97 0,16 0,99 £0,21 1,10+ 0,24 1,62 £ 0,25 1,61 £0,38 1,65 £ 0,24
HUVEC 1,20 £0,2 1,22 £0,13 1,20 £ 0,25 1,62 £0,41 1,63 +£0,38 1,62 £ 0,31
HIF-2a/B-actina
CT 1,74 £ 0,35 1,66 0,42 1,79 £ 0,47 291£0,35 2,89 £0,32 2,95£0,41
FV 1,65 £ 0,29 1,59 £ 0,37 1,61 £0,36 2,11 £0,21 2,14£0,18 2,21+0,26
HUVEC 1,78 £ 0,42 1,75 +£0,45 1,80 £ 0,44 2,36 +0,19 2,24 +0,24 2,30+0,28

CT: células trofoblésticas; DE: desviacion estandar; FV: células de los fibroblastos de las vellosidades; HUVEC: células endoteliales

de vena umbilical.

Los datos muestras la media + DE. Hay diferencias significativas al comparar los estados de normoxia frente a los de hipoxia sin

importar el tipo celular ni la procedencia del tejido.

con la enfermedad (p < 0,01) (20% de O,: FVpt 89,3
+ 21 pg/ml, FVsp 91,4 + 20,2 pg/ml, FVcp 133,0
18,4 pg/ml, HUVECpt 138,6 + 58 pg/ml, HUVECsp
142 + 62,3 pg/ml y HUVECcp 179,4 + 70,1 pg/ml,
frente al 2% de O,: FVpt 122,4 + 45 pg/ml, FVsp
130,0 £ 41,5 pg/ml, FVcp 184,7 + 34,1 pg/ml, HU-
VECpt 201,6 = 34 pg/ml, HUVECsp 212,0 + 36,1
pg/ml y HUVECcp 367,9 + 46,6 pg/ml). Estos resul-
tados ratifican el hecho que frente a estados hipdxicos
las células placentarias responden positivamente ex-
presando VEGF, pero su presencia efectiva (VEGF li-
bre) en el medio extracelular a las CT es contrarresta-
da por la sobreexpresion de sVEGF-R1. Nuestros
datos indican que en preeclampsia las células presen-
tan este fendmeno de manera mas marcada.

Expresion génica y de las proteinas de HIF-1a
y HIF-2a en células placentarias

La tabla II resume los valores obtenidos de la rela-
cion de transcriptos de HIF-1a y 2« frente a 3-actina.
Los datos muestran que la expresion de ambos facto-
res no es diferente estadisticamente entre los estados
de procedencia de las células (pretérmino, sin pree-
clampsia y con preeclampsia) (p > 0,05) ni entre el
tipo de célula. Sin embargo, frente a condiciones de
hipoxia, la respuesta en las células CT es mayor para
HIF-2a comparada con las células FV y HUVEC (p <
0,01), que incrementan también significativamente su
expresion; pero nuevamente no existen diferencias
entre las células procedentes de placentas pretérmino
y a término con o sin preeclampsia (p > 0,05). Con-
tradictoriamente a los hallazgos del ARNm, las prote-
inas de HIF-2a se encontraron incrementadas de ma-

nera significativa en las células CT comparadas con el
resto, y mds atin durante estados hipéxicos (fig. 3A).
Ademas, de manera similar a lo observado con el re-
ceptor SVEGF-R1, las células CT provenientes de
placentas con preeclampsia presentaron mayor incre-
mento con respecto al resto en ambas condiciones de
oxigeno (p < 0,01). La figura 3A muestra el incre-
mento de la relacién entre las proteinas HIF-2a/(3-ac-
tina de 2,5 veces en células CT con preeclampsia con
respecto a las células de placentas sanas (p < 0,01).
Las células FV y HUVEC de placentas preeclampsti-
cas, en cambio, presentaron un incremento no signifi-
cativo con respecto a las células correspondientes en
placentas sanas. Sin embargo, la respuesta frente a hi-
poxia demostrd un incremento en la produccién de la
proteina en todos los tipos celulares con respecto al
estado normoéxico, aunque las células CTcp incre-
mentaron 3,5 veces el valor encontrado en las otras
CT (pretérmino y sin preeclampsia) durante la hipo-
xia (p < 0,001). Concomitantemente, las células FV y
HUVEC de pacientes preeclampsticas si presentaron
un incremento significativo con respecto a sus corres-
pondientes de tejidos sanos (p < 0,05) pero indepen-
dientemente del origen como se observé en la expre-
sion de su ARNm. Estos resultados confirman
nuevamente la sensibilizacién de las CT en estado hi-
poxico y, mas atn, durante estados patolégicos some-
tidos a bajas presiones de oxigeno durante periodos
prolongados, como es caracteristico de preeclampsia.
Para confirmar los resultados de los cultivos celula-
res, se utilizaron las 8 biopsias restantes de cada pla-
centa (n = 7 para cada grupo) para extraccion de pro-
tefnas. Los resultados, que se exponen en la figura
3B, confirmaron que los tejidos placentarios con pre-
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Fig. 3. Expresion de la proteina HIF-2a en células y tejidos placentarios. A) Expresion diferencial de la proteina HIF-2a en células placentarias. Las CT
de gestantes con preeclampsia expresan 2,5 veces mas proteina que las CT de gestantes sanas (PT y SP) en estados norméxicos y 3,5 veces mas en esta-
dos de hipoxia. En estado de hipoxia las CT de gestantes sanas incrementan 2,3 veces la expresion de la proteina, mientras que las provenientes de teji-
dos con preeclampsia hasta 3 veces. Las células FV y HUVEC expresan 1,6 veces mas la proteina en estados hipéxicos sin diferencias significativas entre
los tipos de células (PT, SP y CP). Los datos se muestran como la media de la relacién de la proteina de HIF-2a frente a B-actina + DE, obtenidos de 7
cultivos para cada tipo celular. B) Valores de la proteina HIF-2a extraida de placentas sanas (PT y SP) y placentas de gestantes preeclampsticas (CP).
Los tejidos placentarios con preeclampsia expresan cerca de 3 veces mas la proteina HIF-2c. con respecto a los tejidos placentarios sanos. El box plot ex-

presa los percentiles 5 y 95 ademas de la media de cada grupo.
*p < 0,01.

CP: con preeclampsia; CT: células trofoblasticas; FV: células de los fibroblastos de las vellosidades; HUVEC: células endoteliales de vena umbilical.

PT: pretérmino; SP: sin preeclampsia.

eclampsia expresan aproximadamente 3 veces mds la
proteina HIF-2a que los tejidos placentarios pretérmi-
no y a término sin preeclampsia (p < 0,001). La prote-
ina HIF-la no presentd diferencias significativas,
confirmando lo encontrado en los cultivos celulares.
Este incremento de acuerdo con lo observado se de-
beria, en gran parte, a la contribucién de las células
trofoblasticas durante la preeclampsia.

Inhibiciéon de HIF-2a con siARN en células
trofoblasticas

Después de observar el comportamiento similar
entre la expresion del receptor sVEGF-R1 y el factor
HIF-2a en las CT, se quiso probar la importancia de
este factor en la regulacion de expresiéon del prime-
ro. Para este propdsito se utiliz6 ARN de interferen-
cia contra HIF-2a (siARN-HIF2a) y se evalu6 la ex-
presién del receptor sFlt-1 en condiciones de
hipoxia. Al someter las células CT de los 3 grupos a
hipoxia, se observé un incremento de la expresion
del HIF-2a y del receptor sVEGF-R1. De manera

sorprendente, la inhibicién del gen HIF-2a por el
siARN bloqueé la expresion del receptor sFlt-1 (fig.
4A). Los resultados mostraron ademas que el siARN
disminuyé de manera significativa los valores del re-
ceptor sSVEGFR-1/sFlt-1 en ambas condiciones de
presién de oxigeno, aunque fue mds marcada duran-
te ambientes de hipoxia (en condiciones de 20% de
O, las CTpt disminuyeron: 22,51%, las CTsp: 21,9%
y las CTcp: 45,2% veces la expresion basal, y en
condiciones de 2% de O,, las CTpt: 48,1%, las
CTsp: 47,7% y las CTcp: 65,3% veces) (fig. 4B). El
efecto observado al bloquear la expresion de HIF-2«a
se ratific6 con el incremento de la proteina VEGF-
libre en los sobrenadantes de los cultivos celulares
de las CT. Los valores se volvieron detectables para
el caso de las CT con preeclampsia al 20% de O, y
para las células que estaban en hipoxia (20% de O,,
CTpt 29,2 = 2,6 pg/ml, CTsp 31,8 + 3,1 pg/ml,
CTcp 45,5 = 6,1 pg/ml; 2% de O,, CTpt 95,7 +
9,32 pg/ml, CTsp 88,5 + 8,7 pg/ml, CTcp 96,2 +
12.3 pg/ml) (fig. 4C). El uso de siARN-HIF-2«a
en células HUVEC no tuvo relacién con la expresion
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Fig. 4. Reduccién de la expresion de ARNm y proteina del receptor sFIt-1
inducida por el HIF-2a-siARN en CT. A) La inhibicion del gen HIF-2a
llevé a una marcada disminucion en la expresion del sFlt-1 en los 3 tipos
de CT sometidas a hipoxia. La figura es representativa de 4 experimentos
por grupo de CT (40 ug ARN/carga). B) Reduccién de la proteina del re-
ceptor sVEGFR-1/sFlt-1 inducida por el siARN frente a HIF-2a. Dado
que las CTpt no tienen diferencias con las CTsp, la grafica compara a es-
tas dltimas con las CTcp. Los niimeros representan el promedio del por-
centaje de disminucién que presentan las CT sin ARN o con el siARN de
control de la expresion de la proteina del sFlt-1 frente a las CT transfec-
tadas con el siARN frente a HIF-2a. C) Comparacion de la expresion de
la proteina deVEGF libre (en pg/ml) detectada en los sobrenadantes des-
pués de transfectar con HIF-2a-siARN.

CT: células trofoblasticas; HIF2a-siARN: ARN de interferencia frente a
HIF-20; Lu-siARN: ARN de interferencia frente a luciferasa; SP: a tér-
mino sin preeclampsia; CP: a término con preeclampsia.

Los datos se expresan como la media + DE; *p < 0,01.

de sFlt-1, lo que sugiere la presencia de otros facto-
res reguladores en la expresion de este recep-
tor en diferentes tipos celulares (datos no mos-
trados).

Los resultados presentados en el presente trabajo
sugieren que el factor HIF-2« es un regulador impor-
tante de la expresion del receptor sFlt-1 selectivamen-
te en las CT placentarias durante cambios en la pre-
sién de oxigeno.
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DISCUSION

El presente trabajo es el primero en relacionar de
manera directa la expresion del receptor soluble sFlt-
1 (sVEGFR-1) con HIF-2a. Aunque anteriormente
se demostrd la mayor expresion de factores HIF en
preeclampsia®*, poco se sabia de su relacién con
otros factores importantes en la fisiopatologia de la
enfermedad. De manera similar, aunque el receptor
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sFlt-1 presente una expresion incrementada en CT
frente a hipoxia'?>3*? y se haya encontrado en el plas-
ma de gestantes preecldmpsticas**3, poco se ha estu-
diado acerca de los factores reguladores de esta ex-
presién. En todos los casos tampoco se ha realizado
comparaciones entre células sanas frente a células ya
sensibilizadas previamente con periodos de hipoxia
crénica, como ocurre en las placentas con pree-
clampsia.

En primer lugar, nosotros demostramos la expre-
sion incrementada y selectiva de las 2 isoformas del
receptor VEGFR-1, tanto soluble como unido a mem-
brana, frente a estimulos de hipoxia en diferentes cé-
lulas placentarias. Las CT mostraron exclusividad en
la expresion del receptor soluble, mientras que el re-
ceptor unido a membrana es expresado tanto por las
CT como por las células HUVEC. Aunque se sabe
que ambas isoformas del receptor se expresan por re-
ligacién alterna del ARNm, los mecanismos por los
que estan regulados son poco conocidos. Nuestros re-
sultados muestran una expresion preferencial por el
receptor soluble en CT que no se explica por la unién
de HIF-1 al promotor de VEGF-R1, como se ha co-
municado anteriormente’, y que se observa en las cé-
lulas HUVEC, que incrementan el receptor unido a
membrana frente a hipoxia'2. De manera paralela, los
resultados presentados muestran un incremento en la
expresion, y secrecion de VEGF en todas las células
placentarias y preferentemente en las CT provenien-
tes de placentas con preeclampsia. Ante estimulos de
hipoxia las células CTcp muestran un comportamien-
to mas intenso comparado con las mismas células en
estado de normoxia, demostrando una sensibilizacion,
posiblemente debida a ciclos crénicos de baja presién
de oxigeno como ocurre normalmente durante la en-
fermedad. Curiosamente, la presencia de VEGF-libre
en el sobrenadante de los cultivos de las células trofo-
blasticas se redujo en preeclampsia y mucho mds
cuando se aplicaron estimulos de hipoxia a los culti-
vos. Este fenémeno fue significativo en las células CT
y no en las células FV y HUVEC, que frente a esta-
dos de hipoxia incrementaron sus valores de VEGF-
libre como sucede normalmente. La relacion inversa
del incremento del receptor soluble y la disminucién
de VEGF-libre en células CT, demuestra claramente
el efecto antiangiogénico que ocurre en estados pato-
l6gicos de hipoxia crénica durante la evolucién de la
enfermedad. Pese a la respuesta compensatoria de
expresion incrementada de VEGF total, tanto en el
ARNm como en la proteina, la respuesta global es
mermada por la unién del VEGF-libre con su receptor
soluble, que estd incrementado patolégicamente en
las células trofoblasticas.

La remodelaciéon de la vasculatura uterina es un
evento del desarrollo placentario que estd a cargo de
las CT, que bajan la resistencia y aumentan la con-
ductividad de los vasos al reemplazar las células en-
doteliales maternas. Es necesario recordar que duran-
te el desarrollo placentario temprano, normalmente
hay baja presién de oxigeno, 18 mmHg en lado fetal
frente a 40 mmHg en el lado materno entre las 8-10
semanas de gestacidén, y que aumenta por encima de
los 60 mmHg después que la circulacién materna llega
al espacio intervelloso después de la 12 semana de
gestacion®. Aunque el hecho de que las CT en am-
bientes hipdxicos incrementen un factor antiangiogé-
nico como sVEGFR-1 en lugar de promover angiogé-
nesis es contradictorio, este hecho se puede interpretar
como un mecanismo regulador que normalmente fre-
narfa la proliferacién de las células endoteliales ma-
ternas con el consecuente control del efecto de remo-
delacién vascular en los momentos tempranos del
desarrollo placentario. Nosotros demostramos que las
células CT provenientes de placentas con preeclamp-
sia responden de manera mds intensa que las aisladas
de pacientes sanas; este hecho apoya la hipdtesis de
un fallo en la regulacién del proceso de remodelacion,
el cual lleva a un efecto antiangiogénico global que
posteriormente se traduce en una remodelacién defi-
ciente. Una mala invasion trofobldstica de las arterias
uterinas llevard a continuos ciclos de hipoxia placen-
taria, que son la base del desarrollo de la enfermedad.

La comparacién de los datos de edad gestacional
entre pacientes a término y edad de las pacientes en
los 3 grupos mostré que no habian diferencias signifi-
cativas, lo que significa que fueron homogéneos entre
si para estas variables.

En todas nuestras comparaciones, frente a ambas
condiciones de presion de oxigeno, se observé que las
células provenientes de placentas pretérmino se com-
portaron de manera similar y sin diferencias significa-
tivas respecto a las provenientes de placentas a térmi-
no de gestantes sanas. Dado que la hipoxia fisiolégica
temprana durante el desarrollo placentario se da en
las primeras 10 semanas, para luego presentar un au-
mento de la presién de oxigeno a la semana 12%,
nuestros datos concuerdan con esto, al no mostrar di-
ferencias en la expresiéon del ARNm ni la proteina de
VEGF, msVEGFR-1 ni sVEGFR-1 en células placen-
tarias de las semanas 10 a 12 frente a células de las
semanas 28 a 38.

Para evaluar posibles reguladores de la expresion
del receptor soluble sSVEGFR-1, estudiamos la expre-
sion de los factores inducidos por hipoxia HIF-1a y
2a en cada uno de los casos previamente analizados.
Aunque es conocido que el factor HIF-1 se une al
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promotor del receptor de membrana VEGFR-1, poco
se sabe acerca de los reguladores de la religacién al-
ternativa de la forma soluble. Nuestros datos mostra-
ron claramente que no hay diferencias significativas
en la expresion del ARNm tanto de los factores HIF-
la y 2« entre los 3 tipos celulares placentarios sin
importar su origen (pretérmino, sin preeclampsia, con
preeclampsia) cuando se evaldan al 20% de O,. En
estados de hipoxia (2% de O,) los valores del ARNm
se incrementaron significativamente como se espera-
ba fisiolégicamente, pero curiosamente hubo diferen-
cias significativas solamente entre las CT frente a las
FV y HUVEC. Los resultados de la proteina, en cam-
bio, mostraron un comportamiento diferente para el
factor HIF-2a en las células preeclampticas, con ma-
yores diferencias en las CT. Para el factor HIF-1a
tampoco hubo diferencias tal y como se observo con
el ARNm.

Estos datos, que demuestran una expresion aumen-
tada de la proteina HIF-2a en células con preeclamp-
sia, corroborada en extractos de proteina total en
biopsias, muestran primero que el grado de hipoxia e
isquemia en las células con la enfermedad ocasiona
un estado de expresion persistente de este factor no
observado con el HIF-1a, ademdas de incrementarse
notoriamente cuando nuevamente las células son co-
locadas en estimulos hip6xicos. Dado que el hecho de
tener preeclampsia es un factor de riesgo para subsi-
guientes embarazos®’, el factor HIF-2a, considerado
un buen marcador de estados hipéxicos?, en estos ca-
sos podria convertirse en un predictor molecular.

Nuestras observaciones concuerdan con comunica-
ciones anteriores de aumento del factor HIF-2a en
proteina total en biopsias de placentas con preeclamp-
sia®, pero ningin trabajo evidenci6 el tipo celular que
contribufa de manera efectiva en dicho incremento.
Los posibles mecanismos de mayor incremento en la
proteina atin son poco conocidos, aunque se postula
fuertemente que la regulacion estd en la via ubicuiti-
na-proteosoma que disminuye su degradacién® con-
comitante al incremento significativo de la expresion
del gen en las células CT durante ciclos de baja pre-
sién de oxigeno caracteristicos de placentas con pre-
eclampsia. Aunque no hay evidencia de fallos en el
sistema de degradacion de la proteina HIF-2a en pa-
cientes preeclampticas, estudios posteriores podrian
evaluar este punto mas cuidadosamente, puesto que se
observa un estado hipdxico persistente que normal-
mente debi6 desaparecer a las 12 semanas con el in-
greso del flujo sanguineo materno.

Aunque el efecto global de HIF-2a se da aparente-
mente por la proteina en la preeclampsia, quisimos
demostrar la importancia de su expresiéon de novo en

estimulos de hipoxia frente a la expresion del receptor
soluble sSVEGFR-1. Como se observa en la tabla II,
frente a estimulos de hipoxia, las CT principalmente
expresan mayor ARNm de HIF-2a. Al inhibir la
expresion del factor HIF-2a utilizando siARN, sor-
presivamente observamos que el receptor soluble
SVEGFR-1 disminuy6 su expresion dramdticamente
hasta valores menores a los observados, incluso en
condiciones de normoxia (20% de O,). Concomitan-
temente los valores de VEGF-libre se incrementaron
hasta hacerse cuantificables sin variacion de la canti-
dad de VEGF total. Estos datos sugieren que la expre-
sién de HIF-2o de novo es importante en la expresion
del receptor soluble frente al expresado previamente
(acumulado). Nosotros postulamos que el incremento
de HIF-2a en células preeclampsticas podria deberse
a acumulacion de la proteina expresada por fallos en
la degradacién o por ausencia de mecanismos regula-
dores negativos durante los ciclos hipéxicos placenta-
rios. Esto llevaria a respuestas mds sostenidas y po-
tentes en cada ciclo subsiguiente, como al estimular
artificialmente los cultivos celulares a hipoxia.

Por otro lado, evidencias previas han sugerido que
la presencia sostenida de HIF-2a evita el cambio del
citotrofoblasto hacia un fenotipo invasivo, evitando
un remodelamiento vascular completo®>4°, Nuestros
datos concuerdan con estas comunicaciones, dado
que las CT responden a HIF-2a con un estado antian-
giogénico persistente por la sobreexpresion del recep-
tor sSVEGFR-1 que antagoniza los efectos del VEGF.
Esta informacion lleva a buscar en futuros trabajos al-
teraciones en la expresion de otros genes, en especial
en las CT, que sean regulados por HIF-2a para com-
prender mejor la fisiopatologia de la enfermedad.

En resumen, este trabajo demuestra de manera cla-
ra la regulacién del receptor soluble sVEGFR-1 (sFlt-
1) por el factor HIF-2a de manera selectiva en células
trofobldsticas cuando son sometidas a estimulos hipé-
xicos. La expresion de la proteina HIF-2a incremen-
tada en células provenientes de placentas con pree-
clampsia permite postular un estado de hipoxia
permanente que lleva selectivamente a las CT a fallar
en la remodelacién vascular necesaria para el adecua-
do desarrollo placentario. Finalmente, ésta es la pri-
mera comunicacién de regulacion directa del receptor
soluble sFlt-1 por HIF-2a.

RESUMEN

La invasién trofobldstica es critica para el estable-
cimiento de la circulaciéon uteroplacentaria. La fase
inicial de este proceso se realiza en ambientes hipdxi-
cos que patolégicamente durante la preeclampsia per-
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manecen sostenidos. Por tanto, es importante enten-
der el comportamiento de las células placentarias
frente a estos estimulos. En el presente trabajo se uti-
lizan cultivos primarios de células trofoblasticas
(CT), fibroblastos de las vellosidades y células endo-
teliales de cordén umbilical, aisladas de placentas
pretérmino y a término (con y sin preeclampsia), para
explorar el efecto de la presion de oxigeno en la ex-
presion y sintesis de VEGF, sVEGFR-1, HIF-la y
2a. Nuestros resultados muestran que la presion redu-
cida de oxigeno resulté en un incremento significati-
vo del ARNm vy la proteina del receptor sVEGF-R1
de manera selectiva en las CT. La expresion y sintesis
de VEGEF se encontraron elevadas en los 3 tipos celu-
lares, pero la proteina libre (no unida al sVEGF-R1)
se encontrd disminuida en las CT. Por otro lado, no
hubo diferencias significativas en la expresion del
ARNm de HIF-la o 2a, pero si en la proteina de
HIF-2a. Para evaluar la relacién de HIF-2a y el in-
cremento del receptor sVEGFR-1, se utilizo siARN-
HIF2a. En respuesta a la inhibicidn, la expresion del
receptor sSVEGF-R1 disminuyé draméticamente. El
bloqueo de HIF-2a no alterd la expresion de VEGF.
Nuestros resultados son los primeros en proponer que
el factor de transcripcién HIF-2a es un regulador de
la expresion selectiva del receptor sSVEGF-R1 por CT
en hipoxia.
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