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RESUMEN

Antecedentes: El sindrome antifosfolipido (SAF) se caracteriza por manifestaciones clinicas de trombosis
o morbilidad gestacional y la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aAFL), que se pueden unir al tro-
foblasto o al endotelio materno, alterando la placentacion normal. Objetivo: Evaluar el efecto del suero de
mujeres con SAF en un modelo tridimensional de remodelacién vascular in vitro. Métodos: Cuantificacion
sistematizada con el programa Image J y el complemento Angiogenesis Analyzer de la interaccion de
trofoblasto y endotelio en un modelo tridimensional de remodelacion vascular y deteccion por ELISA del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Se incluyeron 25 mujeres: con morbilidad gestacional
y trombosis vascular (MG/TV, n=7) y con morbilidad gestacional unicamente (MG, n=8), ambos grupos
con presencia de aAFL; con morbilidad gestacional sin aAFL (MG/aFL-, n=10), y un grupo control de mu-
jeres sanas (SHN, n=7). Resultados: El suero de mujeres con morbilidad gestacional, MG/aAFL-, MG y
MG/TV indujo disminucion de la angiogénesis endotelial, pero en trofoblasto, unicamente el suero de los
dos grupos de mujeres con aAFL tuvo este mismo efecto en concordancia con la reduccion del VEGF. El
suero de mujeres con MG/aAFL- y MG/TV redujo elementos angiogénicos en el co-cutivo de trofoblasto y
endotelio, comparado con el grupo control de SHN. En contraste con el grupo de MG/aAFL-, el suero de
mujeres con aAFL, redujo la angiogénesis en células trofoblasticas y endoteliales. Conclusion: El efecto
anti-angiogénico de los aAFL se observo focalizado en trofoblasto y el suero del grupo de mujeres con MG/
TV indujo mayores efectos deletéreos.

PALABRAS CLAVE: Remodelacion vascular, morbilidad gestacional, sindrome antifosfolipido,
angiogénesis

SUMMARY

Background: Antiphospholipid syndrome (APS) is characterized by manifestations of thrombosis or preg-
nancy morbidity and antiphospholipid antibodies (aAPL) which can bind to trophoblast or to maternal en-
dothelium, altering normal placentation. Aims: To evaluate the effect of sera from patients with APS on a
three-dimensional in vitro model of vascular remodeling. Methods: Systematic quantification of the interac-
tion between trophoblast and endothelium with the software Image J and the plug-in Angiogenesis Analyzer
in a three-dimensional model of vascular remodeling and the detection of vascular endothelial growth factor
(VEGF) by ELISA. 25 women divided in three groups were included as follows: with pregnancy morbidity
and thrombosis (PM/VT, n=7), pregnancy morbidity (PM, n=8), both groups with aAPL; pregnancy morbidity
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without aAPL (PM/aAPL-, n=10) and healthy women was used as control (NHS, n=7). Results: Sera from
women with gestational morbidity: PM/VT, PM, PM/aAPL-, decreased endothelial angiogenesis, but on
trophoblast, only the sera of two groups of women with aAPL had this effect along with reduction of VEGF.
Sera from women with PM/aAPL- and PM/VT reduced angiogenesis in the co-culture of trophoblast and
endotelial cells compared to NHS. In contrast to PM/aAPL-, sera from women with APS decreased angio-
genesis in trophoblastic cells. Conclusions: The anti-angiognic effect of aAPL was focused on trophoblast
and sera from PM/VT induced higher deleterious effects.

KEY WORDS: Vascular remodeling, pregnancy morbidity, antiphospholipid syndrome,
angiogenesis

INTRODUCCION

La remodelacion de las arterias espirales uteri-
nas es un proceso fundamental para iniciar y pre-
servar el flujo sanguineo en la placenta durante la
gestacion (1). El citotrofoblasto endovascular que
migra al lumen de las arterias espirales, copia el fe-
notipo de las células endoteliales (2). En la remode-
laciéon vascular normal se deben dar los procesos
de angiogénesis y vasculogénesis, regulados por
diferentes factores de crecimiento entre los cuales
se encuentra el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) (8,4). En un desarrollo placenta-
rio adecuado deben ocurrir los dos eventos, por lo
que fallas o interrupciones de este proceso también
pueden generar alteraciones en la gestacion (5),
entre las cuales podria considerarse la morbilidad
gestacional asociada al sindrome antifosfolipido
(SAF).

El SAF esta definido como la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (aAFL) persistentes,
asociada a manifestaciones clinicas de trombosis
vascular y/o morbilidad gestacional (6,7). En célu-
las trofoblasticas los aAFL inducen apoptosis, in-
flamacion y reduccion de la invasion, y en células
endoteliales, activan el endotelio llevando a una
disfuncion y a una inhibicién de la angiogénesis
(8-11).

Teniendo en cuenta estos efectos de los aAFL,
el objetivo de este estudio es proponer un método
sistematizado para cuantificar la remodelacion vas-
cular en un modelo tridimensional in vitro con el fin
de desarrollar una herramienta para el estudio de la
patogénesis de la morbilidad gestacional asociada
al SAF.

PACIENTES Y METODO

Poblacion de estudio. Se incluyeron 25 muje-
res que fueron clasificadas en los siguientes gru-
pos: con morbilidad gestacional y trombosis vas-
cular (MG/TV, n=7) y con morbilidad gestacional
unicamente (MG, n=8), ambos grupos cumpliendo
con los criterios clinicos de Sapporo y con presen-
cia de aAFL. Adicionalmente, se incluyd un tercer

grupo de mujeres con morbilidad gestacional sin
presencia de anticuerpos antifosfolipidos (MG/aFL,
n=10), y un grupo control de mujeres sanas con
embarazos previos sin complicaciones y sin aAFL
(SHN, n=7). Todas las mujeres aceptaron participar
en el estudio y firmaron un consentimiento informa-
do aprobado por el Comité de Etica de la Sede de
Investigacion Universitaria de la Universidad de An-
tioquia.

Obtencion de muestras. En los sueros de to-
das las mujeres del estudio se evalud la presencia
de: a) anticuerpos IgG anti-cardiolipina por un ELI-
SA “home-made” y por un kit comercial (ACA ELI-
SA kit, BioSystems, Barcelona, Espafna) (12); b)
anticuerpos 1gG anti-B2 glicoproteina | por el kit de
ELISA Quanta Lite (Inova Diagnostics, California,
USA); c) anticoagulante ltupico por tiempo parcial de
tromboplastina activado usando el estuche comer-
cial APTT-SP (Instrumentation laboratory Bedford,
USA), y la determinacion del tiempo de vibora de
Russell con el estuche comercial LAC SCREEN
para el tamizaje y el LAC CONFIRM para el con-
firmatorio (Rochem Biocare, Colombia). También
se evalud la positividad de otros aAFL "no-criterio”
(anti-fosfatidilserina, antifosfatidil-inositol, anti-fos-
fatidilglicerol y anti-acido fosfatidico), utilizando un
ELISA “home-made”. Para clasificar a las mujeres
como positivas para cualquiera de los anticuerpos
antifosfolipidos, debian ser positivas en dos ocasio-
nes, con un intervalo minimo de 12 semanas.

Cultivos celulares. Se utilizé la linea celular
trofoblastica invasiva de primer trimestre HTR-8/
SVneo donada por el Dr. Charles Graham (Queens
University, Kingston, Canada) (13). Las células
fueron cultivadas en RPMI-1640 (Gibco, Grand Is-
land, NY) suplementado con 10% de suero bovino
fetal (SBF) (Gibco), 100 Ul de penicilina, 100 ug de
estreptomicina y 250 ng de anfotericina B (Sigma,
USA) a 37°C/5% de CO2 y 60% de humedad re-
lativa. Las células endoteliales de vena de corddn
umbilical humano (HUVEC) fueron aisladas por di-
gestion enzimatica y mecanica de cordones umbi-
licales provenientes del parto de mujeres con un
embarazo normal. Se perfundié la vena umbilical
con una aguja pericraneal #21, se adicionaron 5 ml
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de colagenasa tipo | (Invitrogen, USA) ocluyendo
los extremos con pinzas Kelly curvas y se incubd
a 37°C/20 min. Se extrajo el contenido de la vena
umbilical aplicando una fricciéon moderada y éste
fue centrifugado a 300xg/5min/22°C. El botén de
células resultante se cultivo en frascos con filtro de
175 cm2 Nunc™ (Thermo Scientific, USA) con 10
ml de medio de cultivo basal de células endoteliales
(MBCEs) suplementado con factores de crecimien-
to (factor de crecimiento de células endoteliales,
factor de crecimiento epidermoide, factor de creci-
miento basico de fibroblastos, heparina e hidrocor-
tisona), a las concentraciones recomendadas por
el fabricante (Promocell, Alemania) y 2% de SBF.
Finalmente, después de 4 horas de cultivo se hicie-
ron lavados con PBS y antibidticos para remover
detritos y células no adherentes.

Cultivo tridimensional. Las células, HUVEC
y HTRS, fueron cultivadas por separado o en co-
cultivo, en un sistema tridimensional in vitro. Las
células HUVEC fueron marcadas con la sonda roja
fluorescente PKH26 (Sigma) y las HTR8 con la son-
da verde fluorescente PKH67 (Sigma) de acuerdo
a las especificaciones del fabricante. En platos Fal-
conTM (Thermo Fisher Scientific, USA) de 24 po-
zos se cultivaron 3 x 10° células HUVEC o HTR8
por pozo sobre 370 pl de Matrigel (BD-Biosciences-
San José) y 500 pul de MBCEs o RPMI respectiva-
mente. Después de 6 horas de cultivo se visualizd
la formacién de estructuras tubulares y se procedio
a remover el sobrenadante. En los co-cultivos, las
células HTR8 se adicionaron junto con los sueros
después de las 6 horas para permitir la formacion
de estructuras tubulares de células HUVEC. En to-
dos los casos las células fueron cultivadas por 12
horas con 500 pl de Opti-MEM (Gibco) y 10% de
pool de suero de cada uno de los grupos de las
mujeres del estudio. Como control del ensayo las
células HUVEC y HTR8 se cultivaron con SBF.

Analisis de imagenes. De cada pozo se adqui-
rieron fotografias de 4 campos con un objetivo de
5X (EC Epiplan-Neofluar, Zeiss) con la camara DS-
fi1 (Nikon, Japén) adaptada a un microscopio de
fluorescencia Axio Vert.A1 (Zeiss, Alemania). Cada
fotografia fue procesada y analizada con el progra-
ma Image J version 1.51a (http: //rsb.info.nih.gov./
ij/) de descarga libre y el complemento Angioge-
nesis Analyzer desarrollado por Gilles Carpentier
el cual procesa las imagenes de la organizacion
pseudo-vascular detectando elementos angiogéni-
cos, de los cuales se incluyeron doce: 1) nimero
de redes, 2) area ocupada por redes, 3) numero de
uniones 4) numero de uniones principales, 5) nu-
mero de ramificaciones, 6) longitud de ramificacio-
nes 7) numero de extremidades 8) numero de seg-
mentos, 9) longitud de segmentos, 10) numero de

segmentos principales, 11) longitud de segmentos
principales y 12) area cubierta por las células HTR8
y por las células HUVEC obtenido por un analisis
de imagenes binarias con el programa Image J.

Deteccion de VEGF. En los sobrenadantes ob-
tenidos en los cultivos descritos, se detecto la pro-
duccion de VEGF por un kit de ELISA de acuerdo
a las especificaciones del fabricante Novex™ (In-
vitrogen, USA). El kit detecta la isoforma de 165
aminoacidos por un ELISA tipo sandwich con un
limite de deteccion de 5 pg/ml.

Analisis estadistico. Los ensayos fueron reali-
zados por triplicado. Los datos se muestran como
el promedio y el error estandar de la media (SEM).
Sobre los datos obtenidos se aplicé la prueba de
normalidad Kolmogorov-Smirnov. La significancia
estadistica (p<0,05) fue determinada con un ANO-
VA de una via y un post-test de Dunnett.

RESULTADOS

El grupo de mujeres con MG/TV presentd posi-
tividad para todas las pruebas de laboratorio inclui-
das en los criterios de Sapporo (7). En el grupo de
mujeres con MG se detectaron anticuerpos anticar-
diolipina persistentes por el ELISA “home-made”
pero no por los kit comerciales. A pesar de esto,
se decidid incluir a estas pacientes en el estudio
ya que también presentaban positividad para otros
anticuerpos no-criterio dirigidos a fosfolipidos car-
gados negativamente evaluados también por el
ELISA “home-made” cuya inclusion como crite-
rios de clasificacidon, aun se encuentra en discusion
(14). El grupo de mujeres con MG/aAFL- y el grupo
control de mujeres sanas SHN, fueron negativas
para todas las pruebas de laboratorio de aAFL (Ta-
bla I).

En contraste con el grupo control de SHN, el
numero de redes fue reducido en células HUVEC
por el suero de los tres grupos de mujeres con mor-
bilidad gestacional (MG/aAFL-, MG y MG/TV) y el
area ocupada por redes fue disminuida solo por el
suero de las mujeres con aAFL (MG y MG/TV). En
células HTR8 se observé el mismo efecto inducido
por el suero de mujeres con MG/TV; en el co-cultivo
tanto el suero del grupo MG/aAFL-, como del MG/
TV provoco esta reduccion (Figura 1 Ay B). Como
analisis adicionales y con el fin de esclarecer mas
especificamente el efecto de los aAFL sobre estos
elementos angiogénicos, se compard el resultado
del suero de mujeres con MG/aAFL-, con el de los
dos grupos de pacientes con aAFL (MG y MG/TV)
y se encontré que estos sueros redujeron el nime-
ro de redes y el area ocupada por redes en células
HTR8 unicamente (Figura 1 Ay B).
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i Tabla |
CARACTERISTICAS DE LAS MUJERES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO
Parametro SHN MG/aAFL- MG MG/TV
(n=7) (n=10) (n=8) (n=7)

Edad (media de afios + SEM) 36,1 +2,44 30,8 +1,82 33+1,8 37,122

Pérdidas fetales (media y rango)

<10 semanas de gestacion 0 2,1(1-5) 1(1-4) 2 (2-5)

> 10 semanas de gestacion 0 0,4 (0-3) 0,75(1-2) 1,4(1-5)

Preeclampsia <34 semanas 0 0

(nimero de pacientes)

Trombosis arterial/venosa 0 0 0 7

(nimero de pacientes)

AL positivo 0 0 1 7

Anti-p2 glicoproteina | SGU 3,69 4,36 4,71 85,76

Anti cardiolipina por el ELISA Aca 10,09 6,79 8,95 93,24

(media GPLU +/-)

Anti cardiolipina por ELISA home-made 9,73 0 21,93 87,47

(media de densidad éptica de pacientes

/ media de densidad 6ptica del control

positivo, % de control

Otros anticuerpos en suero GPI: 0 GPI: 0 GPI: 39,17 GPI: 58,77

(% de positividad de pacientes con GPG: 15,03 GPG: 0 GPG: 32,13 GPG: 74,37

respecto al control positivo) GPS: 6,57 GPS: 0 GPS: 45,63 GPS: 80,7
GPA: 4,23 GPA: 0 GPA: 15,03 GPA: 97,03

SHN: Mujeres sanas. MG/aFL-: mujeres con morbilidad gestacional sin presencia de anticuerpos antifosfolipidos. MG:
mujeres con morbilidad gestacional Unicamente. MG/TV: mujeres con morbilidad gestacional y trombosis vascular. AL:
anticoagulante lupico. SGU: unidades estandar de inmunoglobulina G Anti-B2 glicoproteina |. GPLU: unidades estandar
de inmunoglobulina G anti-cardiolipina. GPI: inmunoglobulina G anti-fosfatidilinositol. GPG: inmunoglobulina G anti-
fosfatidilglicerol. GPS: inmunoglobulina G anti-fosfatidilserina. GPA: inmunoglobulina G anti-acido fosfatidico.

En células HUVEC, el numero de uniones y
uniones principales, ramificaciones, longitud de ra-
mificaciones, y numero de extremidades fue redu-
cido por el suero de los tres grupos de mujeres con
morbilidad gestacional comparado con el control de
SHN (Figura 2 Ay B). En células HTRS8, sdlo el sue-
ro del grupo de mujeres con MG/TV disminuyo el
numero de uniones y uniones principales. Los otros
tres elementos angiogénicos se redujeron en pre-
sencia del suero de mujeres con MG y MG/TV. En
comparacion con MG/aAFL-, solo en células HTR8
el suero de los dos grupos con aAFL, redujo el nu-
mero de estos cinco elementos angiogénicos con
excepcion del numero de extremidades que no se
observo significativamente disminuido por MG/TV
(Figura 2 A 'y B). En el co-cultivo no se observaron
diferencias (datos no mostrados).

El nimero de segmentos en células HUVEC se
redujo en presencia del suero del grupo de mujeres
con aAFL, comparado con el control de SHN vy el
suero de mujeres con MG/aAFL-. El numero, y la

longitud de segmentos y segmentos principales se
observaron disminuidos en los cultivos con el suero
de los tres grupos de mujeres con morbilidad ges-
tacional. En células HTR8, el suero de mujeres con
aAFL, redujo los cuatro elementos mencionados
anteriormente en contraste con SHN o MG/aAFL-
(Figura 3 Ay B). En el co-cultivo no se observaron
diferencias significativas (datos no mostrados).

En los andlisis de imagenes binarias se encon-
tr6 que comparado con el SHN, tanto el suero de
muijeres del grupo MG/aAFL- como el de MG/TV,
indujo reduccion en el porcentaje de area cubier-
ta por células HUVEC al igual que el suero de las
mujeres con aAFL en las células HTR8 (Figura 4
Ay B). En contraste con el suero de mujeres con
MG/aAFL-, el del grupo con MG/TV disminuyo6 el
porcentaje de area cubierta por HTR8. En el co-cul-
tivo, se observo que el suero de los dos grupos de
mujeres con aAFL indujo esta reduccion en células
HTR8 pero no en células HUVEC (Figura 4 Ay B).
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Figura 1. Efecto del suero de los grupos de las mujeres del estudio en el nimero de redes y el area ocupada
por redes en células HUVEC, HTR8 o en co-cultivo. Como se indica con la flecha las redes corresponden
a las estructuras delimitadas con la linea azul. Los datos se obtuvieron con el complemento Angiogenesis
Analyzer en el programa Image J. Valores de p en comparacién con el grupo control de SHN: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001. Las letras a, b y ¢ indican: p<0,05, p<0,01, p<0,001 respectivamente en contraste
con el suero de MG/aAFL-.
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Figura 2. Efecto del suero de los grupos de las mujeres del estudio sobre el nimero de uniones, uniones
principales, ramificaciones, longitud de ramificaciones y nimero de extremidades en células HUVEC, HTR8
o0 en co-cultivo. Con las flechas se indican los elementos angiogénicos: 1) unidn, corresponde al circulo rojo
rodeado de otro azul, uniendo dos segmentos (estructuras en amarillo) y una ramificacion (estructuras en
verde); 2) unién principal, se indica como una unién rodeada de un circulo rojo adicional en la cual se unen
tres segmentos; 3) Ramificacion, corresponde a las estructuras finales, delimitadas con la linea verde; 4)
Extremidad, se observa al final de las ramificaciones como un circulo amarillo rodeado de otro naranjado.
Valores de p en comparacion con el grupo control de SHN: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Las letras a, by
¢ indican: p<0,05, p<0,01, p<0,001 respectivamente en contraste con el suero de MG/aAFL-. Se muestran
unicamente las fotografias representativas de los co-cultivos pero no las gréficas, ya que no se encontraron
diferencias significativas entre grupos.
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Figura 3. Efecto del suero de los grupos de las mujeres del estudio sobre el niumero y longitud de segmentos
y segmentos principales en células HUVEC, HTR8 o en co-cultivo. Con las flechas se indican los elementos
angiogénicos: 1) segmentos, estructuras identificadas con la linea amarilla que forman las redes; 2)
segmentos principales, corresponden a la unién de dos uniones principales y se indican con la linea en
color magenta. Valores de p en comparacion con el grupo control de SHN: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
Las letras a, b y ¢ indican: p<0,05, p<0,01, p<0,001 respectivamente en contraste con el suero de MG/
aAFL-. En los co-cultivos se muestran unicamente las fotografias representativas pero no las graficas, ya
que no se encontraron diferencias significativas entre grupos.
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Figura 4. Efecto del suero de los grupos de las mujeres del estudio sobre el porcentaje de area cubierta por
células HUVEC, HTR8 solas o en co-cultivo. Para todos los casos las imagenes en rojo corresponden a
las estructuras formadas por células HUVEC vy las verdes por células HTR8. Valores de p en comparacion
con el grupo control de SHN: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Las letras a y b indican: p<0,05 y p<0,01
respectivamente en contraste con el suero de MG/aAFL-. Se muestran Unicamente las fotografias
representativas de las células HUVEC en los co-cultivos pero no la grafica, ya que no se encontraron
diferencias significativas entre grupos.
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En los sobrenadantes de las células HTR8 se
encontré una disminucion significativa de VEGF en
los cultivos estimulados con los sueros de los gru-
pos de pacientes MG y MG/TV, en contraste con el
grupo control de SHN (Figura 5). En células HU-
VEC solas, o en co-cultivo con células HTR8 no se
observaron diferencias (Figura 5).

DISCUSION

En los reportes de la literatura, desde el 2007
que inicié el desarrollo del modelo tridimensional
de interaccion de células trofoblasticas y endotelia-
les, se analizan las imagenes obtenidas mediante
el conteo manual de las estructuras tubulares, las
redes o el area cubierta por células (2,15-17). A
este modelo se le han conferido propiedades pre-
dictivas ya que el suero de las mujeres gestantes
en el primer trimestre del embarazo que poste-
riormente desarrollaron preeclampsia, provocaron
una disrupcion en las estructuras tubulares (18). En
el presente estudio, se optimizd el modelo de re-
modelacion vascular a través de la cuantificacion
de cada una de las imagenes obtenidas de manera
sistematizada y detallada, con el programa gratuito
Image J y el complemento Angiogenesis analyzer,
lo cual facilité la obtencién de los datos, minimizan-
do el error que podrian tener los conteos manuales.

En general, el suero del grupo de mujeres con
MG/TV tuvo mayores efectos deletéreos que el de
MG en comparacion con el grupo control de SHN,
ya que disminuyd el 100% de los elementos angio-
génicos en células HUVEC, el 91,6% en HTR8 y
el 8,3% en el co-cultivo, lo que podria explicarse
por los mayores niveles de aAFL y la presencia de
trombosis en este grupo. Resultados similares fue-
ron encontrados en trabajos previos realizados por
algunos investigadores de nuestro grupo, donde se

HUVEC

HTR8

evalud el efecto del suero de estos mismos grupos
de mujeres excepto el de MG/aAFL- en el modelo
de interaccion de una linea de células endoteliales
endometriales (HEEC) y células HTR8 después de
48 horas de cultivo, encontrandose un efecto dele-
téreo en presencia del suero de mujeres con MG y
MG/TV, evidenciado por el conteo manual del nu-
mero de redes en cada imagen adquirida (19).

En presencia del suero de los dos grupos de
mujeres con aAFL (MG y MG/TV) y en compara-
cion con el de mujeres negativas para aAFL (MG/
aAFL-) el cual no afecto la angiogénesis de células
trofoblasticas, se observé una reduccién de la an-
giogénesis de un 91,6% (11 de 12 elementos eva-
luados) focalizado en las células trofoblasticas, lo
que podria explicarse a través de la reduccion de
VEGF que fue observada en estas células y no en
las endoteliales. Se ha reportado que en trofoblas-
to primario de primer trimestre, un anticuerpo mo-
noclonal anti-B2GPI, incrementd la produccién de
sFlt-1 (tirosina quinasa 1 similar al fms o receptor
del factor estimulante de colonias de macréfagos
1, receptor soluble del VEGF) el cual es un potente
inhibidor de la angiogénesis (20). Estos mismos au-
tores encontraron que la IgG purificada a partir del
suero de mujeres con SAF aumenta la produccion
de este factor sFlt-1 en células HTR8 en contraste
con células no tratadas (20).

En células HUVEC, el suero de MG/aAFL- in-
dujo reduccion de la angiogénesis en un 83,3% (10
de 12 elementos) si bien estas pacientes son ne-
gativas para los aAFL y aun deben ser estudiados
los mecanismos que alteraron la angiogénesis y la
remodelacion vascular, se ha reportado que even-
tos proinflamatorios contribuyen al desarrollo de la
morbilidad gestacional y que a su vez la inflama-
cion inhibe la remodelacion vascular (21,22). En
cuanto a los efectos encontrados en el co-cultivo, el

HUVEC + HTR8
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Figura 5. Efecto del suero de los grupos de las mujeres del estudio sobre el la produccién de VEGF en los
cultivos de células HUVEC y HTR8 en co-cultivo o solas. Valores de p en comparacién con el grupo control
de SHN: *p<0,05, **p<0,01.
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suero de los tres grupos de mujeres con morbilidad
gestacional, con o sin aAFL, redujo sélo uno de los
elementos evaluados, lo que sugiere que existen
otros componentes deletéreos en la remodelacion
vascular, sin embargo es claro que los aAFL es-
tarian potenciando los efectos anti-angiogénicos,
en el contexto de la morbilidad gestacional, como
ha sido reportado en otros modelos de estudio con
aAFL en trofoblasto y endotelio respectivamente
(10,20).

CONCLUSIONES

Los titulos mas altos de aAFL y la presencia
de otras manifestaciones clinicas del SAF como la
trombosis, potencian los efectos anti-angiogénicos
alterando por ende la remodelacién vascular. Los
aAFL afectan de manera focalizada la capacidad
angiogénica de las células trofoblasticas evidencia-
do en el modelo tridimensional in vitro y en la dismi-
nucién en la produccion de VEGF.
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