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Resumen

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una enfermedad autoinmune sistémica,
que se caracteriza por la presencia conjunta de trombosis vascular o complicaciones
obstétricas (pérdida fetal o abortos espontaneos a repeticion) y la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos (aFLs) en el plasma de los pacientes.

El mecanismo por el cual esos anticuerpos producen la enfermedad no se
comprende totalmente, y esto se debe a la poli especificidad de estos anticuerpos, la
multiplicidad de los sitios de accién y por la variabilidad del contexto clinico en donde
se presenta la enfermedad.

Mediante estudios in vitro e in vivo se demostré que la actividad trombogénica
de los aFLs esta determinada entre otras por la interferencia que producen estos
anticuerpos con el sistema hemostatico: inhiben el camino de la proteina C activada,
impiden la normal fibrinolisis y producen la activacion celular, principalmente células
endoteliales, monocitos y plaquetas. En las células endoteliales (CE) y en los
monocitos, los aFLs incrementan la expresion de FT y moléculas de adhesion,
mientras que en las plaquetas se observd un aumento en la produccion plaquetaria de
TXA2, agregacion y liberacién de los granulos plaquetarios en presencia de dosis
subagregantes de diferentes agonistas.

Con el fin de dilucidar los mecanismos intracelulares involucrados en la
activacion celular mediada por los aFLs, se estudié el rol de la p38 MAPK, una
proteina serina/treonina quinasa, que constituye la mayor cascada de transduccion de
sefales inflamatorias desde la superficie celular hacia el nucleo.

En este trabajo de tesis se comprobd que los aFLs producen la activacion de la
p38 MAPK en las plaquetas y en las CE, y que esta via de activacion intracelular es en
gran parte responsable del incremento de la activacién plaquetaria y de las CE, debido
a que los efectos protrombdéticos y proinflamatorios de los aFLs son disminuyen
significativamente cuando se inhibe la p38MAPK con el inhibidor especifico SB20380.



Abstract

Antiphospholipid Syndrome (APS) is a systemic autoimmune disease,
characterized by the joint presence of vascular thrombosis or obstetric complications
(fetal loss or recurrent spontaneous abortions) and the presence of antiphospholipid
antibodies (aPL) in the plasma of patient.

The mechanism by which these antibodies cause disease is not fully
understood, and this is due to the poly specificity of these antibodies, multiple sites of
action and variability of clinical context where the disease occurs.

Using in vitro and in vivo showed that the thrombogenic activity of aPL is
determined among others by the interference caused by these antibodies with the
hemostatic system: the way to inhibit activated protein C, prevent normal fibrinolysis
and cell activation occur mainly endothelial cells, monocytes and platelets. In
endothelial cells (EC) and monocytes, AFLS increase TF expression and adhesion
molecules, whereas in platelets was observed an increase in platelet production of
TXA2, platelet aggregation and release in the presence of doses of subagregantes
different agonists.

In order to elucidate the intracellular mechanisms involved in mediated cell
activation by the aPL, we studied the rol of p38 MAPK, a protein serine / threonine
kinase, which constitutes the major transduction cascade of inflammatory signals from
the cell surface to the nucleus.

In this thesis aPLs were found to produce the activation of p38 MAPK in
platelets and EC, and that the intracellular activation pathway is largely responsible for
the increased platelet activation and EC, because that prothrombotic and
proinflammatory effects of aPLs are significantly diminished when p38MAPK was
inhibited with specific inhibitor SB20380.
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Introduccion



1.- Sistema Hemostatico

En los mamiferos existe un sistema hemostatico muy complejo que permite
mantener la integridad de los vasos sanguineos en un sistema circulatorio cerrado de alta
presion. Se basa en la formacion de un coagulo impermeable compuesto por plaquetas y
fibrina que es contenido y localizado en el sitio de la injuria (1,4). Este sistema esta
compuesto por:

a. La pared de los vasos sanguineos, recubiertos con células endoteliales
(CE), que en condiciones normales mantienen una superficie inerte,
inactiva, capaz de soportar el flujo sanguineo sin interaccionar con los
componentes celulares de la sangre.

b. Proteinas plasmaticas solubles las cuales participan en la coagulacién de la
sangre o en la regulacion de la coagulacion.

c. Componentes celulares de la sangre: plaguetas, eritrocitos y leucocitos,
incluyendo granulocitos, monocitos y linfocitos.

d. Microparticulas derivadas de las CE, los leucocitos y las plaquetas, aunque
la informacién sobre la funcién de éstas es todavia limitada.

Todos estos componentes juegan un rol primario de diferentes maneras en este
mecanismo de defensa, y participan directamente en el proceso hemostatico. En
condiciones normales los componentes del sistema hemostético circulan en la sangre en
forma inactiva. Luego de que se produce una injuria vascular, este sistema se activa. La
disrupcion del endotelio lleva a la exposicion de la matriz subendotelial, con la
consecuente adhesion de plaquetas al coldgeno, factor Von Willebrand (FVW) y la
expresion subendotelial del factor tisular (FT) (9, 44,45). Alternativamente las CE son
activadas, con la expresion de receptores en la membrana plasmatica, la exocitosis de los
cuerpos de Weibel Palade, y la iniciaciéon de procesos bioquimicos internos. Cambios en la
membrana plasmatica alteran la composicion de los fosfolipidos presentados al flujo
sanguineo. Con la expresion del FT, los zimégenos de las proteinas de la coagulacién son
convertidos secuencialmente en enzimas, y se forma rapidamente trombina. Asi se inicia
la formacién del trombo (1-4, 23,24).

El sistema hemostatico es regulado con gran precisién y se conocen las vias de
regulacion criticas (24, 31-36). Cuando la activacion del sistema excede los controles
regulatorios normales que contienen y localizan la formacion del trombo en el area de la

injuria, ocurre una formacion patolégica del trombo que conocemos como trombosis (62).



1.1.-Cascada de la Coagulacion

El camino del FT es el disparador mas importante de la cascada de la coagulacion,
este factor activo es normalmente expresado en muchos tipos de células fuera de la
vasculatura sanguinea. Luego de que ocurre una injuria vascular o tisular, se expone a la
circulacién esta glicoproteina integral de membrana, la cual tiene un peso molecular de 45
Kda, y actla como receptor de alta afinidad y también como cofactor para el factor de
coagulacion VIl activado (Vlla), de modo que este complejo FT-Vlla actla eficientemente
activando a los factores IX a IXa y X a Xa respectivamente, lo que lleva a la formacién de
bajas concentraciones de trombina, la cual activa los cofactores V y VIl a Va y Vllla
(22,23). El complejo tenasa (FVllla: FIXa) juega un rol fundamental en amplificar la
cascada de la coagulacion al activar el factor X a Xa. El complejo protrombinasa (FVa:
FXa) activa la protrombina (PT) a trombina, la cual es una proteasa central en la cascada
de la coagulacion (23, 24).

La trombina cliva el fibrinbgeno en monémeros de fibrina solubles que luego se
polimerizan. La trombina también activa a la enzima transglutaminasa denominada FXIIl a
FXIllla la cual convierte a los monémeros solubles de fibrina en una matriz de fibrina (1,4).

La cascada de la coagulacion es regulada por varios anticoagulantes. Un inhibidor
de serina proteasas tipo kunitz llamado inhibidor del camino del factor tisular (TFPI) inhibe
el complejo FT: FVlla al formar un complejo cuaternario con el FXa (34). La proteina C
(PC) es convertida a proteina C activada (PCa) por un complejo trombina: trombomodulina
localizado sobre la superficie de las CE. La PCa con su cofactor la proteina S (PS) cliva e
inactiva a los FVa y FVllla (31). La antitrombina (AT) inactiva a la trombina, aunque
también puede inactivar a otras proteasas en la cascada de la coagulacion, incluyendo al
factor 1Xa, Xa, Xla y el FXlla (36). En la figura 1 se representa la cascada de la
coagulacion y los principales anticoagulantes naturales involucrados en la regulacién de la

misma.



Fibrina : Fibrindgeno

FXillla

Células del musculo liso

Figura 1. Cascada de la coagulacién y anticoagulantes naturales. FT: factor tisular, Flla:
factor Il activado, FVa: factor V activado, FVlla: factor VII activado, FVllla: factor VIl activado,
FIXa: factor IX activado, FXa: factor X activado, FXla: factor Xl activado, FXllla: factor XIlI
activado AT: antitrombina, PC/PS: sistema proteina C proteina S, TFPI: inhibidor del camino del
factor tisular.

1.2.-Rol del FT en la Hemostasia

Estructuralmente el FT es miembro de la superfamilia de receptores de citoquinas
de clase Il y es importante en el desarrollo embriofetal (5-7). El gen del FT esta localizado
en el cromosoma 1 (p21-p22). Los 6 exones de este de este gen se traducen en una
proteina que contiene 263 aminoacidos (aas) distribuidos en un dominio extracelular de
263 aas, una regién transmembrana que contiene 23 aas y un dominio intracelular de 21
aas (8). En la figura 2 se observan los diferentes dominios del FT y la interaccién entre las
proteinas FT-FVII y el FX en un modelo tridimensional basado en la estructura atémica de
las proteinas, el cual fue tomado del banco de datos de proteinas (PDB) (26).



Factor VII

263 aas
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Figura 2. Formacion del complejo FT - Factor Vlla.

Los seres humanos pueden vivir con bajas concentraciones de FVII, pero es
imposible el desarrollo embriofetal en ausencia del FT (7).

El FT une al factor Vlla para activar a los factores FIX y FX mediante protedlisis
limitada, iniciando la cascada de la coagulacién. Por otro lado los complejos de FT-FVlla 'y
FT-FVIla-FXa estan involucrados en el inicio de sefales de inflamacién, progresiéon de
tumor y angiogenesis mediante el clivaje de receptores activados por proteasas (PAR) (9).

Es expresado constitutivamente en las células del musculo liso de la pared
vascular, en fibroblastos de la adventicia dentro de la pared vascular y en fibroblastos que
se encuentran en el tejido alrededor de los vasos sanguineos. Se sabe que su distribucién
es heterogénea y depende del tejido. Existe gran concentraciéon en cerebro, pulmon,
corazén, Utero, placenta y testiculos, mientras hay niveles indetectables en musculo
esquelético, articulaciones e higado (24).

Contrariamente al dogma que se mantuvo durante muchos afios de que el FT era
mantenido constitutivamente en un compartimiento fuera del flujo sanguineo,
recientemente se comprobd que la actividad antigénica de esta proteina puede detectarse
en sangre entera, mas especificamente en la superficie de CE, monocitos y/o en
microparticulas derivadas de estas células (10, 11).



En condiciones fisiologicas la mayor parte del FT no posee actividad protrombética
(12,13), este estado inactivo denominado encriptacion, est4 determinado por uniones
disulfuros, por lo cual posee una baja unién a factor Vlla con una ineficiente proteolisis de
FX a FXa. La union disulfuro entre las cisteinas Cys'® y Cys?* esta involucrada en el
control de la actividad coagulante del FT. Esta forma inactiva puede transformarse
rapidamente en activa por medio de la reduccion de las uniones disulfuro (14-17).

Las CE en reposo expresan una muy pequefa cantidad de FT tanto in vitro como
in vivo. Sin embargo en estas células se induce su expresién cuando son estimuladas con
citoquinas, como por ejemplo: factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleuquina-1 (IL-
1B), o mediadores como la histamina, trombina, LDL oxidada, factor de crecimiento
vascular endotelial. Estos mediadores estimulan las vias de transduccién de sefales que
involucran a las proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) con activacién de
factores de transcripcién corriente abajo tales como el factor nuclear de cadena liviana k
potenciador de células B activadas (NF-kB), la proteina activadora 1 (AP-1) o la proteina 1
de respuesta de crecimiento temprano (Egr-1) (18-20). Ademas el lipopolisacarido (LPS)
baceriano produce un incremento del RNA mensajero (RNAm) del FT (21).

En individuos sanos y en ausencia de injuria se demostr6 la presencia de factor VI
unido al FT expresado en el tejido que rodea los vasos sanguineos, presumiblemente
derivado del plasma (21). Al estudiar la activacion de la cascada de la coagulacion in vivo
por métodos cromogénicos, empleando péptidos de activacion de los factores FX y FIX, se
observé que existe un nivel basal de activacién dependiente del complejo FT: FVII (22).

Las microparticulas derivadas de las CE y monocitos, que transportan FT,
circulan normalmente en la sangre en una concentracion de 60 pg/mL y esta
concentracién se considera que esta por debajo del limite para la activacion de la cascada
de la coagulacion. Gracias al estudio de la formacién de trombos in vivo, se pudo
demostrar que el FT asociado a microparticulas se acumula y se activa en el trombo que
se desarrolla en el lugar de la injuria vascular, y esta acumulacién de microparticulas es
dependiente de la unién P-selectina/PSGL-1. Sin embargo, en la formacién del trombo el
balance en la contribucion del FT, derivado de la pared de los vasos sanguineos y el
derivado de las microparticulas, puede variar significativamente, dependiendo del lugar de
la injuria, o del tipo de patologia asociada (23).



2.- Endotelio

Estratégicamente localizado entre el flujo sanguineo y la pared vascular se
encuentra una monocapa continua de CE que cubren la superficie interna del sistema
vascular y que se comporta como una barrera dindmica que regula una gran variedad de
funciones fisiolégicas, que incluyen: el control del tono vasomotor, el trafico de células
sanguineas, el balance hemostatico, la proliferacién de musculo liso, la transduccién de
sefales, el transporte selectivo, la permeabilidad, la angiogénesis y la inmunidad innata y
adquirida (27).

La activacion de las CE, esta referida a los cambios fenotipicos que resultan de la
estimulacion de estas células por una amplia variedad de citoquinas, toxinas, factores de
crecimiento o fuerzas fisicas. Bajo condiciones de excesiva friccion del endotelio a causa
del aumento del flujo sanguineo (shear stress), la injuria, el incremento de la turbulencia o
la inflamacion, se pierden los mecanismos normales de defensa que mantienen las
propiedades de trombo resistencia del endotelio (62). Esta transformaciéon es acompanada
por el incremento en la expresién de moléculas de adhesién que dirigen a las células
inflamatorias a los sitios de la injuria (28-30).

La inflamacion promueve la coagulacion en varios aspectos: produce el aumento
de la actividad intravascular del FT, aumenta la expresion de moléculas de adhesion sobre
la superficie celular intravascular, mientras que por el contrario, disminuye la capacidad
fibrinolitica y anticoagulante del endotelio (63).

2.1.-Expresion de moléculas de adhesion

El endotelio cumple un rol fundamental en la adhesién y migracion de leucocitos
desde la sangre a los tejidos en los sitios de inflamacién, o durante la vigilancia normal del
sistema inmune; mediante la regulacién de moléculas de adhesion. Esta infiltracion de
leucocitos a los tejidos es un proceso que tiene lugar casi exclusivamente en las vénulas
postcapilares y que involucra: el rodamiento sobre el endotelio, la adhesiéon y la
transmigracion a través del mismo hacia el tejido subyacente.

El primer paso o rodamiento de los leucocitos sobre el lado luminar del endotelio es
mediado entre ligandos leucocitarios y las selectinas endoteliales: selectina-E y selectina-
P. La adhesion firme de los leucocitos al endotelio es mediada por el aumento de la
afinidad de las integrinas leucocitarias a4f31 (VLA-4), aLB2 (LFA-1, CD11a/CD18), y aMB2



(Mac-1, CD11b/CD18) por las moléculas endoteliales de adhesion: molécula de adhesion
endotelial 1 (ICAM-1) y molécula 1 de adhesién vascular (VCAM-1). Las bases
moleculares de la transmigracion son menos comprendidas hasta el momento pero se
piensa que involucran a las moléculas CD99, PECAM-1/CD31 y la molécula de adhesion
JAM-1 (28-30). En la Figura 3 se oservan los pasos de rodamiento, adhesion vy

transmigracion de leucocitos con las moleculas involcradas en cada caso.

Leucocito

Célula endotelial

Membrana basal

élulas musculo liso
4 [ <P <P [

Figura 3. Activacién endotelial
2.2.- Regulacién de la hemostasia por las CE

El rol critico que juega el endotelio en la homeostasis de la hemostasia, es definido
por la triada de Virchow (representada en la figura 4) como el exquisito balance entre el
flujo de la sangre, la reactividad de los factores de coagulacién solubles circulantes y la
influencia moduladora de |la pared de los vasos sanguineos.



Triada de
Virchow

Figura 4. Triada de Virchow

Las CE regulan la hemostasia mediante multiples funciones que son especificas de
regiones; actian sobre la reactividad plaquetaria y el tono vascular y ademas modulan las
vias de la coagulacion y la actividad fibrinolitica (2).

2.3.- Actividad procoagulante del endotelio.

De las sustancias procoagulantes mas importantes sintetizadas por las CE,
tenemos a una glicoproteina multimérica de alto peso molecular denominada FvW (25), la
cual tiene dos funciones fundamentales en la hemostasia normal: 1) soporta la adhesién
plaguetaria a las superficies trombogénicas y la agregacion bajo condiciones de estrés
hemodinamico; 2) sirve como transportador del factor de la coagulacion FVIII en el plasma,
protegiendo a este de la rapida degradacion proteolitica. La disminucién de la funcién del
FvW resulta en la tendencia al sangrado, mientras que en las arterias y en las lesiones
ateroescleréticas el FYW conduce a la oclusién trombética aguda (1, 3,10). Las demas
sustancias procoagulantes sintetizadas por el endotelio son detalladas en la tabla 2.

2.4.- Actividad anticoagulante del endotelio.

En condiciones normales, en ausencia de dafo vascular, el balance entre las
fuerzas procoagulantes y anticoagulantes se inclina hacia esta ultima. Las vias mas
importantes de regulacion de la coagulacion son las constituidas por: la AT, el TFPI, la via
de la PCa, el cofactor Il de la heparina y el inhibidor de proteasa dependiente de proteina
Z (ZPI) (31-36).

La AT es el principal inhibidor del sistema debido a su capacidad de inhibir a la
trombina, el factor Xa, el factor Xla, la calicreina y la plasmina. Es una glicoproteina de
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cadena simple sintetizada en el higado, que ejerce la inhibicién al crear un complejo
trombina-antitrombina que se elimina rapidamente de la circulaciéon. La velocidad de
reaccion puede incrementarse hasta 1000 veces en presencia de heparina, que actia
como cofactor de esta serpina, produciendo una neutralizaciéon inmediata de la trombina o
del factor Xa. Los glicosaminoglicanos de la superficie endotelial como el heparan sulfato
son los que tienen la capacidad de fijar AT y de esta manera actuar como cofactores de su
actividad inhibitoria, confiriéndole al endotelio vascular una de sus propiedades
antitrombdticas (36).

El TFPlI es una serpina sintetizada primariamente por el endotelio de la
microvasculatura y en pequefias cantidades por megacariocitos y macréfagos. Inhibe al
complejo enziméatico factor Vlla-TF en un modo dependiente del factor Xa, a través de la
formacion de un complejo cuaternario (Xa-TFPI-Vlla-FT) (34).

La via de la PCa funciona como anticoagulante al inactivar a los factores V
activado (FVa) y el factor VIII activado (FVIlla) y asi disminuir la generacién de trombina
en el area donde se forma el coagulo, el zimégeno de la PC se localiza en el endotelio por
medio de la unién al receptor de la proteina C de la célula endotelial (EPCR). La trombina
generada via la cascada de la coagulacion se localiza en el endotelio por la unién a una
proteina endotelial integral de membrana, denominada trombomodulina (TM), asi la
trombina unida a la TM queda reducida en su actividad procoagulante y ademas activa a la
PC que junto al cofactor PS, inactivan a los factores FVa y FVllla. Ademas del efecto
anticoagulante, la PCa ejerce efectos citoprotectivos que incluyen: alteracion en el perfil de
expresion de genes, efectos anti-inflamatorios, anti-apoptoticos y estabilizacion de la
barrera endotelial (31).

El cofactor Il de la heparina inhibe solo a la trombina, y su actividad es
incrementada aproximadamente 1000 veces por el dermatan sulfato, que es sintetizado
por la CE y se encuentra en la matriz extracelular asociado a proteinas adhesivas o en la
superficie de fibroblastos o células musculares (32).

La anexina V es una proteina no glicosilada que une Ca?* y fosfolipidos y que tiene
una potente propiedad anticoagulantes; es sintetizada en la placenta y en las CE de
arterias y venas e inhibe la formacién de trombina como asi también del Xa.

El ZPI es una proteina que pertenece a la superfamilia de serpinas de inhibidores
de proteasas pero que contiene un residuo tirosina en su sitio activo. La proteina Z, una
proteina vitamina K dependiente semejante a los factores VI, IX, X y PC, circula formando
un complejo con el ZPI. Este inhibidor es capaz de inhibir el Xa en presencia de FL y Ca?*,
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pero la velocidad de esta inhibicién se incrementa hasta 1000 veces en presencia de PZ
(35). En la tabla 2 se resumen las sustancias anticoagulantes sintetizadas por el endotelio.



12

2.5.- Regulacion de la fibrindlisis por el endotelio

La fibrinolisis es la degradacion fisiologica de la fibrina que tiene como funcion
limitar y disolver a los coagulos sanguineos (37, 24). La base bioquimica de la fibrinolisis
involucra la union del plasmindgeno (Plgno) circulante a la fibrina, y su activacién a
plasmina (Plna) por el activador del plasmindgeno tisular (tPA), también unido a fibrina.
Debido a que la fibrina es un cofactor necesario para la activacion del Pigno a Plna, a
medida que la fibrina se degrada se limita también la formacion de Plgno (38). La serina
proteasa tPA es sintetizada y liberada por las CE. Ademas de unirse a la fibrina el tPA se
une a la Anexina Il y otro receptor sobre la CE y la superficie plaquetaria y asi la
generacion de Plna y la fibrinolisis queda restringida al sitio de la formacién del trombo
(33). El Plgno puede también ser convertido en Plna por la accién del activador del
plasminégeno tipo uroquinasa (u-PA). La actividad catalitica de la uroquinasa son
localizados sobre la superficie celular a través de la unién a un receptor de u-PA (UPAR).
La fibrinolisis es controlada predominantemente por la actividad de la az-antiplasmina,
inhibidor del activador tisular del plasminégeno (PAI-1), el inhibidor de la fibrinolisis
activable por trombina (TAFI) (24). En la figura 5 se resumen las vias de regulacion de la

fibrinolisis.

.“\ Fibrinégeno LMonémeros de Fibrina

. Fibrinopéptido A , =
Shic pep Polimeros de Fibrina

AXIII—» Xllla ——»

Fibrina

o +
\. Plasmin6geno—» Plasmina ———p

‘.\ T _? PAP
‘\
‘\.TAFIa a2- antiplasmina
"‘T+ a2- Macroglobulina
Productos de degradacion
del Fibrinbgeno

Figura 5. Sistema fibrinolitico: TAFla: inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina activado, PAP:
plasmina -antiplasmina. Trombina-TM: complejo trombina trombomodulina, PAI-1: inhibidor del activador tisular
del plasminégeno, t-PA: activador del plasmindgeno tisular, u-PA: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa.
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2.6.- Modulacién de la funcion plaquetaria y el tono vascular

El endotelio produce tres sustancias trombo reguladoras: oxido nitrico, prostaciclina
y la ectonucleotidasa CD39.

2.6.1.- Oxido Nitrico

El oxido nitrico (NO) es una de las sustancias mas importantes que produce el
endotelio y ejerce una gran variedad de efectos sobre la vasculatura. Es el principal
determinante del tono vascular, pero también ejerce acciones anti-tromboéticas, anti-
proliferativas y anti-inflamatorias. Sin embargo en grades concentraciones y en conjunto
con otros oxidantes, el NO puede producir enfermedad vascular.

El NO es sintetizado por enzimas oxido nitrico sintetasas (NOS); una familia de
enzimas que incluyen NOS neuronal (NOSn), NOS inducible (NOSi) y NOS endotelial
(NOSe). Las tres isoformas producen NO a partir de L-arginina en la presencia de NADPH
y oxigeno. La sintesis de NO es representada en la figura 6.

En las CE existen dos formas de NOS: una constitutiva y otra inducible. La forma
constitutiva (NOSe) es regulada por Ca?*/ calmodulina, cuando las células son estimuladas
por agonistas tales como ADP, trombina, bradiquinina, estrés hemodinamico; mientras que
la forma inducible es independiente de Ca?* y es estimulada por citoquinas y el LPS
bacteriano.

El NO producido en el citoplasma de las CE difunde hacia las células del musculo
liso vascular adyacentes, y en el citoplasma de estas se une y estimula a las enzimas
guanidil ciclasa soluble, lo que lleva a un incremento en el guanidil mono fosfato ciclico
(GMPc) y a una disminuciéon del Ca2+ intracelular. Esto produce una disminucién en la
formacion del complejo Ca2*-calmodulina-miosina en las células del musculo liso y
promueve la vasorelajacion (39, 40).

Las acciones del NO sobre la vasculatura son resumidas en la tabla 1.

Tabla 1. Acciones del NO en la vasculatura

Regulacion del tono vascular

Inhibicién de la adhesion plaquetaria, la agregacion y el reclutamiento de las plaquetas
Modulacion de la proliferacion y la apoptosis

Modulacién del ambiente redox intracelular

Inhibicion de la adhesién leucocitaria

Inhibicion de la respiracion celular
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L-arginina L-citrulina

H,N NH H,N \/o

NH NH

+ NO
(CH,), (CH,),
COOH

H,N COOH H,N

NADPH NOS

Figura 6. Sintesis de NO. NOS: oxido nitrico sintetasa. NADPH: nicotinamida adenina

dinucleétido fosfato.

2.6.2.- Prostaglandinas

Las CE producen un derivado prostanoide, llamado prostaciclina (PGl) que induce
vasodilatacion e inhibe la agregacién plaquetaria.

En respuesta a una gran variedad de estimulos, que incluyen hormonas, agentes
bioquimicos o fuerzas fisicas, se eleva la concentracion de calcio intracelular lo que activa
a las fosfolipasas A: (PLA2) y fosfolipasa C (PLC), que catalizan la liberacién de acido
araquiddnico (AA) de los fosfolipidos de membrana. La enzima microsomal prostaglandina
H sintetasa, también conocida como cicloxigenasa (COX), cataliza la oxigenacion y
ciclizacién de AA libre, produciendo el endoperéxido llamado prostaglandina G2, el cual es
luego reducido a través de la actividad peroxidasa de COX. Los endoperdxidos son
transformados rapidamente a eicosanoides. EI mayor y mas importante producto de la
COX en las CE es PGly, el cual es formado por la accién de una isomerasa denominada
PGil; sintetasa. El PGl tiene una vida media extremadamente corta y es metabolizado por
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hidrélisis a 6-ceto-PGF14. En la figura 7 se representa la biosintesis y el metabolismo de la
PGl..

Existen dos formas de COX en las CE, una forma constitutiva denominada COX-1,
y una forma inducible denominada COX-2, esta ultima es inducida por exposicion de las
CE a estimulos protrombéticos, inflamatorios o mitogénicos.

Los efectos bioquimicos de PGl» son mediados a través de proteina G y resultan
en el incremento en la concentracion intraplaquetaria de AMP ciclico (AMPc) que produce
la inhibicién del cambio de forma, ausencia de secrecién plaquetaria e impide la unién del
FvW y el fibrinbgeno a la superficie plaquetaria (41, 42).

2.6.3.- Ectonucleotidasa CD39

La ectonucleotidasa CD39/ nucleétido trifosfato difosfohidrolasa (NTPDasa-1), es
una enzima asociada a la membrana de la CE y es activada por sustrato, inhibe la funcién
plaquetaria al metabolizar el ATP y ADP a AMP (43).

Tabla 2. Sustancias procoagulantes y anticoagulantes sintetizadas por el endotelio.

Procoagulante Anticoagulantes
Factor tisular Inhibidor del factor tisular
Factor V Trombomodulina
Receptor del factor IXa Proteina S
Factor von Willebrand Receptor endotelial de proteina C

Heparan sulfato proteoglicanos

(Mecanismo AT dependiente)

Dermatan sulfato proteoglicanos

(Mecanismo cofactor |l dependiente
de la heparina)

Proteasa nexinas 1y 2

Anexina V
Inhibidor del activador tisular del Activador tisular del plasminégeno (t-PA)
Plasminégeno (PAI-1) Activador del plasminégeno tipo

Uroquinasa (u-PA)
Factor von Willebrand Prostaciclina
Colageno Oxido nitrico

Factor activante de plaquetas Actividad de ectonucleotidasa CD39
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Figura 7. Sintesis de Prostaciclinas

2.7.- Heterogeneidad del endotelio

El endotelio presenta una marcada heterogeneidad en cuanto a su capacidad para
activar o modular los mecanismos protrombéticos a lo largo del arbol vascular (27, 41), es
entonces que en la clinica, se observan patrones de trombosis especificos asociados a
diferentes defectos de la hemostasia. Por ejemplo los defectos congénitos en el camino
de la PCa y la TM, como asi también defectos en el sistema de la AT o polimorfismos
genéticos como es el de la protrombina 20210, resultan mas cominmente en trombosis
venosa profunda que en trombosis arterial. En el sindrome Antifosfolipido la trombosis
puede producirse tanto en venas como en arterias. Mientras que en el sindrome urémico
hemolitico y en la purpura trombocitopenica tromboética las trombosis se producen en el
lecho vascular del higado y pulmones (62, 93).
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3.-Plaquetas

3.1.-Funciones y mecanismo de activacion

Las plaquetas tienen como funcion principal la formacién de un tap6n hemostatico
fisiologico en el sitio de injuria vascular de manera de prevenir la hemorragia (hemostasia
primaria), ademas, intervienen en reacciones de coagulacion, inflamacién y reparacion de
tejidos. En condiciones normales las plaquetas circulan en un estado inactivo en el cual no
interactdan con el endotelio integro ni con otras células sanguineas. Pero ante la injuria
vascular, alteraciones en el flujo sanguineo o estimulos quimicos, las plaquetas se activan,

con la siguiente triada funcional: adhesion, secrecion y agregacion (23).

3.2.- Activacion plaquetaria
Interaccion de las plaquetas con el endotelio dafiado

Las plaquetas son activadas por el dafo endotelial, a través de dos mecanismos
que pueden actuar en forma conjunta o separada. Por un lado se activan al unirse a la
matriz subendotelial y por otro son activadas por la trombina generada por el FT derivado
de la pared vascular o del flujo sanguineo (23).

En la fase de iniciacién de la hemostasia primaria las plaquetas ruedan, se
adhieren y se despliegan sobre una matriz extracelular subendotelial, compuesta por un
gran numero de macromoléculas adhesivas, entre ellas el: colageno, el FvW, la
fibronectina, laminina, etc, formando una monocapa de plaquetas activadas (43).

Los mecanismos de adhesion plaquetaria al sitio del dafo endotelial estan
determinados principalmente por las condiciones reologicas del flujo sanguineo que
operan en el sitio (61).

La adhesion inicial de las plaquetas al sitio del dafo vascular comienza con la
interaccion de las glicoproteinas plaquetarias GPVI y GPla que se unen a las fibras de
colageno expuestas en la pared del vaso dafiado y el complejo receptor glicoproteico GP
Ib/V/IX que se une al FYW unido al colageno, como se representa en la figura 8. La
interaccion entre FYW y GP [b/V/IX es necesario para la unién de plaquetas al
subendotelio en condiciones de alto flujo sanguineo (44-52).

Las plaguetas poseen receptores heterodimeros, de la familia de las integrinas,
compuestos por subunidades a y B que tienen baja afinidad por sus ligandos en plaquetas
no activadas. Durante la adhesion inicial a la matriz subendotelial, las plaquetas son
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activadas, lo que genera sefales intracelulares que producen cambios conformacionales
en ambas subunidades de estos complejos y que resultan en la exposicién de sitios de
unién o el aumento de la afinidad por sus ligandos. De esta manera la adhesion firme de
las plaqguetas a la matriz subendotelial es mediada por estas integrinas las cuales unen
colageno (a2p1), fibronectina (a5p1), laminina (a6pB1) y vitronectina (avp3), como asi
también el complejo glicoproteico, mas densamente expresado sobre la membrana
plaguetaria, la GPIIb/llla o integrina allbB3 que interacciona con la fibronectina y el FvW
unido al colageno (53, 61).

Bajo condiciones estaticas (herida abierta) o flujo sanguineo lento, las plaguetas
pueden unirse a las fibras de colageno directamente por medio del complejo glicoproteico
GPla/lla, también conocida como integrina a231 y asi ser activadas (53, 61).

Por el otro lado el FT dispara otra via de activacion plaquetaria, la cual no requiere
de los componentes de la matriz subendotelial ni tampoco requiere del FVW, y es
independiente de la GPVI. El FT presente en el subendotelio forma complejo con el factor
Vlla, y este complejo inicia una cascada de activaciéon enzimatica que genera trombina.
Como se observa en la figura 8, la trombina cliva y activa al receptor activable por
proteasa 4 (PAR-4) sobre la superficie plaquetaria y produce la activacion de la plaqueta
con la consiguiente liberacién de adenosina difosfato (ADP), serotonina y tromboxano A
(TX A2) (23).
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Plaqueta

ADP

é GPVI GPIb/V/IX F GPlIbllla inactiva &GPPIIbIIIa activada ‘ FvWO FT

PAR1/PAR4 P2Y12 Integrina inactiva J Integrina activa [L FT: FVlla

Figura 8. Adhesion plaquetaria
A) activacion mediada por adhesion a colageno.
B) amplificacion de la activacion mediada por agonistas solubles y agregacion.

3.3.- Secrecion y Agregacion plaquetaria

Internamente las plaguetas estan constituidas por un citoesqueleto, un sistema
tubular denso, algunas mitocondrias, granulos de glucégeno, granulos de almacenaje a,
granulos densos (0) y peroxisomas. Los granulos a contienen proteinas importantes para
la funcion hemostatica de las plaquetas, tales como: FvW, fibrinbgeno, P-selectina,
PECAM-1, ligando CD-40 (Cd154), factor plaquetario 4 (PF4), B-tromboglobulina,
trombospondina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), FV, como también
un pool de GPIIb/llla (allbB3), por el otro lado los granulos &, son ricos en nucleétidos
(ADP y ATP), serotonina, histamina, pirofosfato y calcio (46).
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Las plaquetas que circulan inactivas en la sangre tiene una forma discoide y los
granulos estan homogéneamente distribuidos. Las plaquetas activadas muestran cambios
en el ensamblaje de las proteinas del citoesqueleto que resultan en un cambio de forma
con extension de seudodpodos desde la membrana plasmatica. Los granulos son
centralizados y por fusion con la membrana plasmatica, el contenido de estos es
secuencialmente liberado, proceso denominado: secrecidn; los factores liberados activan y
reclutan a plaquetas circulantes con el fin de aumentar y estabilizar el coagulo
hemostatico. En este sentido la liberacién de ADP, serotonina y TXAz contribuyen al
reclutamiento de plaquetas circulantes y también son responsables de cambios en las
plaguetas activadas que son el cambio de forma y el aumento en la expresion de
moléculas proinflamatorias, incluyendo: P-selectina, ligando CD40 y otros (44-52).

Como se explico anteriormente en las plaquetas inactivas, la integrina allbB3
posee baja afinidad por sus ligandos. En el sitio del dafo vascular, la integrina allbB3 es
activada por sefales intracelulares iniciadas por la exposicién de las plaquetas a proteinas
adhesivas subendoteliales, colageno y FvW, o agonistas solubles como trombina y ADP.
La allbp3 activada no solo media la adhesion plaquetaria sino también la agregacion por
medio de la union al fibrinbgeno formando puentes entre dos receptores allbf3
(heterodimero), lo cual contribuye a la estabilizacién del coagulo (53, 54).

3.4.- Interaccion de las plaquetas con el endotelio en la inflamacién

Mientras que en condiciones normales el endotelio controla la reactividad
plaquetaria a través de mecanismos moduladores e inhibitorios como son el NO y la PGI2,
durante la inflamacién el endotelio pierde estas propiedades de tromborresistencia y por lo
tanto se generan interacciones entre las plaquetas y el endotelio. Inicialmente esta
interacciéon se observa como rodamiento de las plaquetas sobre las CE del endotelio, y
esta mediada por selectinas presentes en ambas tipos celulares. La P-selectina (CD62P)
es expresada rapidamente sobre la superficie de las CE en respuesta a estimulos
inflamatorios por translocacion desde las membranas de los garrulos de almacenaje
(cuerpos de Weibel Palade) a la membrana plasmatica. La P-selectina endotelial media el
rodamiento de plaquetas tanto en vénulas como en arteriolas en los procesos inflamatorios
al interaccionar con las glicoproteinas plaquetarias PSGL-1 o la GPIb/IX/V. La E-selectina
(expresada en CE durante la inflamacién), permite también la interaccién entre las

plaquetas y el endotelio. Luego del rodamiento la adhesién firme de plaquetas a las CE es
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mediada por las integrinas B3 (allbp3) de la plagueta con la integrina av3 mediada por

puentes fibrindgeno (55).

Rodamiento de plaquetas sobre  Adhesion firme de plaquetas sobre
el endotelio el endotelio

— /

activacion

Interaccion
GPlibllla-fibrindgeno-avp:
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Con P-selectina

?P-selectina
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Figura 9. Adhesién de plaquetas al endotelio en la inflamacion

3.5.-Activacion Plaquetaria: Transduccion de senales intracelular
mediada por agonistas solubles

La unién de ligandos a receptores o el entrecruzamiento de receptores conduce a
la produccion o la liberacion de diferentes mensajeros moleculares intracelulares: Ca %,
productos de hidrdlisis del fosfatidilinositol mediado por la PLC, diacilglicerol (DG) y el
inositol 1,4 ,5 trifosfato (IPs), TXA2 y nucleétidos ciclicos (AMPc, GMPc).
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Los agonistas plaquetarios solubles como la trombina, el ADP, el TXA; la
epinefrina y la serotonina se unen a sus receptores de la familia de las proteinas de siete
dominios transmembrana, acoplados a proteina G heterodiméricas, unidoras de GTP,
como se representa en la figura 10. Las sefales a través de los receptores asociados a la
proteina Gaq: receptores de trombina (PAR-1, PAR-4), receptor de TXA2 (TPa/TPB),
receptor de ADP (P2Y+) y receptor de serotonina (5-HT2A), desencadenan el metabolismo
del fosfatidilinositol a través de la activacién de la PLC (50-52). Esta enzima cataliza la
hidrolisis del fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) a fosfatidil-inositoltrifosfato (PIP3) que dirige
la movilizacion de Ca?* desde el sistema de tGbulos densos. Por su parte el DG activa a la
proteina quinasa C (PKC) que fosforila y activa a la P47 fosfoproteina (Pleckstrin) la que a
su vez esta relacionada a la secrecién de los granulos.

El aumento en la concentracién citoplasmética de Ca?* causa la fosforilacion de la
cadena ligera de la miosina (MLC) por la quinasa de la MLC (MLCK), un proceso que es
necesario para el cambio de forma. El incremento de Ca?* lleva a la secrecion de los
granulos, con la consiguiente liberacion de ADP, el cual se une a su receptor P2Yq2 y
amplifica la activacion plaquetaria. Asi mismo la movilizacién de Ca? produce la
activacién de la PLA2, que cataliza la liberacion de acido araquidénico de los fosfolipidos
de la membrana plaquetaria. Por medio de la ciclooxigenasa (COX), el acido araquidoénico
se oxida a intermediarios inestables G2 (PGG2) y prostaglandina H2. Al mismo tiempo
las tromboxano sintetasas forman el TXA2, que es secretado y se une a su receptor
plaquetario (TPo/TPB), asociado a proteina Gq, lo cual potencia los procesos
estimulatorios (56-59).

La transduccion de sefiales a través de receptores asociados a proteinas Ga12/13
(PAR1, PAR4) contribuye al cambio de forma en las plaquetas.

El ADP secretado también estimula la via de transduccion de sefales
dependientes de la proteina Gi asociada a el receptor P2Y12, lo que suprime la produccién
del mensajero inhibidor AMPc.

La epinefrina estimula a las plaquetas a través de receptores a2a acoplados a
proteinas Gq, y comparte el mecanismo final de transduccién de senales transmitido por
los receptores P2Y 1.

La PGl; ejerce un efecto inhibidor plaquetario a través de la unién con su receptor
PGl>-R el cual esta acoplado a proteina Gas y estimular la produccion del inhibidor
mensajero AMPc.
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Figura 10. Transduccion de senales mediada por agonistas solubles a través de
receptores de siete dominios transmembrana asociados a proteinas G.

3.6.-Activacion Plaquetaria: Transduccion de senales intracelular
mediada por receptores de adhesion

La transduccién de sefnales derivada de la activacion de las plaquetas por la unién
de colageno al GPVI es similar a la de los receptores de antigeno de los linfocitos T y B. El
GPVI esta asociado constitutivamente con un dimero de receptor de cadena gama Fc
(FCR-y).

Cuando el colageno se une al receptor GPVI se produce un entrecruzamiento de
esta glicoproteina con el FcR-y. Este entrecruzamiento genera la fosforilacion de los
motivos de activacion tirosina inmunoreceptor (ITAM) en el FcR-y, por medio de una
tirosina quinasas Src (Lyn, Fyn). Este motivo ITAM fosforilado une y activa a una tirosina
quinasa, denominada Syk.
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La activacion de Syk inicia la activacion de varias proteinas efectoras vy
adaptadores, corriente abajo, que en conjunto constituyen un complejo formado por (LAT,
SLP-76, Gads) el cual se asocia y activa a la fosfolipasa C gama 2 (PLCy2) como se
observa en la figura 11. Esto da como resultado la formacién de DG y IP3 (41, 42, 51, 57).

El complejo glicoproteico GP Ib/IX/V es el receptor mas importante que media la
interaccion con el FvW. Este complejo consiste en las glicoproteinas GP Iba y GPIbB que
estan unidas por puentes disulfuros y asociadas en forma no covalente con la GPIX y la
GPV en un complejo 2:4:2:1.

El complejo GP Ib/IX/V también une otras proteinas adhesivas (colageno,
trombospondina-1), a-trombina y factores de la coagulacién (quininégenos, FXI, FXII).
Ademas juega un rol importante en la interacciéon de plaquetas con células endoteliales
activadas y con leucocitos, a través de la unién con P-selectina y MAC-1 (aMpB2)
respectivamente. El dominio N-terminal de la GPlba contiene los sitios de unién para estos
ligandos.

El modelo de como se produce la transduccion de senales a partir de la interaccion
entre VWF y GPlb no es totalmente comprendido. La region citoplasmatica de GPIb esta
asociada a filamina (proteina unidora de actina), calmodulina y 14-3-3¢, lo cual esta
asociado a otras proteinas importantes en la transduccién de sefales como
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI-3K), quinasa de adhesién focal (FAK), tirosinas quinasas
asociadas con Src, proteinas activadoras de GTP-asas y fosfatasas de tirosinas (PTP1b y
SHPTP10) (44,46, 50, 52). En la figura 11 se representan las principales proteinas
asociadas a GP Ib/IX/V involucradas en la transduccion de sefales plaquetarias
dependientes de la activacion de este complejo.

Ademas otra via de transduccion de sefales dependiente del complejo GPIb/IX/V
involucra la unién con el receptor Fc de cadena y (FcyRIl), el cual esta acoplado a la
activacion de Syk, fosfolipasa Cy2 (PLCy2), DAG, IP3, lo que lleva a la activacion de PKC
y aumento en la concentracion de Ca?* citoplasmatico y activacion de ainBs (52).
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Figura 11. Transduccion de senales intracelular mediada por receptores de adhesion.

3.7.- Produccion de TXA:z

El TXA: es el eicosanoide mas importante producido por las plaquetas, y posee
una potente actividad proagregatoria y vasoconstrictora. Se forma a partir del acido
araquidédnico liberado de lipidos de la membrana plaquetaria, por la acciéon secuencial de
las enzimas: fosfolipasa A: (FLA:), prostaglandina H sintetasa y tromboxano sintetasa,
como se observa en la figura 7. Es una molécula inestable con una vida media de
aproximadamente 30 segundos in vitro; debido a esta inestabilidad, este eicosanoide es
rapidamente convertido, no enziméaticamente, en tromboxano Bz (TXBy).

El paso inicial de la formacién de TXA:z en las plaquetas es la activacion de la FLA:
citoplasmatica (FLAzc); una enzima de 85 Kda que requiere concentraciones
submicromolares de Ca?* para su activacion, lo que induce la translocacién de esta
enzima hacia la membrana a través de sitios de unién a lipidos dependientes de Ca?*. La
fosforilacion de la FLAzc sobre residuos de serina, mediada por proteinas quinasas

especificas produce un incremento en la actividad enzimatica (112, 215-219).
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4.- Sindrome Antifosfolipido

4.1.- Introduccion al Sindrome Antifosfolipido

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una enfermedad autoinmune sistémica, que se
caracteriza por la presencia conjunta de trombosis vascular 0 complicaciones obstétricas
(pérdida fetal o abortos espontaneos a repeticion) y la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos (aFLs) en el plasma de los pacientes (64-68).

En ausencia de otra enfermedad autoinmune como es el Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) o la Artritis Reumatoidea (AR), el sindrome se denomina sindrome
antifosfolipido primario y es dos veces mas frecuente en mujeres que en varones.
Cuando el SAF se presenta en coexistencia con LES, se denomina sindrome
antifosfolipido asociado a LES, pues se desconoce hasta el momento si SAF y LES son
dos enfermedades que coinciden en un individuo; si el LES ofrece soporte para el
desarrollo de SAF o bien si SAF y LES son dos elementos de un mismo proceso, lo cierto
es que cerca de un 30% de los pacientes con LES desarrollan también SAF. En este
grupo de pacientes, la relacion mujer: varén para el desarrollo de SAF es de 9:1, la cual es
la misma que en el LES.

El origen de los anticuerpos patogénicos que causan SAF es desconocido, pero
existen dos teorias que explican el origen de anticuerpos dirigidos contra una proteina
denominada B glicoproteina | (B2GPl):

1) Por un lado se sostiene que los anticuerpos son originados por la continua
exposicién de neo-epitopes en la B2GPI, producto de cambios conformacionales en la
molécula cuando se une a fosfolipidos anidnicos, por ejemplo de células apoptoéticas o
células muertas, en el contexto de enfermedades inflamatorias, como es el LES o
enfermedades infecciosas cronicas (69, 70).

2) La otra teoria esta basada en el desarrollo de anticuerpos contra péptidos
virales o bacterianas, en el transcurso de enfermedades infecciosas, que mimetizan a
epitopes en la B2GPI (71, 72).

El diagnostico del SAF, presenta grandes dificultades hasta el momento, y esto es
debido a varios factores, entre ellos la presencia de aFLs en individuos aparentemente
sanos sin manifestaciones clinicas, la presencia esporadica de aFLs asociada a
infecciones sin manifestaciones trombéticas, la presencia persistente de aFLs asociadas a
algunos tipos de infecciones como la hepatitis C y el HIV sin manifestaciones trombdticas,
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y la falla en la reproducibilidad de los ensayos que detectan aFLs, lo que ha llevado al
replanteo de los criterios clinicos y de laboratorio para definir la enfermedad (73, 74).

Los primeros criterios de clasificacion para definir el SAF, fueron propuestos por
Harris en 1987 (75). En aquella clasificacion, se enfatizd la coexistencia de
manifestaciones clinicas, trombosis venosa o arterial, trombocitopenia o complicaciones
obstétricas conjunto con hallazgos de laboratorio como la presencia de anticoagulante
lupico (AL) y anticuerpos anticardiolipinas (aCLs). En el ano 1999 durante la conferencia
realizada en Sapporo, Japén, el panel de expertos de la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia (ISTH) establecié el primer consenso internacional para el
diagnostico de SAF, donde se modificaron los criterios que definian a las complicaciones
obstétricas y los criterios de laboratorio (67). Estos criterios de clasificacion fueron
nuevamente revisados y modificados durante la conferencia de la ISTH en Sydney,
Australia, en el afio 2006, con el fin de aumentar la especificidad en el diagnostico de SAF,
y son los que actualmente permanecen en vigencia (68).

En ellos se establece que la enfermedad SAF esta presente si se encuentran al
menos un criterio clinico y un criterio de laboratorio en forma conjunta, de la siguiente

manera:

1) Criterios Clinicos:

Trombosis vascular: Uno o mas episodios de trombosis arterial, venosa o
trombosis de pequefios vasos, en cualquier tejido u érgano (confirmados por estudios de
imagenes o histopatologia).

Complicaciones Obstétricas: Una o mas muertes fetales inexplicables de un feto
normal morfolégicamente con 10 o mas semanas de gestacién, 0 uno 0 mas nacimientos
prematuros de un neonato morfolégicamente normal antes de las 34 semanas de
gestacion, debido a eclampsia, severa preeclampsia o insuficiencia placentaria, o por la
ocurrencia consecutiva de 3 o mas abortos inexplicables antes de las 10 semanas de
gestacion y descartadas las causas anatémicas, endocrinas, infecciosas o genéticas.

2) Criterios de Laboratorio:

1. Anticoagulante Lupico (LA) presente en el plasma en dos o0 mas ocasiones,
determinados con un intervalo de al menos 12 semanas y no mas de cinco afos entre una
y otra determinacion; detectado segun las recomendaciones del Comité de Expertos de la
Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia.
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2. Anticuerpos anticardiolipinas (aCLs) de isotipo IgG e IgM presentes en el
suero o plasma en titulos mayores de 40 GPL o MPL o > al percentilo 99, en dos 0 mas
ocasiones separadas por no menos de 12 semanas y determinados por ensayos de ELISA
estandarizados.

3. Anticuerpos anti p2-glicoproteina | (anti-B.GPIl) de isotipo 1gG e IgM
presentes en el suero o plasma en titulos mayores al percentilo 99, en 2 0 mas ocasiones
separadas por no menos de 12 semanas y determinados por ensayos de ELISA
estandarizados.

Segun estas nuevas recomendaciones, el diagnéstico de SAF no se puede realizar
si el hallazgo de dos resultados positivos para aFLs es mayor de 5 afos entre un test y
otro. Por otro lado se excluyen algunas entidades clinicas previamente consideradas,
como livedo reticularis, trombocitopenia y algunos hallazgos de laboratorio como son la
presencia de aCL de isotipo IgA o anti-B2GPI de isotipo IgA, ademas de la presencia de
anticuerpos anti-fosfatidil serina, anti-fosfatidil etanolamina, anti-protrombina o anti-
protrombina-serina. Se considera que la presencia de algunos de estos hallazgos de
laboratorio o clinicos esta altamente asociada a SAF, pero no se toman como criterio
diagnostico.

4.2.- Anticuerpos Antifosfolipidos

Los aFLs son un grupo heterogéneo de autoanticuepos, que fueron reconocidos
por primera vez en el afio 1952 por su habilidad de prolongar los ensayos de coagulacién
in vitro en pacientes que padecian LES, por lo que de alli deviene el nombre de
anticoagulante lupico (AL), aunque afios mas tarde se reconoci6 que los aFLs no actuaban
como anticoagulante in vivo (76, 77). Con la observacion de que muchos pacientes con AL
tenian resultados falsos positivos en el test de VDRL para sifilis, se llego al desarrollo de
un ensayo para detectar anticuerpos anticardiolipinas, primero como radioinmuno ensayo
y luego como ELISA (78, 79).

En 1990 tres grupos de investigadores demostraron en forma independiente que
algunos anticuerpos aCLs no estaban dirigidos contra cardiolipina, sino contra la proteina
plasmatica B2GPlI, la cual se une a cardiolipina (80 -82), estudios posteriores demostraron
que la actividad de AL es dependiente de B2GPIly PT (83, 84). En vista de estos hallazgos,
el nombre de anticuerpos antifosfolipidos con el cual se denominé a los anticuerpos del
SAF que parecian tener afinidad por los fosfolipidos anidnicos, resulté ser incorrecto
debido a que en realidad se unen a proteinas con afinidad por fosfolipidos aniénicos como
son la cardiolipina (CL) o la fosfatidilserina (FS).
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En la actualidad se reconocen dos tipos diferentes de aFLs, los anticuerpos
autoinmunes asociados a SAF, que requieren proteinas que se unan a fosfolipidos
negativos para que sean reconocidos en ensayos de ELISA con fosfolipidos, y aquellos
aFLs alloinmunes que aparecen asociados a enfermedades infecciosas y que no requieren
proteinas para unirse a fosfolipidos (88).

Las proteinas blanco antigénicos mas importantes y mas estudiadas a las cuales
estan dirigidas los aFLs en el SAF son la B.GPI y la PT (85-87). Se han descripto mas de
20 proteinas diferentes como blancos antigénicos de los aFL asociados a SAF (88-91), de

las cuales las mas relevantes son descriptas en la tabla 3.

Tabla3. Proteinas contra las cuales estan dirigidos los aFLs.

Proteinas blanco antigénicos de los aFLs

B2 glicoproteina | (B2GPI)

protrombina (PT)

Proteina C (PC)

Proteina S (PS)

Receptor endotelial de la proteina C (EPCR)
Inhibidor del camino del factor tisular (TFPI)
Trombomodulina (TM)

Anexina V

Anexina 2

Plasmina

Activador tisular del Plasminégeno (t-PA)
Inhibidor del activador del plaminégeno tipo -1 (PAI-1)
Quininégenos de alto y bajo peso molecular
Factor VII/VIla

Componente del complemento H y C4b
Lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL ox)

La poblacién de anticuerpos anti-B2GPI es heterogénea, la mayoria de ellos son
responsables de la actividad aCL que se observa en los ensayos de ELISA que contienen
CL o en los ensayos de coagulacién dependientes de fosfolipidos como AL.
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Sin embargo en algunos pacientes con SAF se encuentran anti-B.GPl que no
presentan actividad antifosfolipidos en los ensayos de aCL y AL. Existen dos teorias que
intentan explicar esto; una teoria se basa en la especificidad de especie (especialmente
para el isotipo IgM), y la otra en que el epitope reconocido por los anticuerpos no esta

expresado cuando la B.GPI esta unida a los fosfolipidos (88).

4.3.- Mecanismos trombogénicos de los aFLs

Debido a que la actividad AL es la que se encuentra mas fuertemente asociada a
trombosis es que las primeras hipétesis del mecanismo trombogénico de los aFLs se
basaron en la interferencia que producen estos anticuerpos entre la unién de proteinas
plasmaticas anticoagulantes y la superficie de fosfatidilserina. Fundamentalmente en el
sistema de la PCa, la cual desempefia su funcion como anticoagulante, mediante la unién
e inactivacion de los factores procoagulantes Va y Vllla (como se explica en la pag. 12); la
teoria actualmente aceptada es que los complejos de anti-B.GPI y B.GPI (anti-B-GPI
/B=GPI) compiten con el complejo PCa por los limitados sitios de unién a fosfatidilserina o
bien que estos complejos interfieren en la formacién del complejo PCa (88, 92). Debido a
que las alteraciones del sistema PCa producen trombosis principalmente en el lecho
vascular venoso pero no en el arterial (93), se dirigié la atencion a la activacion celular
principalmente de células endoteliales, monocitos y plaquetas; con la intencién de explicar
todas las caracteristicas clinicas asociadas a SAF.

4.4.- Evidencia de la activacion de plaquetas mediada por los aFLs

Las plaguetas cumplen un rol central en la hemostasia primaria y también juegan
un papel fundamental en el desarrollo de la trombosis arterial, una manifestacion clinica
que se observa en un gran porcentaje de los pacientes con SAF.

Varios factores indican que las plaguetas son uno de los blancos de los aFLs
circulantes: Varios estudios reportaron una fuerte correlacién entre la trombocitopenia y la
presencia de aCL (94, 95). En los primeros estudios sobre plaquetas y aFLs, Khamashta y
col. (96) demostraron que los anticuerpos aCLs de pacientes con SAF se unieron a
fosfolipidos aniénicos en la membrana de plaquetas, cuando estas fueron previamente
congeladas y descongeladas. También Haga y col. (97), usando citometria de flujo,
encontraron que aCLs de clase IgG se unieron a plaquetas fragmentadas por congelacion-
descongelacién pero né a plaguetas intactas en reposo o activadas. Sin embargo en un
estudio realizado por Hasselaar y col. (98) observaron que los aFLs se unen a plaquetas



31

en reposo (separadas por filtracion en gel) y esta union no aumenté al activar las
plaquetas con una mezcla de trombina y colageno. Shechter y col. (99) demostraron la
presencia de aFLs unidos a la membrana de plaquetas de pacientes con SAF que tenian
trombocitopenia y reportaron un importante descenso en la concentracion de serotonina
de las plaquetas de estos pacientes, comparadas con plaquetas de pacientes sanos. Jan
Out y col. (100) eluyeron aFLs de las plaquetas de 7/11 pacientes (64%) con LES lo que
podria indicar que estos anticuerpos se unen a plaguetas en circulacién. Reverter y col.
(101) utilizando un método de perfusién en cdmara, recubierta con colageno, observaron
un aumento importante de la adhesién plaquetaria y la formacién de trombos en sangre
anticoagulada incubada con plasma de pacientes con SAF primario comparada con
sangre incubada con plasma de dadores sanos. Mediante citometria de flujo determinaron
que las IgGs aFLs purificadas de estos pacientes, se unieron a plaquetas previamente
activadas con colageno pero né a plaquetas en reposo. Estudios de la Dra Pierangeli y
col. demostraron que los anticuerpos anticardiolipina provenientes de pacientes con SAF,
pero no los obtenidos de pacientes con sifilis, aumentaron la activacion de plaquetas
tratadas con dosis subdptimas de ADP, trombina o colageno (102). En otros estudios, se
demostré que anticuerpos aCL obtenidos en conejos, produjeron un aumento de la
activacion plaquetaria inducida por colageno (103, 104).

Galli y col. (105) observaron que en presencia de B.GPl y PT, los aCL y AL
interactdan con plaquetas activadas y con microvesiculas derivadas de plaquetas en forma
similar a lo observado en la interaccion con fosfolipidos en fase sélida. Otros
investigadores demostraron que la fraccion purificada de anticoagulante lipico AL (sin
actividad aCL) reacciona con protrombina unida a lipidos de plaquetas mientras que las
fracciones purificadas aCL y aFS se unen a la membrana de plaguetas activadas,
mediante la B2GPI (106, 107).

Arvieux y col. (117) demostraron agregacién y liberacion plaquetaria utilizando
anticuerpos monoclonales de ratéon anti-B.GPI y dosis subagregatorias de diferentes
agonistas, y propusieron que tanto la porcion Fab como la porcion Fc de estos anticuerpos
fueron responsables de la activacion.

Otros investigadores propusieron que la activacion plaguetaria en los pacientes con
SAF es mediada unicamente por la interaccién de complejos aFLs y B2GPI con el receptor
FcyRII (108), pero estos resultados no pudieron ser corroborados por otros estudios. En
otras publicaciones se demostr6 in vitro que la activacion plaquetaria mediada por los
aFLs se logra a pesar de inhibir el receptor FcyRIl o al utilizar fragmentos F(ab’)z de los
aFLs (109, 110).
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La activacién plaquetaria juega un rol fundamental en el mantenimiento de la
hemostasia y en los desordenes tromboembolicos. Una de las sustancias proagregantes
mas potente es el TXA: sintetizado por las mismas plaquetas. Es asi que, el acido acetil-
salicilico, el cual bloquea la formacion plaquetaria de TXAz. Es la droga de eleccion en la
prevencion de los accidentes cerebrovasculares, del infarto de miocardio y también se usa
en bajas dosis en pacientes con aFLs que no han presentado trombosis (110).

La produccién de TXA: parece jugar un rol fundamental en la activacion plaguetaria
mediada por los aFLs. Es asi que, Lellouche y col. (111) reportaron un aumento
significativo de la excrecion urinaria del mayor metabolito proveniente del TXA; (11-
dehidro-tromboxanoB2) en pacientes con anticoagulante lUpico (AL) comparado con
individuos sanos, lo que indicaria la activacion de las plaquetas circulantes. Martinuzzo y
col. (112) demostraron un incremento del metabolito derivado del tromboxano plaguetario
(11-dehidro TXBz) y una reduccion en el metabolito derivado de la prostaglandina Iz
vascular (2,3 dinor-6-ceto-prostaglandina Fiq) en la orina de pacientes con LA y aFLs
comparado con individuos sanos. Los aFLs purificados de estos pacientes aumentaron la
agregacion, la liberacion de serotonina y la produccién de TXB: de plaquetas aisladas de
individuos sanos y tratadas con dosis subagregatorias de trombina.

Robbins y col. (113) demostraron que complejos formados por anticuerpos aFLs y
B2GPI (aFLs/B-GPl) aumentaron la produccién plaguetaria de TXA: in vitro. En un estudio
reciente publicado por el grupo de la Dra Pierangeli (114), se demostré que las plaquetas
incubadas con aFLs y dosis subdptimas del péptido agonista del receptor plaguetario de
trombina (TRAP), aumentaron considerablemente los niveles de expresién de la
glicoproteina ainBs (GPIIb/llla), indicando activacién plaquetaria. Esta activacién se revirtio
al incubar las plaquetas con hidroxicloroquina (una droga utilizada en el tratamiento de la
malaria), la cual inhibe la liberacién de acido araquidénico y la formaciéon de tromboxano
en las plaquetas (115, 116). Opara y col. (118) demostraron que el incremento de TXB:
plaguetario mediado por complejos aFLs/B2GPl puede ser inhibido por agonistas del
cAMP; el cual suprime el incremento de calcio y la fosforilacion de Proteinas kinasas
especificas. En un estudio reciente se propuso que los complejos aFLs/B2GPI, mediante la
unién a fosfolipidos y al receptor 2 de la apolipoproteina E, producen el aumento de la
activacion plaquetaria mediada por el colageno; y este aumento de la activacion puede ser
revertida inhibiendo la produccién de tromboxano o bloqueando el receptor plaquetario de
tromboxano (109).

De los reportes anteriores se deduce que los aFLs deben unirse a proteinas

blancos sobre fosfolipidos expuestos en plaquetas previamente activadas o envejecidas, y
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mediante un receptor especifico podrian llevar a la activacién de plaquetas en circulacion
0 a la destruccion de estas en el sistema reticulo endotelial. También se deduce que los
aFL incrementan la produccién de TXB2 en plaquetas previamente activadas y este
mecanismo puede ser revertido por agonistas del cAMP, el cual inhibe la fosforilacién de
proteinas quinasas activadas por mitdgenos y el incremento del calcio intracelular.

4.5.-Hipoétesis de la activacion plaquetaria mediada por aFLs via
receptor especifico en plaquetas

Lutters y col (109), utilizando una proteina recombinante que es un dimero .GPIl y
gue asemeja a la disposicién de dimero que tendria esta proteina cuando esta unida a los
anticuerpos como complejo anti-B.GPI /B2GPI, observaron un incremento de la adhesién
de plaquetas a superficies recubiertas con colageno, y demostraron que este aumento de
la adhesién de plaguetas a colageno es mediada por la interacciéon del dimero B2GPIl con
fosfolipidos anionicos expuestos en la membrana externa de la plaqueta y el receptor 2 de
la apolipoproteina E. Ademas el mismo grupo comprob6é que en el dominio V de la
proteina B2GPI contiene sitios de unién a los receptores de la familia LDL (119).

Por otro lado Shi y col. (120) demostraron que complejos de anti-B2GPI /B.GPI
pueden unirse y activar a las plaquetas al interaccionar directamente con la glicoproteina
GPlba. Esto fue comprobado por Pennings MT y col. (121) Utilizando la proteina
recombinante dimérica de B.GPI, la cual produjo sensibilizacion plaquetaria a expensas de
la unién del dimero B2GPI a la glicoproteina de membrana GPlba. Por otro lado estudios
posteriores de este mismo grupo, demostraron que los dimeros de BGPI, pueden
sensibilizar a las plaguetas por medio de los dos receptores descriptos. En la figura 12 se
esquematizan los mecanismos de activacion plaquetaria mediados por los aFLs.
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Figura 12. Activacion Plaquetaria mediada por los aFLs.

4.6.- Evidencia de la activacion de CE y monocitos mediada por los aFLs

Los primeros estudios que sugirieron que los aFLs alteraban la actividad de las CE
tendiendo a un estado de hipercoagulacién, fueron propuestos por Carreras y Vermylen
(122). En otros trabajos se demostr6é que los plasmas con actividad AL de pacientes con
SAF provocaban un desbalance entre prostaglandinas y tromboxano, suprimiendo la
produccion endotelial de PGl2 e incrementando el TXB: derivado de plaquetas (111, 112).

Mediate estudios in vitro en cultivos de CE, se reportd que éstas células expresan
cantidades significativamente mayores de moléculas de adhesién: ICAM-1, VCAM-1 y E
selectina cuando son incubadas con aFLs y B-GPI (125-129). Del Papa y col concluyeron
que la esta propiedad proinflamatoria de los aFLs es mediada por la actividad anti-B.GPI
de estos anticuerpos (123, 124). Al realizar estudios in vivo, en un modelo de trombosis en
raton, Pierangeli y col (125, 126) observaron que los aFLs monoclonales y policlonales
(purificados del suero de pacientes con SAF), producen la activacion de CE con el
consecuente incremento en la expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1,
E-selectina y P-selectina, y esto se correlaciona con un aumento en la formacién del
trombo. Por otro lado se observé un incremento de marcadores de activacion endotelial
tales como microparticulas derivadas de CE y VCAM-1 soluble en el plasma de pacientes
con SAF (130, 131). Estos estudios condujeron a la hipétesis de que las propiedades
proinflamatorias de los aFLs inducen la perturbacion de CE en los pacientes con SAF
reforzando las manifestaciones trombéticas en esta enfermedad.

Los primeros hallazgos de la activacién de los mediadores de transduccion de
sefales intracelulares mediados por aFLs, fueron dirigidos por la Dra Pierangeli (129). En
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estos estudios se comprobd que el incremento en la expresién de moléculas de adhesién
en la membrana de CE humanas cultivadas, es mediado en parte por la activacion del
factor nuclear NF-kB. Estos hallazgos fueron confirmados por otros (132-134).

El incremento de moléculas de adhesion y liberacién de citoquinas también se
observa en otros tipos de CE derivadas de cerebro y piel, sugiriendo que tales efectos
deben ser generalizados a CE de diferentes sitios anatémicos (135).

Ademas de las propiedades proinflamatorias mediada por los aFLs sobre las CE,
existe una gran cantidad de evidencia de que el camino del FT esta directamente
involucrado en la fisiopatologia del SAF.

En los primeros estudios relacionados con el FT, Rustin MH y col (136)
demostraron que al incubar células endoteliales humanas cultivadas con suero
proveniente de pacientes con LES y con actividad AL, se produjo un incremento
significativo de la actividad procoagulante de estas células. Hasselaar y col (137),
demostraron que el incremento en la actividad procoagulante de CE es inducido por los
anticuerpos aFLs presente en el suero de los pacientes y este efecto se aumenta al
incubar las CE con aFLs y concentraciones subdptimas de factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a); estos hallazgos fueron confirmados por otros (143, 144).

En CE humanas cultivadas in vitro, se demostrd que los aFLs pueden incrementar
la expresion del FT en su membrana. En estudios realizados en plasma de pacientes con
SAF, se detecté un aumento importante de los niveles de TF antigénico, y ademas se han
reportado micro particulas ricas en FT en pacientes con anticuerpos aFLs (138-142).

En forma similar a la teoria de que los aFLs provocan el incremento en la expresion
de FT sobre la membrana de las CE, existe una gran cantidad de evidencia de que los
monocitos de sangre periférica de los pacientes con SAF, juegan un importante rol en la
fisiopatologia protromboética de la enfermedad. Los primeros reportes que originaron esta
hipotesis, se remontan a 1990, donde de Pros y col (145) describieron el incremento de la
actividad procoagulante en los monocitos de pacientes con LES, de los cuales mas de la
mitad poseian actividad de AL en el plasma. Posteriormente kornberg y col (146)
reportaron incremento de la actividad de FT en monocitos estimulados con un anticuerpo
monoclonal aCL. Posteriores trabajos de investigacion confirmaron que los aFLs
purificados de pacientes con SAF producen el incremento de la expresién de FT en
monocitos normales (147- 151). Los efectos procoagulantes observados en monocitos
dependen de la fraccién F (ab) de los aFLs y no de la fraccién Fc (152, 153). Trabajos
adicionales comprobaron que los monocitos aislados de pacientes con SAF exhiben un
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aumento en la concentracion de FT y RNAm de FT comparados con monocitos aislados
de pacientes sanos (149-151).

Por otro lado se evidencié que tanto los anticuerpos anti-B.GPl purificados de
pacientes con SAF, como anticuerpos monoclonales con actividad anti-B.GPI, derivado de
linfocitos B periféricos de pacientes con SAF, aumentan la actividad de FT y el RNAm de
FT en monocitos. Este incremento es dependiente de B2GPlI, y tiene un pico maximo entre
las 2 y las 6 hs desde que estas células son estimuladas con los anticuerpos. La actividad
no depende de la des-encriptacion de FT existente en la membrana sino en la produccion
de una nueva proteina (154, 155). En la figura 13 se observan los mecanismos de
activacién de CE mediado por los anticuerpos aFLs.

4.7.- Hipétesis de la activacion celular mediada por aFLs
via receptor especifico

La activacion de las CE y monocitos mediada por los aFLs debe involucrar la
activacion de uno o mas receptores en la membrana de dichas células y generar sefiales
intracelulares que trasladen la informacion del medio ambiente celular al nucleo. Al
menos dos tipos de receptores han sido involucrados en la activacion celular mediada
por los aFLs, estas proteinas son la Anexina Il y el receptor toll like 4 (un receptor de
lipopolisacarido bacteriano) como se representa en la figura 13 (156-159). Las
evidencias halladas hasta el momento se inclinan hacia la activacién de este ultimo
receptor, debido a que:

a) La anexina Il es una proteina integral de membrana que sirve como receptor
del tPA y del Plasmin6geno (33). Este receptor no atraviesa la membrana celular lo que
dificulta la transduccion de sefales intracelulares.

b) Raschi E. (158) revelé que la activaciéon de las CE debe ser mediada por la
interaccion de los anti-B2GPI con el recepor TLR-4 (porque los anti-B2GPI producen la
activacion de senales intracelulares que involucran al factor de diferenciacion mieloide
88 (MyD 88). Estudios in vivo realizados por Pierangeli y col (159) comprobaron la
disminucion en la cinética de formacion de trombo y en la inflamacion del endotelio en
ratones geneticamente modificados deficientes en el TLR-4 comparados con ratones
control no deficientes en este receptor. Estos datos fueron corroborados por otros
investigadores (160).
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Figura 13. Mecanismo fisiopatogénico de los aFLs sobre la CE.
CbHa y C3a: fragmentos de componentes del complemento 5 y 3 activados (anafilotoxinas).
IL: interleuquina, C5b-9: complejo de ataque a membrana del complemento. ICAM-1: molécula de
adhesién intercelular 1.TL-Rc: receptor toll like.
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5.- Transduccion de senales y control de la
expresion de los genes

5.1.-Introduccion

Las células reciben senales del medio extracelular a través de receptores
ubicados en la membrana plasmatica, y esas sefiales pueden llegar al nucleo celular y
provocar la trascripcion de genes especificos, gracias a dos grandes vias (Fig. 14). En
primer lugar, se conocen a nivel intracelular, diferentes cascadas de fosforilacion proteica,
que se propagan por si mismas hasta fosforilar a factores de transcripcién que residen en
el ndcleo. En segundo lugar, se conocen un determinado nimero de factores de
transcripcién que se encuentran latentes en el citoplasma en forma inactiva y que son
activados luego de que un receptor en la superficie celular interacciona con su ligando,
estos factores de transcripcién una vez activados se acumulan en el nucleo y dirigen la
transcripcién de genes.

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKSs), pertenecen a una gran
familia de serina/treonina quinasas, y constituyen la mayor cascada de transduccién de
sefales inflamatorias desde la superficie celular hacia el nicleo (161). Otras cascadas de
quinasas incluyen aquellas que son activadas luego del incremento de segundos
mensajeros (incluyendo AMPc y Ca?*) o por la interaccién de ligandos con receptores
celulares asociados a proteinas G y receptores tirosina quinasa (162). Usualmente tales
caminos de transduccion de sefales producen la fosforilacion y subsiguiente activacion de
factores de transcripcién, terminando en la transcripcion de genes.

Hasta el momento reconocemos ocho caminos principales en la transduccién de
sefales que activan factores de transcripcion que se encuentran latentes en el citoplasma.
Los dos caminos que son directamente activados en los receptores de la superficie celular
son: a) la familia de las moléculas SMAD que estan involucrados en la transduccion de
senales de la superfamilia de ligandos del factor de crecimiento transformante 3 (TGF- B),
y b) la familia STAT ( transduccion de senales y activadores de transcripcion ) la cual son
activadas por mas de 20 citoquinas compartiendo los receptores asociados a quinasas
Janus (JAK) que fosforilan los receptores sobre residuos de tirosina para iniciar la
transduccién de sefales (163,164).

Otros cuatro grupos importantes involucrados en la activacion de factores

citoplasmaticos latentes requieren fosforilacion citoplasmatica de serina y/o proteolisis.
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Esto incluye la familia del factor nuclear Rel kB (NF-kB), la cual es activada por una gran
variedad de estimulos tales como factor de necrosis tumoral a (TNF-a), IL-1 y productos
virales y bacterianos (165).

Finalmente las fluctuaciones de segundos mensajeros (Ca?"y concentraciones de
fosfoinositidos) pueden activar factores de trascripcién latentes en el citoplasma tales
como factor nuclear en células T activadas (NFAT) y tubby, un producto de un gen
asociada a obesidad.

Senales extracelulares

i

Activacion de factores de Activacion directa de factores de
trascripcion Trascripcion Latentes.

STAT
SMAD
Rel/NFkb

Notch
MAPK Wnt
Familia NFAT/Tubb
CREB

Figura 14. Diferentes caminos de sefales extracelulares que terminan en la trascripcion de genes.
Izquierda: cascada de fosforilaciéon intracelular que activan factores de trascripcién nuclear.
Derecha: Factores de transcripcion latentes en el citoplasma son activados sobre la interaccion
ligando-receptor.

5.2.- Proteinas Quinasas activadas por mitdgenos (MAPK)

Las células responden a cambios en las propiedades fisicas y quimicas del
medio ambiente que las rodea, alterando muchas de las funciones celulares, tales
como supervivencia, potencial y velocidad de crecimiento, interaccion con otras
células y numerosos procesos celulares involucrados en la homeostasis y salud del
organismo. Esos cambios del medio ambiente celular incluyen alteraciones en la
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concentracion de nutrientes, factores de crecimiento, citoquinas y agentes que dafan
la célula, pero también estimulos fisicos, como por ejemplo, cambios en la
osmolaridad del medio e incidencia de luz ultravioleta.

La respuesta celular a estos estimulos extracelulares es mediada, en parte,
por un determinado ndmero de enzimas quinasas y fosfatasas (166). Las MAPKs son
miembros de una discreta cascada de sefiales intracelulares, las cuales son puntos
focales para diversos estimulos extracelulares y funcionan regulando procesos
celulares fundamentales. Se describieron cuatro subgrupos distintos dentro de la
familia de las MAPK. Estas incluyen:

1. Quinasas reguladas por sefales extracelulares (ERKs).

2. Proteinas quinasas activadas por estrés o c-jun N-terminal quinasas
(JNK/ SAPK).

3. ERK5/big MAP quinasa 1 (BMK1).

4, Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (p38 MAPKSs).

La activacién de ERK ha sido caracterizada como un componente central del
camino de transduccion de sefales, estimuladas por sefales relacionadas con el
crecimiento (167,168).

El grupo JNK de proteinas quinasas son activadas en respuesta a un
determinado numero de factores que producen estrés celular, incluyendo la gran
osmolaridad y la oxidacién (169). La ERK5/BMK1 MAP regula el camino de
transduccién de sefales de la expresion temprana de genes inducida por el suero
(170). El grupo de las proteinas p38 MAPK estan relacionadas con la inflamacién,
crecimiento celular, diferenciacién celular, ciclo y muerte celular (171).

Para que se produzca la activacion de las MAPK estas deben ser fosforiladas
en dos residuos aminoacidicos de treonina y tirosina y esto requiere de la presencia
de una quinasa dual especifica la cual son conocidas como MAP/ERK quinasas
(MEKs) o MAP quinasas quinasas (MAPKK). La especificidad de las MAPKK por las
MAPK es dependiente del contexto: todas las enzimas MAPKK, producen la doble
fosforilacion sobre la siguiente secuencia aminoacidica: Treonina-Xaa-Tirosina, pero
el aminoacido X es el que confiere la especificidad, asi es que X es acido glutamico
en ERK, prolina en JNK, y glicina en p38 MAPK quinasa. Las MAPK quinasa ERKs
son activadas por MKK1 y MKK2, las JNK por MKK4 y MKK7, y la p38 MAPK por
MKK3, MKK4 y MKKK®6. Las fosfatasas de la MAPK revierten la fosforilacion y
retornan las MAPK a su estado inactivo.
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La actividad de las MEK quinasas es controlada mediante fosforilacién, una
vez fosforilada MEK se torna enzimaticamene activa. Esta fosforilacién es mediada
por otras quinasas denominadas MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK, MKKK,
MEKK), una familia de proteinas de la cual el protoncogen c-Raf es el miembro mas
prominente. En la Figura 15 se representa el camino de transduccion de sefales de
las MAPKs.

De la activacion de las MAPKSs, surge la fosforilacion y activacién de factores
de transcripcién presentes en el nucleo o en el citoplasma, produciendo la expresion
de ciertos genes blancos que resultan en una respuesta biol6gica.

Mitégenos
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Figura 15. Cascada de transduccion de sefales de las MAPK y inhibidores de

MAPKs més frecuentemente utilizados.

5.3.- Identificacion de las p38-MAPK

Entre los afios 1993 y 1994 se descubrié una nueva proteina con un peso de
38 Kda que era rapidamente fosforilada en residuos de tirosina en macréfagos
estimulados con endotoxina, a la que se denominé p38a o simplemente p38.
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Utilizando técnicas de clonado molecular, se llegd a la conclusion de que esta
proteina pertenecia a la familia de las MAPKs (172). Paralelamente a esto, otro grupo
de investigadores descubri6 que la p38 MAPK compartia una gran homologia con una
enzima conocida como HOGH1, la cual cumple la funcién de sensor osmotico en la
levadura Saccharomyces Cerevisiae; ambas pertenecen a la familia de las MAPKs y
ademas son fosforiladas en residuos de tirosina luego de cambios extracelulares en la
osmolaridad, por lo que se piensa que estas proteinas tienen un mismo gen ancestral
(173, 174). La p38 fué identificada como una quinasa que se encuentra corriente
arriba de M2K en células estimuladas con arsénico o con IL-1 (175, 176). Esta
proteina fué clonada y purificada como una molécula que tiene la propiedad de unir
derivados de compuestos piridinil imadazol, los cuales, a su vez, son inhibidores de la
produccion de citoquinas proinflamatorias (177).

En la actualidad se conocen cuatro isoformas de p38MAPK en mamiferos, y
comparten entre ellas una homologia de aproximadamente el 60%. Hay dos isoformas
denominadas p38a y p383 que se encuentran ampliamente distribuidas en todos los
tipos de tejidos (178, 179), la isoforma p38y se expresa predominantemente en
musculo esquelético y la forma p38d en pulmones, rifiones, testiculos, pancreas e
intestino delgado (180-182).

De acuerdo a la similitud en la estructura primaria proteica y a la diferente
susceptibilidad a inhibidores especificos, las isoformas de p38 se pueden organizar en
dos grupos:

a) La p38a y la p38B comparten una homologia del 75% en la secuencia

aminoacidica. En estudios realizados in vivo e in vitro se demostré que la p38a

y la p38B son inhibidas a bajas concentraciones por los compuestos

SB203580 y SB202190.

b) La p38y y la p38d solo tienen un 61% de homologia con la p38a, pero

alrededor de un 70% de homologia entre ellas. Las isoformas y y & no son

afectadas por los inhibidores SB203580 y SB202190 (183-185).

La base molecular de la diferencia inhibitoria que produce SB203580 entre las
isoformas de p38 radica en un cambio aminoacidico. Las isoformas a y B poseen un
amino&cido treonina en la posicibn 106 en el bolsilo de unién al ATP, que
interacciona con un atomo de fluoruro del inhibidor, mientras que en las isoformas y y
0, en la posicién 106 existe un aminoacido metionina (186,187).

Otra diferencia entre los dos subgrupos de p38MAPK radica en la diferente
especificidad del sustrato de las quinasas. Por ejemplo mientras que las isoformas y y
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0 fosforilan eficientemente a la proteina Tau asociada a los microtubulos, no ocurre lo
mismo con las isoformas p38a y 3 (188, 189).

5.4.- Regulacién del camino de transduccion de seinales de las
p38 MAPK

Para comprender los caminos de transduccion de senales durante la
inflamacién, la p38 ha sido objeto de numerosos estudios (178). Se hallé una gran
cantidad de informacion respecto de la regulacion de la p38 en el sistema inmune. Se
observd la activacién de p38 en respuestas inflamatorias, como por ejemplo en
macréfagos tratados con LPS (174), células endoteliales estimuladas con TNF (190),
condrocitos estimulados con IL-17 (191), linea de células mocociticas U1 estimuladas
con IL-18 (192), plaquetas humanas estimuladas con trombina (193), y neutréfilos
humanos tratados con el péptido quimiotactico, N-formil metionin-leucin-fenilalanina
(fMLP) o con Acetato forbol miristato (PMA) (194, 195).

El camino de transduccion de senales de la p38 es asociado con la
inflamacién, el crecimiento celular, la diferenciacién celular, y la muerte celular. En la
mayoria de las células inflamatorias, la p38a es la isoforma que mayormente se
activa.

Los estimulos extracelulares de las p38 incluyen una variedad de citoquinas
(IL-1, IL-2, IL-7, IL-17, IL-18, TGF-B y TGF-a) y un numero de patégenos que activan
la p38 a través de diferentes receptores Toll, incluyendo, como se nombro
anteriormente el LPS, el peptidoglicano Estafilococcica, la enterotoxina B
estafilococcica y los virus ecovirus 1 y Herpes Simplex 1 (178). Inclusive factores de
crecimiento (factor estimulante de colonia granulocitica-macrofagica, factor
estimulante de colonia 1, eritropoyetina (196) son capaces de estimular p38 como
también factores ambientales como el calor, osmolaridad, ultravioleta, radicales
oxigeno, y estados de hipoxia.

Como se coment6 anteriormente la activacion de p38 ocurre mediante |la doble
fosforilacion de residuos Treonina 180-Glicina-Tirosina 182, en el sitio de activacion, y
esta fosforilacién es mediada principalmente por dos quinasas denominadas MKK3 y
MKK®6 (197, 198). Luego de esta doble fosforilacion se produce un cambio global en
la proteina p38 que altera la alineacién de dos sitios quinasas ubicados en los
extremos N terminal y C terminal, lo que lleva a un incremento en la actividad

enzimatica de esta quinasa (199, 200)
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Las MKK3 y MKK6 son muy selectivas en la activacién de p38MAPK y no
activan JNK o ERK 1/2 (201-204). En respuesta a la mayoria de los estimulos las
MKK3 y MKK6 son las quinasas que activan a p38a, sin embargo bajo ciertas
circunstancias, como por ejemplo, radiacion ultravioleta, MKK4, una quinasa que
activa a JNK, puede activar a p38a (205).

Las MKK3 y MKK®6 a su vez, son activadas por una MAPK quinasa quinasa
(MAPKKK). Las MKKK parecen ser célula y estimulo especificos. Hay varias
MAPKKKs implicadas en la regulacién del camino de transduccién de serales de la
p38MAPK, como por ejemplo: MLKs, ASK1TAK1 y algunos miembros de la familia
MEKK. Un amplio grupo de proteinas, actla activando MKK quinasas, activan el
camino de transduccién MKK/p38, lo cual explica por que esta cascada puede ser
activada por una gran variedad de estimulos.

La desactivacion de la p38 MAPK quinasa fosforilada es mediada por
fosfatasas que también son capaces de desfosforilar a otras MAP quinasas como
ERKy JNK.

Los blancos de activacién de la p38 son también otras quinasas o factores de
transcripcién tales como ATF-2 y MEF2. ATF-2 puede formar heterodimeros con
factores de transcripcién jun y asi asociarse con AP-1. La p38 ha sido asociada
también con la activacién de NFkB, ya que un inhibidor de p38 MAP (SB203580) se
demostré que atenta la transcripcion dependiente de NFkB (206,207). MAPKAP
quinasa 2 (MK2) es una de las muchas quinasas que son reguladas mediante
fosforilacion directa de p38, de manera que estudios realizados en ratdon demostraron
que ratones que pierden el gen de MK2 aumentan la resistencia al estrés y la
supervivencia al shock endotéxico inducido por LPS dada la reduccién de un 90% en
la produccion de TNF-a, siendo esto un efecto post transcripcional ya que la
produccion de RNA mensajero de TNF-a no se redujo y tampoco fué afectada la
secreciéon de TNF-a.

5.5- Respuestas bioldgicas de la activacion de P3S8MAPK
Rol de p38 en la inflamacion

La activacion de la cascada de la p38 tiene como consecuencias diferentes
manifestaciones biolégicas, tales como: Inflamacién, apoptosis, ciclo celular,
diferenciacién celular, etc, entre las mas importantes.

Las evidencias que demuestran la importancia de p38a en la inflamacion,
provienen de diferentes fuentes:
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1. Juega un rol fundamental en la regulacién de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-6 y FNT-a (208).
2. Induce enzimas tales como COX-2, la cual controla la remodelacién del

tejido conectivo en condiciones patologicas (209).

3. Controla La expresién de la enzima iNOS que juega un rol central en la

vasodilatacion a través de la regulacién de NO (210, 211); en el endotelio

inflamado la vasodilataciéon inducida por NO produce el incremento del flujo
sanguineo dentro del tejido inflamado y facilita el trafico de leucocitos a ese
sitio.

4, Regula la expresion de moléculas de adhesién, tales como VCAM-1 y

E-selectina en las CE, lo cual regula el rodamiento y la adhesién de leucocitos

sobre el endotelio antes de trasmigrar al tejido inflamado. (212, 213).

5. Induce a expresién de moléculas involucradas en la quimioatraccién

como es MCP-1 (214).

Ademas de todo lo anterior el camino de transducciéon de senales de la p38
juega un rol en la regulacion de la proliferacion y diferenciacién de células del sistema
inmune. La p38 participa en la proliferacion celular y/o diferenciaciéon inducida por
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), factor
estimulante de colonias (CSF), eritropoyetina (EPO), y el cluster de diferenciacién 40
(CD-40) (190, 215). El rol de la p38 en enfermedades relacionadas con la inflamacion
ha sido estudiado en varios modelos de animales. La inhibicion de p38 por SB203580
puede reducir la mortalidad en un modelo de ratén de shock inducido por endotoxina
e inhibe tanto el desarrollo de artritis inducida por colageno en ratones como la artritis
en ratas cuando son estimuladas con adyuvantes (216).

5.6.- Rol de P38 y ERK quinasas en las plaquetas

Las plaguetas humanas contiene al menos tres miembros de la familia MAPKSs:
ERKs (ERK1/2), p38 y JNK (217-219).

La p38 y ERKs son activadas por diferentes agonistas tales como trombina,
colageno, FvW y ADP (225, 226). Ademas de la activacién mediada por los agonistas,
la p38 también es activada por el estrés celular, como por ejemplo: el calor, el shock
osm@tico, el arsenito y el peréxido de hidrégeno y por lipoproteinas de baja densidad
(220-222). Cuando las plaquetas son tratadas con agonistas se observa una marcada
activacion de ERK2 respecto a ERK1 y esto es muy probablemente debido a que
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existe una muy escasa cantidad de la quinasa ERK1 comparada con ERK2 (223,
224).

En las plaquetas se observa dos fases temporalmente diferentes de activacién
de p38 y ERKs mediada por diferentes mecanismos que son importates en distintos
aspectos de la funcién plaquetaria (225).

La activacion plaquetaria con bajas dosis de agonistas produce una activaciéon
temprana y transitoria de p38 y ERK (226), y esto se observa como un maximo de
fosforilacion de estas MAPKs dentro de los minutos de estimulacién, y luego esta
fosforilacion disminuye muy probablemente como consecuencia de una regulacién
negativa ejercida por la integrina GPllbllla a medida que ésta se une con el
fibrindgeno (227-229).

Por otro lado hay una activacion tardia de p38 y ERKs que es mediada por
integrinas (225).

Hasta el momento se dispone de una informacién limitada respecto de la
funcién fisiolégica que cumplen las MAPKs en las plaquetas, como también respecto
del camino de transduccion de sefales en las que estan implicadas.

En términos generales podemos decir que ERK2 y p38 estan involucradas en
diferentes fases de la activacion plaquetaria:

1. En las plaquetas estimuladas por trombina, colageno o FvW se

produce una rapida activacion de p38. Luego esta quinasa fosforila a la PLA2C

en un residuo serina 505, lo cual lleva al incremento de la actividad de esta

enzima con el subsiguiente aumento en la liberacion de acido araquidénico y

produccion de TXA: plaquetario (230-235).

2. La activacion de p38 y ERK2 es importante en la secrecion de granulos

0 y granulos a, cuando las plaguetas son estimuladas con bajas dosis de

agonistas como trombina y colageno, como se demostré en estudios de

agregacion plaquetaria y liberacion de granulos, utilizando inhibidores de p38

(SB203580) y de ERK (UO126) (225).

3. La activacion de p38 y ERK2 es importante en al adhesion plaquetaria

mediada por FvW y/o colageno a alto flujo sanguineo. La unién de FvW a la

GPIb/IX produce la secuencial activacion de p38 y ERK2 via el camino de

transduccién de senales PI3K-Akt-GMPc la cual es importante para la

activacion de integrinas dependientes de GPIb/IX (225, 236).

4, Ademas de la activacion temprana mediada por agonistas antes

descripto, existe una activacion tardia de p38 y ERKs que es importante en la
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retraccion del coagulo, esta activacién es mediada por integrinas y lleva a la
fosforilacion de MLC (225).
5. Existe muy poca informacién sobre el rol de p38 en trombosis in vivo.
En un modelo de trombosis arterial inducida por FeCls, en ratones
genéticamente modificados, heterocigotos para la deficiencia del gen de p38 q,
se demostré6 que p38 esta involucrada en la formacion del trombo mediante
regulacion de la activacion plaquetaria y la actividad del factor tisular (226,
237).
6. Se ha determinado que ERK1/ERK2 no son responsables de la
fosforilacion de la PLAzc en las plaquetas y que la inhibicion de la cascada
ERK quinasa no afecta a la liberacién o la agregacion plaquetaria inducida por
agonista (224), mientras que la activacion de ERK2 se produce en condiciones
donde esta impedida la unién del fibrindgeno a la allbB3 (59, 227, 228.).
7. P38 juega un rol importante en la activacion de la integrina allbf3
inducida por los agonistas FvW y trombina (225, 226, 229)
En la figura 16 se resumen las principales vias de la activacion de p38 y ERK y la
interrelacion entre estas dos quinasas, tambien se representan las diferentes
funciones que tienen estas quinasas en las plaquetas.

Cambio de forma
plaguet
p2Y12 L, Activacion de GPIlblllg
&° Secrecionde TXA2

GP Ib/IX/V

Fig 16. Activacion de P38 MAPK y ERK1/2 inducida por diferentes agonistas (Trombina, ADP, TXA2).
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6.- Inhibidores de la ERK1/2 y p38MAPK

6.1.- Inhibicion de ERK1/2

Existen dos compuestos quimicos que fueron desarrollados como inhibidores
de MEK 1/2, los cuales han sido utilizados como agentes terapéuticos contra el cancer
(238-240). Ambos inhibidores, denominados PD98059 y UO0126, bloquean la
fosforilacion de MEK1 y la subsecuente activacion de ERK1/2.

La quinasa MEK1 es un componente de la cascada clasica de MAPK, la cual
es estimulada con mayor fuerza por factores de crecimiento y esteres de forbol que
promueven el desarrollo de tumor. El inhibidor PD98059 se une a MKK1 y previene su
activacion por quinasas que se encuentran mas arriba en la cascada de traduccion de
sefnales, tales como Raf (como se observa en la figura 15), revirtiendo el fenotipo
transformado de las células Ras-transformadas (238).

En estudios recientes utilizando una segunda generacion del inhibidor de
MEK1, denominado PD184352, se logr6 la inhibicion de la actividad de ERK en
células de carcinoma de colon, y por lo tanto se inhibié el crecimiento tumoral (241).

En modelos de injuria cerebral traumdtica, fue benéfico la utilizacion de
inhibidores de MEK (241).

En un modelo in vivo de tolerancia a la isquemia cerebral global, la inhibicién
de la activacion de ERK1 con PD98059, disminuye los efectos de la injuria isquémica
(242) y este inhibidor disminuye la inflamacién mediada por LPS de Helicobacter pylori
en un modelo de rata (243).

6.2.- Inhibicién de la p38 MAPK

La activacion de p38 es necesaria para la sintesis de varias citoquinas pro-
inflamatorias, por lo tanto esta proteina ha sido foco del desarrollo de varios tipos de
inhibidores con diferentes grados de selectividad.

Los agentes anti-inflamatorios piridinilimidazol y  pirimidinilimidazol,
denominados compuestos SB (SmithKline Beecham) y ejemplificados por SB203580 y
SB220025, suprimen la produccién de citoquinas proinflamatorias a través de la
inhibicion especifica de p38a y p38pB, en varios modelos animales de inflamacion y
también inhiben la sintesis de IL-8 y FNT-(a) en los monocitos estimulados con LPS
(244, 245).
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Esos compuestos SB inhiben tanto la actividad de la p38 fosforilada como
también la autofosforilacion de esta enzima. El mecanismo inhibidor de los SB
consiste en la competencia con el ATP por la unién al sitio de unién a nucleétido, en la
proteina p38, en una relacion estequiométrica de 1:1 y con una constante de
disociacién (Kd) en el orden de los 10 a 40 nM.

Estos inhibidores son altamente selectivos en la inhibicién de p38 y no ejercen
actividad inhibitoria sobre otras quinasas relacionadas, como son ERKs o JNKs (228).
La concentracion de la droga para producir el 50% de inhibicién (ICso) de la p38MAPK
es de 50 nM y a una concentraciéon de 10 uM de SB203580 produce la inhibicion del
98% de la actividad de P38a y solo un 10% de cualquier otra MAP quinasa (246-
249). Las caracteristicas de este compuesto estan resumidas en la tabla 4.

Tabla 4. Estructura y propiedades de los Inhibidores de MAPKs mas utilizados.

Blanco Compuesto Estructura ICs0 0 Ki propiedades

in vivo

SB203580 Ty .
o H 0 nhibidor
P38 CHIBNSE 7 T 0 )% tcwosmeso  gomeelivo
-[9-(4- -2- M
[4-(metilsulfonil)fenil]- M p38
1H-imidazol-4-il]
piridina
236932:539 o O No es Inhibidor
titi
MEK1/2 _ | owe  ICs0 =2 ATP on MEK 12
2-(2t-Ar'Tf“n‘°|33;H ] MH; Inhibe a MEK1/2
metoxifenil)-4H-1-
benzopiran-4-ona 0

En la estructura del inhibidor de p38, el grupo fluoro-fenilo ubicado en posicién
para en el anillo del compuesto, descansa dentro de una seccién del bolsillo de unién
al ATP donde hace contacto con 10 residuos hidrofobicos por medio de fuerzas de
van der Waals. El aminoacido treonina (Tr) 106 juega un rol fundamental en esta
interaccién, provee suficiente espacio para que el anillo fluorofenilo del inhibidro SB
encaje en el bolsillo de union al ATP. Los aminoacidos con cadenas mas grandes que
la Tr, que reemplacen a la Tr en la posiciéon 106, tendran una interferencia estérica
con la unién de la droga; por ejemplo: la Tr 106 es reemplazada por metionina en la
p38 (y), p38 () y JNK quinasa y por glutamina en la ERK1 y ERK2 quinasas,
explicando porque ningiin otro miembro de las MAPK diferente a p38 (a) y p38 (B) son
inhibidos significativamente por estas drogas (246-249).
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Materiales y Metodos
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1.- Seleccion de Pacientes e Individuos sanos

Para llevar a cabo los estudios “in vitro”, tanto en plaquetas como en las CE,
se seleccionaron ocho sueros de pacientes con diagnostico de SAF segun el criterio
de Sapporo citado por Miyakis y col (68). La presencia de aFL fue verificada al menos
en dos oportunidades separadas entre 8 a 12 semanas. EIl grupo estaba constituido
por cinco pacientes con historia de trombosis venosa profunda (TVP); dos pacientes
tenian historia de TVP y pérdida fetal recurrente y un paciente tenia historia de TVP,
accidente cerebro vascular (ACV) arterial isquémico y pérdida fetal recurrente. Todos
los pacientes tenian altos titulos de anticuerpos anticardiolipina (aCL) de isotipo 1gG,
altos titulos de anticuerpos anti-Bglicoproteina | (anti-B.GPI) y anticoagulante lupico
(AL) positivo.

Como control normal se utilizé un pool de sueros de 10 individuos sanos, no
relacionados, que no tuvieron historia personal o familiar de trombosis, ni de
enfermedades autoinmunoldgicas y negativo para los test de anticuerpos aCL, anti-
B=GPly AL.

Para llevar a cabo los estudios “in vivo” se seleccioné el suero de un paciente
con SAF primario; el paciente era un varén de 53 anos de edad con una historia de un
ataque isquémico transiente, dos infartos de miocardio, tres episodios de TVP y un
episodio de tromboembolismo pulmonar. Este paciente tenia altos titulos de
anticuerpos aCL de isotipo IgG, altos titulos de anti-BGPI y AL positivo.

Como control normal se utilizé el mismo pool de sueros proveniente de 10
individuos clinicamente sanos seleccionados para los estudios “in vitro”.

Todos los pacientes y sujetos controles firmaron un consentimiento informado,
el cual fue aprobado por el Comité de Etica y estudios humanos de Morehouse School
of Medicine.

2.- Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1, con un peso aproximado de 20g
(Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA). A los animales se los mantuvo en
grupos de a cinco, en jaulas estdndar para roedores, a una temperatura ambiente de
25 °C, expuestos a un foto periodo de 12:12 horas de luz: oscuridad y alimentados
con Purina Rodent Chow (Purina, St. Louis MO). El agua potable se les administré ad
libitum en botellas adaptadas a la jaula. El cuidado y control de enfermedades de

estos ratones estuvo a cargo del Center of Laboratory Animal Resources (CLAR) of
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Morehouse School of Medicine, hasta el momento de ser empleados para los

estudios.
3.- Reactivos
3.1.- Reactivos quimicos

Prostanglandina E1 (PGE;)
Indometacina; trombina bovina; BSA; ovoalbimina; esferas de pepsina-agarosa;

. apyrasa VII; acido acetil salicilico (ASA);
Pentobarbital Sédico; PMA; LPS; Cardiolipina (5mg/ml) y Reactivo para la deteccién
de endotoxinas: Amebocito Limulus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); Proteina G-
Sefarosa (Gamma Bind G, Tipo 3 Sefarosa CL-6B) y Sefarosa 2B (Amersham
Pharmacia, Piscataway, NJ); reactivo de Bradford; reactivo para tincion de proteinas
con plata “Silver stain” y reactivo de quimioluminiscencia “Amplight” (Bio Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA); SB203580; PD 98059 y MG132 (Calbiochem, San
Diego, CA, USA); SB 202474 (EMB Biosciences Inc, San Diego, CA, USA), p-
nitrofenilfosfato en buffer dietanolamina pH: 9,8 (Biotecx, Houston, TX, USA) y
tetrametil bencidina TMB (Dako, Carpinteria, CA, USA).

3.2.- Soluciones buffer

Buffer de union (fosfato de Sodio 0.01 M, CINa 0.15 M, EDTA 0.01M); PBS
(0.001 mol/L fosfato de Sodio, CINa 0.15 M, pH 7.4); buffer de lavado para inmunoblot
(Tris 0.01 M, CINa 0.15 M, Tween-20 0.1%); buffer acetato (acetato de Sodio 0.1M,
pH 4,5); HB (Hepes 10 mM, NaCl 140 mM, KCI 3 mM, MgCl., 0.5 mM, NaHCO3 5 mM,
dextrosa 10 mM, pH 7,4); HBSS (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA); buffer de
Laemmli (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA); solucion de blogueo para inmunoblot (5
% de leche en polvo sin grasa en TBS-T) y buffer de inmunoprecipitacién 2X (Tris/HCI
100 mM, pH 7.4, NaCl 300 mM, EGTA 2mm, leupeptin 5 pg/ml, aprotinin 5 ug/ml,
PMSF 2 mM, Na3V0O42 mM, NaF 2 mM, Nonidet P-402 %, sodium deoxicolato
0.5 %)

3.3.- Anticuerpos

[A1]: Anticuerpo monoclonal de raton anti-p38 MAPK humano fosforilada, 28010 (Thr
180/Tyr 182) (Cell Signals Technology, Beverly, MA, USA).

[A2]: Anticuerpo policlonal de conejo anti p38 MAPK humano (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
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[A3]: Anticuerpo monoclonal de ratén anti-ERK1/ERK2 humano fosforilada, E10
(Thr202/Tyr 204) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

[A4]: Anticuerpo policlonal de conejo anti- ERK1/ERK2 humano (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

[A5]: Anticuerpo policlonal de conejo anti-cPLA2 humano (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA).

[AB]: Anticuerpo secundario de Cabra anti-lgG de conejo, marcada con peroxidasa
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

[A7]: Anticuerpo anti-cadena y IgG humana marcado con fosfatasa alcalina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

[A8]: Anticuerpos anti-cadenas livianas humanas k marcado con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

[A9]: Anticuerpo anti-cadenas livianas humanas A marcado con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

[A10]: Anticuerpo policlonal de conejo anti-NOS2 Humana (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA).

[A11]: Anticuerpo monoclonal de ratén anti- FT humano (producto N° 4508; American
Diagnostica,Stamford, CT, USA).

[A12]: Anticuerpo IgG policlonal de conejo anti-actina humana (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

[A13]: Anticuerpo monoclonal de ratén anti-cd54 humano (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO).

[A14]: Anticuerpo monoclonal de rata contra VCAM-1 de ratén (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA).

[A15]: Fragmento F(ab)’2 de cabra anti IgG de rata conjugado con Qdot 655 (Invitrogen,
Eugene, OR, USA).
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4.- Métodos

4.1.- Purificacion de IgGs

Las fracciones de IgGs del suero fueron obtenidas utilizando el método de
cromatografia de afinidad. Se prepardé una columna de Proteina G Sefarosa. La
columna se equilibré con buffer de unién, se eluyeron las IgGs con acido acético 0,5
M ajustado a pH 3 y se recolectaron en buffer Tris-HCI, pH 9, con el fin de neutralizar
las fracciones eluidas. Se dializaron contra PBS, pH 7,4 durante toda la noche a 4°C.
Los dializados fueron filtrados a través de filtros con poros de 0,22 um de diametro
(Millipore Products Division, Bedford, MA, USA).

Las IgGs purificadas se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE en
condiciones no reductoras, mostrando una Unica banda de 150 Kd luego de la tincion
con plata.

Se determiné la concentracién de los anticuerpos purificados mediante el
método colorimétrico de Bradford (252) y para ello se preparé una curva de
calibraciéon con SAB (10 a 100 pg/ml).

Las concentraciones de proteinas en las fracciones eluidas fueron obtenidas
por interpolacién en la curva realizada con SAB. En todos los experimentos se
utilizaron preparaciones de anticuerpos con un nivel de endotoxinas contaminantes
inferior a 0,03 unidades/ml, utilizando el método de lisado de Amebocito Limulus
segun se describe en el inserto provisto por el fabricante.

4.2.- Obtencion de los fragmentos F (ab’)2

Las 1gGs purificadas se dializaron contra buffer acetato durante 2 hs a 4°C y
luego se sometieron a digestion con esferas de pepsina-agarosa durante 18 hs a
37°C. Se separaron las esferas de pepsina-agarosa mediante centrifugacién a 4000g
durante 10 minutos, y los sobrenadantes se dializaron contra PBS, pH 7,4 a 4°C. Los
fragmentos Fc y las IgGs no digeridas se removieron mediante cromatografia de
afinidad, con Proteina G-Sefarosa.

Los fragmentos F(ab’). fueron analizados mediante SDS-PAGE en condiciones
no reductoras, mostrando la tipica banda de 110 Kd luego de la tincion con plata.
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4.3.- Determinacion de anticuerpos antifosfolipidos

4.3.1.- Deteccion de anticoagulante lupico

La actividad de AL en plasma se evalud usando tres 6 cuatro ensayos de
coagulacion para el screening: APTT con los reactivos Actin FSL (Dade International
Inc, Miami, FL, USA); PTT-LA (Diagnostica Stago, Asnieres, France); dRVVT
utilizando el reactivo DVVtest (American Diagnostica) y KCT con una suspensién de
Caolin al 2% en agua destilada. La presencia del inhibidor lupico fue considerada
positiva cuando se obtenia prolongacion de los tiempos de coagulacién que no
corregian al realizar las mezclas de plasmas de paciente con plasma pobre en
plaguetas (PPP) normal en las proporciones 1:1 (paciente: normal). La confirmacion
de la presencia de AL se realizé mediante la PNP en los ensayos de APTT y dRVVT,
el ensayo confirmatorio DVV Confirm (American Diagnostica) y con el TTI, usando la
tromboplastina tisular recombinante Innovin (Dade International) sin diluir y diluida
1:500 en solucion CaCl2 0.025M. La presencia del AL fue confirmada cuando al
menos uno de los ensayos de deteccion y uno de los de confirmacién fueron positivos,
teniendo en cuenta los criterios previamente establecidos (250).

4.3.2.- Deteccion de anticuerpos anticardiolipinas

Se determiné la actividad aCL en las fracciones de IgGs purificadas mediante
ensayos de ELISA (64, 251). Se utilizaron placas de 96 pocillos (Titertek, MP
Biomedical, Aurora, OH) que fueron cargadas con 30 pl/pocillo de una solucion de CL
de concentracién 50 pg/ml en etanol. Las placas fueron secadas al aire mediante
incubacién a 4°C durante toda la noche. Luego se lavaron tres veces con PBS y se
bloque6 durante 1 hora a temperatura ambiente con 75ul de una solucién de 10 % de
SFB en PBS. Posteriormente, se afiadieron 50 ul/pocillo de las IgG purificadas (dilucién
1:50 en SFB-PBS) en duplicado junto con controles positivos y negativos. En los ELISA
aCL se incluyeron estandares (Louisville APL Diagnostics, Seabrook, TX) para expresar
los resultados en unidades GPL. Luego de una hora de incubacién se lavaron las placas
tres veces con 100 pl de PBS, y posteriormente se agreg6 50 ul/pocillo de un antisuero
anti-cadena y IgG humana marcado con fosfatasa alcalina. Después de una hora de
incubacién se volvieron a lavar tres veces con PBS y luego se agregd 50 pl/pocillo de
sustrato p-nitrofenilfosfato en buffer dietanolamina (pH 9,8). Cuando las DO de los

estandares llegaron aproximadamente a uno, la reaccién se detuvo por el agregado de



56

50 pl/pocillo de una solucién 1N de H2SO4. Las placas fueron leidas a 405 nm usando el
Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). En forma similar, la
actividad aCL de los fragmentos F (ab’). se determin6 mediante la técnica de ELISA
empleando como anticuerpo secundario una mezcla de anticuerpos anti-cadenas
livianas humanas k y A marcados con fosfatasa alcalina. Se realiz6 una curva de
calibracion con los estandares utilizados para IgG entera y se reportd los valores de
aCL en unidades GPL (actividad anticardiolipina de 1ug/ml de anticuerpo IgG obtenido
de un suero estandar purificado por cromatografia de afinidad).

4.3.3.- Deteccion de anticuerpos anti-B2 glicoproteina |

La actividad anti-BGPI en los sueros de los pacientes con SAF y en el pool de
sueros de individuos sanos fue determinada mediante ELISA utilizando un kit comercial
(Quanta-Lite, Inova Diagnostics, San Digo, CA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.

La actividad anti-B.GPI de las 1gGs purificadas y de los fragmentos F(ab’),, fue
determinada mediante ELISA con algunas modificaciones a la técnica descripta
anteriormente (253). Se utilizaron placas de ELISA irradiadas (Costar 3590, Corning
Inc, Corning, NY), las cuales fueron cargadas con 20 ug/ml de PBoglicoproteina |
purificada y blogueada con 5% de ovoalbumina en PBS. Como anticuerpos
secundarios fueron utilizados anti-lgG humana (cadena y especifico) y una mezcla de
anticuerpos anti-k y anti-A humana marcados con fosfatasa alcalina, para las IgGs y los
F (ab’)> respectivamente. Las actividades anti-B.GPI fueron expresadas en unidades de
DO a 405 nm medida usado el Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA).

4.4.- Inmunoblot

Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida comerciales
(Precast-Polyacrylamide-Gel) y buffer de corrida (Tris/glicina/SDS), utilizando el sistema
Mini-Protean Tetra Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham
Pharmacia, Piscataway, NJ) a 10 voltios durante 30 minutos en una unidad de
transferencia semiseca (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).
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Las membranas fueron incubadas con solucién de bloqueo de inmunoblot,
durante 2 hs a 4° C y luego incubadas con un anticuerpo monoclonal de ratén 6
policlonal de conejo, diluidos en soluciéon de bloqueo. Luego de 16 hs de incubacion a
4°C, las membranas fueron lavadas tres veces durante 5 min. con TBS-T e incubadas
con un anticuerpo secundario (Anticuerpo de cabra anti-lgG de raton o anti-IgG de
conejo marcados con peroxidasa) diluidos en soluciéon de bloqueo. Finalmente se
lavaron las membranas tres veces durante 5 min con TBS-T y se revelaron mediante
quimioluminiscencia. Las placas se fotografiaron utilizando un sistema de imagen
computarizado (Foto/Analyst Investigator-PC System, Fotodyne Incorporate, Hartland,
WI) y la intensidad de las bandas se cuantificaron mediante andlisis densitométrico
utilizando el Gel Pro Analizer 4.5 Softwar (Fotodyne Inc).

4.5.- Estudios en Plaquetas

4.5.1.- Aislamiento de plaquetas

Durante un periodo de 10 dias previos a la extraccion de la muestra se
seleccionaron donantes de plaquetas, clinicamente sanos, quienes no habian recibido
medicacién que pudieran afectar la funcionalidad plaquetaria. Las muestras de sangre
fueron colectadas en tubos de plastico empleando como anticoagulante citrato de sodio
al 3.8% en una relacién (9/1; v/v).

Mediante centrifugacion a 120 x g durante 20 min a temperatura ambiente se
obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) el cual fue transferido a un tubo de Khan de
poliestireno.

4.5.1.1- Preparacion de plaquetas lavadas

El PRP fue centrifugado a 800 x g durante 10 min a temperatura ambiente, en
presencia de 0,1 uM de PGE1 y resuspendido en buffer Hepes, suplementado con 0,4
U/ml de apyrasa VIl y 1 mM de ASA. La concentracién de paquetas fue ajustada a 1 x
10'? plaquetas/L. Esta concentracién de plaguetas fue empleada para los ensayos de
inmunoblot y movilizacién de calcio.

4.5.1.2.- Preparacion de plaquetas filtradas por gel (PFG)

El PRP se filtré a través de una columna de Sefarosa 2B equilibrada con buffer
Hepes en ausencia de inhibidores como se describid (254). Al eluido se lo ajustd a una
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concentracion plaquetaria de 250 + 50 x 10%L para ser usado en los estudios de
agregacion y de 300 x 10%L para ser usado en los estudios de produccion de TXB..
Las plaquetas filtradas fueron mantenidas a 37°C en un tubo plastico siliconado tapado,
y se analizaron dentro de las 2 hs luego de ser extraidas.

4.5.2.- Estudio de la fosforilacion de p38 MAPK y
de p44/p42 MAPK en plaquetas humanas

Alicuotas de 100 ul de plaguetas lavadas se incubaron en microtubos en
condiciones estaticas durante 5 min a 37°C con: 50, 100 o 200 ug/ml de IgG-aFL; IgG-
SHN (como control) y 200 ug/ml de F(ab’)2 IgG-aFL 6 F(ab’)2 IgG-SHN. Luego, las
mismas se estimularon con 0.005 U/ml de trombina durante 2 min.

Como controles de fosforilacién se utilizaron alicuotas de plaquetas incubadas
con PBS por 5 min y estimuladas con 0.005 U/ml o 1U/ml de trombina durante 2 min.

En el tiempo establecido se detuvo la reaccion mediante el agregado de buffer
Laemmli suplementado con 5% de 2-mercaptoetanol. Los lisados fueron calentados a
95°C por 10 min y centrifugados a 11000 x g durante 10 minutos, luego el sobrenadante
de estos lisados fueron sembrados en geles de poliacrilamida al 12% y se resolvieron
por electroforesis. Los inmunoblots se realizaron con los siguientes anticuerpos: anti-
fosfo PBBMAPK, anti-MAPK total, anti fosfo-ERK1/ERK2 o anti ERK1/ERK2 total.

4.5.3.- Estudio de la fosforilacion de cPLA2

Se incubaron alicuotas de 100 ul de plaquetas lavadas, en una concentracion de
1x 10" plaquetas/L, con 50 ul (200 pg/ml de concentracion final) de F(ab’)2 IgG-SHN 6
F (ab’) 2 IgG-aFL (n=5) durante 5 min y a continuacién se las estimulé con 0,005 U/ml de
trombina durante 2 min. Como control de fosforilacion se incub6é una alicuota de
plaguetas lavadas con 50 pl de PBS durante 5 minutos y posteriormente se las estimulé
con 0,005 U/ml 6 con 1 U/ml de trombina durante 2 min. En el tiempo establecido se
detuvo la reaccibn mediante el agregado de igual volumen de buffer de
inmunoprecipitacién 2X. Los lisados fueron incubados durante 1 h a 4°C con 90 pl de
proteina G-Sefarosa (50 mg/ml de solucién stock). Luego de una breve centrifugacion,
se incubaron los sobrenadantes con 1 ug de anticuerpo anti-cPLA; durante 2 hs a 4°C y
los inmunocomplejos se precipitaron por la adicién de 90 pl of proteina G-Sefarosa
durante 45 minutos en continua rotacién. Los inmunocomplejos fueron centrifugados y
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lavados tres veces con 1 ml de buffer de inmunoprecipitacién 1X y finalmente se
resuspendieron en 25 pl de buffer Laemmli suplementado con 5% de 2-mercaptoetanol.

Las muestras se sometieron a electroforesis (SDS-PAGE) en geles de
poliacrilamida al 10%, durante 210 min a 150 voltios empleado como buffer de corrida
Tris-glicina-SDS pH 8,3. El inmunoblot se realizdé con un anticuerpo policlonal de conejo
anti- cPLA2 humano. La forma fosforilada de la cPLA: se detecté como una segunda
banda de movilidad mas lenta, como fué descripto anteriormente (255).

4.5.4.- Estudios de Agregacion plaquetaria

Se preincubaron en cubetas de agregacion, alicuotas de 420 ul de PFG
suplementadas con 1ul de CICaz (1ImM de concentracion final) durante 20 minutos a
37°C, con diferentes concentraciones de SB203580 (0,1 y 1 uM) o con 10 yuM de PD
98059 o con el mismo volumen del disolvente de estas drogas (DMSO 1%). Luego se
las incubd durante 5 min con 30 pl de anticuerpos IgG-aFL (concentracién final 200
pg/ml) o con 30 pl de anticuerpo IgG-SHN (concentracién final 200 pg/ml).
Posteriormete se midié la agregacion plaguetaria por el método turbidimétrico de Born
(256), en un agregometro de doble canal (Minigator I, Payton Scientific Inc, Buffalo, NY)
mediante la adicion de una dosis subagregatoria del agonista (0,005 U/ml de trombina).

La agregacion fue registrada durante 5 minutos en un registrador lineal, y se

evalu6é como la amplitud de las curvas de agregacién en mm.

4.5.5.- Estudio de producciéon de Tromboxano B2

Las PFG fueron ajustadas a una concentracion de 3 x 10" plaquetas/L en buffer
Hepes e incubadas con F(ab’). aFL 6 F(ab’)z SHN en una concentracién final de 200
pg/ml o con PBS, durante 5 minutos, en la presencia o ausencia de 1 yM de SB203580
y luego estimuladas durante 3 minutos con 0,005 U/ml de trombina. En el tiempo
establecido se detuvo la produccion de TXB: mediante la adicion de igual volumen de
buffer Hepes conteniendo 0,1mM de Indometacina e inmediata centrifugacion de las
muestras a 10000 rpm durante 30 segundos a 4°C y la posterior separacion de los
sobrenadantes, los cuales se guardaron a -20°C hasta el momento de ser analizados.
La concentracion de TXB: fue determinada en los sobrenadantes utilizando un test de
ELISA (Amersham-Pharmacia, Biotech) segun el procedimiento indicado en el inserto
del equipo diagnéstico. El ensayo se basa en la competicién entre el TXB. de la
muestra o de los calibradores con un TXB2 marcado con acetilcolinesterasa (TXB:
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marcado) por un limitado nimero de sitios de unién a un anti suero de conejo anti TXBo.
Debido a que la concentracién del TXB. marcado es constante mientras que la
concentracion de TXB: es variable, la cantidad de TXB. marcado que se une al
antisuero de conejo es inversamente proporcional a la concentracion de TXB:z libre en el
pocillo. Estos complejos antisuero de conejo unido a TXB; libre o TXB. marcado se
uniran a un anticuerpo monoclonal de ratén anti IgG de conejo que fue previamente
pegado a los pocillos de la placa de ELISA. Posteriormente la placa se lavd para
eliminar el reactivo no unido y luego se agregd un sustrato para acetilcolinesterasa a
cada pocillo de la placa. El producto de esta reaccién tiene un color amarillo que
absorbe a 412 nm. La intensidad de este color se determin6 espectrofotometricamente y
es proporcional a la cantidad de TBX: marcado unido al pocillo, lo cual es inversamente
proporcional a la cantidad de TXB; libre presente en el pocillo durante la incubacion.

4.5.6.- Estudios de la Movilizacion de Calcio intracelular

Las plaquetas lavadas en una concentraciéon de 1 x 10" plaquetas/L se
incubaron en microtubos cubiertos, protegidos de la luz, durante 20 minutos a 37°C,
con una mezcla de indicadores de Calcio sensibles a la luz visible: Red-Fura
acetoxymethyl ester (RF-AM) 5 uM y Calcium Green acetoxymethyl ester (CG-AM) 5
MM. Se centrifugaron a 800 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente; se
descart6 el sobrenadante y el pellet plaquetario se resuspendié en buffer Hepes
suplementado con 0,4 U/ml de apyrasa VIl y 1imM de ASA. Las plaquetas se ajustaron
a una concentracion de 1 x 10" plaquetas/L.

Alicuotas de plaquetas de 100 pl fueron incubadas en placas de 96 pocillos
previamente siliconados (Titertek), con 200 uyg/ml F (ab’). IgG-aFL o 200 ug/ml de
F(ab’)2 IgG-SHN o PBS durante 5 minutos, y posteriormente se las estimulé con 0,01
U/ml de trombina. Cada experimento, incluy6 una curva de calibracién utilizando 0,01;
0,1; 0,5 y 1 U/ml de trombina. Los picos de emision de calcium-green y de fura-red
se determinaron a 530/30 y 640/40 nm de longitud de onda respectivamente, en el
lector de fluorescencia para microplaca Cytofluor Il (Millipore Corp., Bedford, MA,
USA). Las elevaciones de Calcio intracelular resultan en un incremento de la
intensidad de fluorescencia del Calcium-Green y una disminucién en la intensidad de
fluorescencia del fluoroforo Fura-Red a 485/20 nm de longitud de onda de excitacion.
Los cambios en la concentracion de Calcio se evaluaron en base a la relacion entre la
intensidad de sefial del Calcium green respecto a la intensidad de senal del Fura-Red,

segun se ha descripto (257).
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4.6.- Estudio en células Endoteliales

4.6.1.- Cultivo de Células de Cordon Umbilical Humano

Se realiz6 el cultivo de células de cordén umbilical humano segun el protocolo
descripto (258). Se cultivaron HUVECs (Emory University Skin Diseases Research
Center, Atlanta, GA) en placas de 6 6 96 pocillos, placas de cultivo de 60 mm 6
frascos T75; cubiertos con colageno y con el medio de cultivo MCDB 110 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). Se suplement6é con 1mg/dl de heparina, 2mM de glutamina,
100 U/ml de penicilina, 10 mg/dl de estreptomicina, 10% de SFB inactivado y 7,5
pg/ml de factor de crecimiento de células endoteliales, H-Neurext (ECGS; Upstate
Biotechnology). Se cultivaron hasta llegar a confluencia en estufa de cultivo gaseada a
37 °C con 5% de CO:

4.6.2.- Estudio de la expresion del FT inmunolégico
en cultivos de HUVECs

Se cultivaron células HUVECs en placa de cultivo de 96 pocillos, como se
describid anteriormente. Cuando el cultivo llegé a confluencia, el medio fue
reemplazado por otro medio de cultivo MCDB 110 conteniendo solamente 1% de SFB
y incubando toda la noche previa al experimento.

Los pocillos fueron incubados durante 4 horas a temperatura ambiente con
200 pg/ml de 1gG aFL (n = 8), 200 pg/ml de IgG NHS (n = 4), disueltos en medio de
cultivo o se incubaron con medio de cultivo solo como control. Como controles
positivos se incubaron las células con 100 nM de PMA o 500 ng/ml de LPS disueltos
en medio de cultivo. En algunos experimentos las células fueron pretratadas con 1, 5
o 10 yM de SB203580 o con 50 uyM de MG132, durante 60 minutos antes del
agregado de IgG aFL o IgG SHN. Los experimentos se realizaron por duplicado en
tres ensayos diferentes.

4.6.3.- ELISA para la deteccion del FT

Se midié la expresion del FT en la superficie de las células endoteliales
mediante un ensayo de ELISA segun lo descripto por (259), con las siguientes

modificaciones:
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Se incubaron las células durante 1 hora a temperatura ambiente con una
dilucién 1:500 de un anticuerpo monoclonal anti FT humano en HBSS suplementado
con 10% de SFB. Luego se descart6 la solucién de anticuerpo y se fijaron las células
con formaldehido al 2% en PBS durante 15 minutos. Las células se lavaron de 3 a 4
veces con HBSS y posteriormente se incubaron con una dilucion 1:500 de un
anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa en HBSS,
suplementado con 10% de SFB. Las células fueron luego lavadas 3 a 4 veces con
HBSS y posteriormente incubadas con una solucion de TMB. La reaccion se detuvo
por el agregado de una solucion de &cido sulfurico 8N y las densidades Opticas se
midieron en un lector de microplaca a 450 nm de longitud de onda. En todos los
experimentos se realizé un control, en donde las células fueron tratadas como se

describié en el parrafo anterior, pero sin agregar el primer anticuerpo anti FT.

4.6.4.- Estudio de la expresion del FT funcional
en células HUVECs

Se determind la funcién del FT en el lisado de células HUVECs empleando un
ensayo cromogénico comercial (Actichrome TF; American Diagnostica, Stamford, CT),
que mide factor Xa luego de la activacién por el complejo factor VII-FT. La cantidad de
factor Xa se mide por su habilidad de clivar Spectrozime Xa, un sustrato cromogénico
especifico para el factor Xa.

Se cultivaron células HUVECs hasta confluencia en placas de cultivo de 6
pocillos. La noche previa al experimento se reemplazé el medio de cultivo por el
medio MCDB 110 conteniendo solamente 1% de SFB. Se incubaron los pocillos
durante 4 horas a temperatura ambiente con 200 pg/ml de 1gG aFL (n = 8), 200 pg/ml
de IgG NHS (n = 4), o medio de cultivo. Como controles positivos se utilizaron 100 nM
de PMA o 500 ng/ml de LPS. En algunos experimentos las células fueron pretratadas
durante 60 minutos con 1, 50 10 uM de SB203580 antes del agregado de IgG aFL o
IgG SHN. Luego de este periodo se lavaron las células con PBS a 4°C y se
resuspendieron en 1 ml de PBS. Se centrifugaron a 5000 rpm; se descarté el
sobrenadante y el pellet celular fue lisado con 100 pl de PBS-0.1% Triton X y los
lisados celulares se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Al momento de medir el FT funcional, las preparaciones se desfreezaron
rapidamente en un bafo de agua a 37°C y luego estas preparaciones se sonicaron. El
FT se determiné segun el protocolo descripto en el inserto que acompafa al kit
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comercial. Se calculd la concentracion del FT en pM, mediante la extrapolacién de la
absorbancia a una curva de absorbancia versus concentracion, construida con un
calibrador de FT activo humano. Los resultados obtenidos se expresan como la media
+ DE concentracion pM de FT. Los experimentos se realizaron 3 veces, por duplicado.

4.6.5.- ELISA para la determinacion de IL-6 y IL-8

Se cultivaron células HUVECs en placas de cultivo de 96 pocillos hasta llegar a
confluencia. Se incubaron las células durante 3 a 4 horas con 200ug/ml de IgG aFL,
200ug/ml de IgG SHN o medio de cultivo. Como control positivo se incubaron las
células con 3 pg/ml de LPS. Se determiné el nivel de citoquinas en el sobrenadante
del cultivo celular utilizando los siguientes Kits de ELISA comercial: IL6 direct ELISA
Kit Human e IL8 direct ELISA Kit Human (BioSource International, Camarillo, CA).

Los kits constan de una placa de ELISA cubierta con un anticuerpo monoclonal
de captura (Mabs1) anti IL-6 o anti IL-8. Luego de la incubacion, se removié el exceso
de antigeno, en lo pocillos de la placa de ELISA que contienen las muestras diluidas
en buffer de muestra o los calibradores, mediante lavados con buffer de lavado. Las
placas se incubaron luego con un segundo anticuerpo monoclonal marcado con
peroxidasa (Mabs 2-HRP) durante un tiempo establecido para que se forme un
sandwich: Mba1-IL6-Mabs2-HRP 6 Mba1-IL8-Mabs2-HRP.

Posteriormente las microplacas son lavadas para eliminar el anticuerpo
marcado no unido, y el anticuerpo marcado que permanece unido se mide con una
reaccién cromogénica con TMB que se detiene con H2SO.. Las concentraciones de
IL-6 y IL-8 en las muestras son determinadas por la interpolacion con una curva
estandar realizada con los calibradores provistos por el kit comercial.

Los experimentos se realizadon tres veces por duplicado. Los resultados se
expresaron como la media + DE pg/ml de IL-6 6 IL-8.

4.6.6.- Estudios de Western Blot para la
deteccion de iNOS y p38MAPK

Se cultivaron células HUVECs en placas de cultivo de 60 mm de diametro,
utilizando como medio de cultivo el MCDB 110 completo y suplementado con 10% de
SFB. Cuando las células crecieron hasta su confluencia, el medio de cultivo se
reemplazé por un medio igual pero con 1% de SFB, y se incubé durante toda la noche
previa al experimento. Las células se incubaron durante 30, 60 y 120 minutos con 200
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pl de 1gG aFL (n=6) o con IgG SHN, en una concentracion final de IgG de 100pg/ml.
Como control positivo las células se incubaron con 2ug/ml de LPS. Al finalizar las
incubaciones se lavaron las placas dos veces con PBS frio (en bafio de hielo), y se
resuspendieron con 1 ml del mismo buffer de lavado en un tubo de microcentrifuga,
luego se centrifugaron a 5000xg durante 5 minutos.

Los pellets celulares fueron resuspendidos en 50 ul de un buffer de lisis celular
(M-PER mammalian protein extraction reagent, Pierce, Rockford, IL). Se cuantificé la
concentracion de proteinas en el lisado celular utilizando el método de Bradford (252).
Las muestras se resolvieron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida al
12%, y los inmunoblots se realizaron con los siguientes anticuerpos: anticuerpo
monoclonal de ratén anti fosfo-p38 MAPK humano, anticuerpo policlonal de conejo
anti-NOS2 humana o anticuerpo anti-actina humana.

La banda fosforilada de p38MAPK en cada muestra se normatizé contra su
correspondiente valor de banda de actina, y los resultados se expresaron como el
incremento relativo sobre el nivel de background (muestra tratadas con IgG SHN).

4.6.7.- Andlisis de RNA mensajero para el FT

Se cultivaron células HUVECs en placas de cultivo de 60 mm de diametro,
utilizando como medio de cultivo el MCDB 110 completo y suplementado con 10% de
SFB. Cuando las células crecieron hasta confluencia, el medio de cultivo se
reemplazé por un medio igual pero con 1% de SFB, y se incubé durante toda la noche
previa al experimento. Las células se trataron durante 2 horas con 250 pg/ml de IgG-
aFL o IgG SHN; en cambio en otros experimentos las células se trataron con 1 uM o
10 uM de SB203580 antes de la estimulacién con los anticuerpos. Como controles de
estimulacion positivos se utilizaron PMA (100 pM) y LPS (3 pg/ml). Las células fueron
lavadas dos veces con 3ml de PBS frio (en bafno de hielo) y tratadas con 1ml de
reactivo TRI (Sigma-Aldrich). El RNA fue tratado con DNasa libre de Rnasa durante 1
hora a temperatura ambiente para remover cualquier potencial de contaminacién con
DNA gendmico. Las DNasas fueron inactivadas durante 30 minutos a 75°C.

El DNA complementario (cDNA) fue generado empleando el sistema de
preamplificacion de cDNA Superscript Il first-strand (Gibco BRL, Rockville, MD) que
utiliza primers. La cantidad de RNA mensajero fue medida mediante PCR cuantitativa
en tiempo real, utilizando el GeneAmp 5700 de Perkin Elmer (Emeryville, CA). La
PCR se realizé utilizando SYBR Green Master Mix (Perkin Elmer, Wellesley, MA) con
primers optimizados (FT mRNA, 5-CAC-CGA-CGA-GAT-TGT-GAA-GGA-T-3 y 5-
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CCC-TGC-CGG-GTA-GGA-GAA-3’; para actina mRNA, 5-CGT-CCA-CCG-CAA-ATG-
CTT-3 y 5-TCTGCG-CAA-GTT-AGG-TTT-TGT-C-3’). Los primers fueron sintetizados
por el Microchemical facitity of the Winship Cancer Center (Emory University School of
Medicine, Atlanta, GA). En los experimentos preliminares las pendientes de las
curvas de los primer de FT y de actina dieron una diferencia menor a 0.1 entre si
(1.4006 y 1.4875, respectivamente). El nivel relativo de RNAm de FT se calculé por el
método AACt, normatizado con actina (260). Los datos se expresaron como las veces

en que se incremento sobre el control no estimulado.

4.6.8.- ELISA para la determinacion de ICAM-1

Se cultivaron células HUVECs en placas de 96 pocillos. Cuando las células
llegaron a confluencia, se las incubd durante 2 hs con 100y de SB203580 (20 uM) o
con medio de cultivo solo. Luego de la incubacién las células fueron tratadas con IgG-
aFL o IgG-SHN en una concentracién final de 200 ug/ml, diluido en medio de cultivo,
durante 4 hs.

Finalizada las incubaciones se lavaron las células dos veces con HBSS-
FBS10%, y se fijaron durante 15 minutos con 2% de paraformaldehido. Se lavaron
posteriormente dos veces con HBSS y se incubaron con un anticuerpo monoclonal
anti cd54 humano diluido en HBSS-FBS 10%. La placa luego fue lavada 3 veces con
HBSS-FB10% e incubada con un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén marcado con
peroxidasa durante 1 hora. Finalmente las placas se lavaron tres veces con HBSS-
FBS10% y se revelaron con TMB.

Como control se realizé el mismo experimento pero sin la adicion del

anticuerpo primario.

4.6.9.- Adhesion de monocitos a células endoteliales

El estudio de la adhesion de monocitos THP-1 humanos a células endoteliales
HUVECs, fue realizado segun el método descrito previamente (261). Se cultivaron
células HUVECGCs en placas de 96 pocillos. Cuando las células llegaron a confluencia
se incubaron durante 4 horas con 200 ug/ml de IgG-aFL 6 IgG-SHN, todos diluidos en
medio de cultivo de HUVEC en presencia o ausencia de 20 uM de SB203580. Como
control positivo se incubaron las células con 3ug/ml de LPS. Al finalizar estas
incubaciones, las células se lavaron tres veces con PBS y posteriormente se
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incubaron en estufa de cultivo durante 30 minutos con monocitos THP-1 marcados
con el fluorocromo BCECF (10° células/pocillo).

Luego de la incubacion se lavaron las HUVECs cinco veces, y se ley6 la
fluorescencia remanente en el lector de fluorescencia para microplaca Cytofluor II
(Millipore Corp., Bedford, MA, USA). El porcentaje de monocitos THP-1 adheridos fue

calculado como:

Fluoresc. de HUVECs con THP-1 — Fluoresc de HUVECSs sin THP-1

% monocitos adheridos:
Fluoresc. de HUVECs con THP-1 total — Fluoresc. de HUVECSs sin THP-1
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4.7 .- Estudios “in vivo”

4.7.1.- Analisis de la dinamica de formacion del trombo

Para este estudio se emplearon ratones CD1, en una cantidad de 9 a 10
animales por grupo. Los ratones fueron inyectaros dos veces con un lapso de 48
horas entre cada inyeccion con 500 ug de IgG aFL o con IgG SHN, utilizando la via
intraperitoneal. En los 30 minutos previos a la inyeccién, los dos grupos de animales,
se trataron con el inhibidor SB203580 (25mg/kg de peso del animal) o con la misma
concentracion del analogo inactivo de este inhibidor y con el SB202474, estas drogas
fueron disueltas en una mezcla (1:1) de dimetil sulféxido y buffer fosfato salino.

A las 72 horas de la primera inyeccion, los ratones fueron anestesiados con 50
mg/kg intraperitoneal de pentobarbital sédico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) vy
sometidos a cirugia para el andlisis de la dinamica de formacién del trombo, segin se
describi6 (262).

Se expone la vena femoral izquierda del raton aislandola del tejido muscular
circundante, y mediante un dispositivo denominado transiluminador, se observa el
flujo sanguineo en el interior del vaso sanguineo, el cual es captado por una camara
de video incorporada a un microscopio para microcirugia (Stemi SV6, Inc, Thornwood,
NY). Luego de unos minutos, se procede a la estimulacion de la formacién del trombo
utilizando una pinza especialmente disefada que permite realizar un pinzamiento o
aplastamiento del vaso sanguineo con una presion fija estandarizada y en un tiempo
determinado, el cual también ha sido estandarizado.

Luego de la estimulacion con el pinzamiento, se observa la formacion del
trombo, y se recogen estas imagenes durante varias horas, hasta que el trombo
desaparezca totalmente. Posteriormente se procede al analisis de la formacion del
trombo, como se describié (262).
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Figura 17. a) Exposicion quirlrgica de la vena femoral del ratén, b) aparato de
transiluminacién, c) y d) Secuencia fotografica donde se observa el interior de la vena femoral
de ratén antes del pinzamiento (sin trombo) y luego del pinzamiento con la formacién del
trombo.

4.7.2.- Adhesion de leucocitos al endotelio

Este estudio se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por (263). Ratones
machos CD1, fueron anestesiados con 50 mg/kg intraperitoneal de pentobarbital
sodico. La anestesia fue mantenida con un tercio de la dosis inicial de acuerdo a lo
que se necesitdé. La temperatura del cuerpo fue mantenida a 36-37 °C con una
lampara y monitoreada con un sensor de temperatura intragastrico y un termémetro
digital (Modelo 8500-40, Cole-Parmer, Chicago, IL).

Utilizando un microscopio de microcirugia (Stemi SV6, Inc, Thornwood, NY), se
realizaron dos incisiones paralelas, desde la punta del escroto hasta la parte central
del ligamento inguinal. Los dos musculos cremaster fueron expuestos y aislados del
escroto. Una vez expuesto el saco del cremaster, se realiz6 una incision en el lado
ventral del mismo, utilizando un cauterizador térmico. Los testiculos se ligaron y

removieron. Se coloc6 el ratén sobre un dispositivo plastico, de 75 x 25 mm, que
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permite posicionarlo en la platina del microscopio y transiluminar los musculos. Los
musculos cremaster expuestos se estiraron cuidadosamente y se mantuvieron de esta
manera mediante varias suturas 5-O realizadas desde los margenes externos.

Las bases de los musculos cremaster fueron estiradas y los margenes medios
de los mismos se unieron mediante suturas. De esta manera los dos musculos
estuvieron sujetos a las mismas fuerzas de estiramiento. Con excepcion de la vena y
arteria central de cada musculo cremaster, los demas vasos sanguineos a nivel de la
base del musculos (A1/V1) se ligaron por medio de suturas 11-O. Se empaparon con
solucién salina y luego se cubrieron con una membrana transparente de polietileno,
para minimizar la evaporacion y deshidratacién de los tejidos expuestos. La
plataforma de plastico con el raton fue transferido a un microscopio intravital para la
observacion intravascular.

Luego de un periodo de estabilizacion de 30 minutos se midieron en ambos
cremaster, los siguientes parametros:

= Numero de leucocitos rodantes: Se defini6 como aquellas células que se
mueven a través de los microvasos a una velocidad inferior a la de los
hematies que atraviesan una seccién previamente determinada del vaso en un
lapso de 30 segundos. Esto fue realizado en tres diferentes arteriolas As
(Arteriola precapilares o de tercer orden, 20 um de diametro).
= Numero de leucocitos pegados: Se defini6 como aquellos leucocitos que se
mantienen pegados al endotelio por un lapso de al menos 30 segundos a lo
largo de un segmento de vaso sanguineo de 400 um. Esto fue realizado en
paredes de vaso de tres diferentes sitios: una arteriola Az y una venula Vs
(Venula postcapilar de tercer orden de 20 um de diametro).
= Numero de capilares perfundidos: en dos campos de 330 um x 200 um, sin

la presencia de un vaso sanguineo mayor.
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Figura 18. A) Musculos cremaster expuestos, donde se observan las venas y arterias central
en cada musculo y pequenos vasos sanguineos. B) Leucocitos adheridos a la pared de una
vénula postcapilar.

4.7.3.- Estudio de la agregacion plaquetaria en raton

Luego de los procedimientos quirdrgicos, se recolecté sangre de la vena cava
inferior con una aguja 25G x 16 mm en una jeringa de 1 ml conteniendo 0,1 ml de
citrato de sodio 3,8%, en una relacién sangre anticoagulante (9:1). Se obtuvo el PRP y
se ajustd la concentracion de plaquetas a 2 x 10'! plaquetas/L con PPP, proveniente
de un pool de plasmas de ratones, guardado a -20°C hasta el momento del
experimento, de acuerdo a lo descripto por (264). Se colocé alicuotas de 200 ul de
PRP en cubetas de agregémetro, de vidrio siliconado y fondo plano, a 37° C, con
agitacion. Se midio6 la agregacién plaquetaria utilizando un agregémetro Minigator Il
(Payton Scientific, Buffalo, NY, USA), luego de la adicién de 0.005 U/ml de trombina

bovina como agonista.

4.7.4.- Determinacion de la actividad del FT en
células peritoneales de raton

Luego de la extraccion de la sangre, los animales fueron sacrificados con una
dosis letal de pentobarbital sédico. Los macrofagos peritoneales fueron obtenidos
mediante lavado durante 5 minutos de la cavidad peritoneal con 5 ml de PBS.

Luego de obtener una cantidad de células peritoneales de 2 x 107 /L, se lavaron
las células dos veces con PBS. Se resuspendieron en 1 ml de Buffer Tris salino 0,1% de
Triton X-100, pH: 7,4 y se centrifugaron a 14000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Este
procedimiento se repitié dos veces, y finalmente se resuspendio el pellet celular en 50 pl
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de TBS, 0,1% de Triton X-100, pH: 7,4 y fue sonicado durante 15 segundos. La
actividad de FT se determiné utilizando un ensayo cromogénico comercial (Actichrome
TF, American Diagnostica, Inc) como se describié (265).

4.7.5.- Determinacion de la actividad del FT
en homogenados de arteria carétida de raton

Inmediatamente después de la obtencién de células peritoneales, se realizaron
dos incisiones a cada lado del cuello. Se expusieron ambas arterias carétidas y se
cortaron piezas intactas de arteria de 5mm de largo en cada lado. Se recolectaron en
Buffer Tris salino-0,1 % Triton X-100 a 4°C, conteniendo heparina como
anticoagulante. Luego fueron homogeneizados inmediatamente, con un
homogenizador manual.

Los homogeneizados de arterias de carétidas de 4 animales se juntaron en un
pool, y se lavaron una vez con TBS-0,1 % Triton X-100 conteniendo heparina como
anticoagulante y dos veces con TBS-0,1 % Triton X-100 sin heparina. Finalmente el
pellet celular se resuspendié en 50 ul del mismo buffer y se sonicé. La actividad de FT
se determind utilizando un ensayo cromogénico comercial (Actichrome TF American
Diagnostica) (265).

4.7.6.- Determinacion de la expresion de VCAM-1 endotelial
en cortes de aorta de raton

Ratones CD1 en grupo de a dos fueron inyectados dos veces por via
intraperiotoneal, con IgG-aFL. Se trataron con el inhibidor SB203580 o su andlogo.
Como grupo control de la expresion de VCAM-1, algunos ratones, se inyectaron con
LPS (1ug/gr de peso corporal). El método para la determinacién de VCAM-1 en cortes
de aorta, se llevé a cabo segun el procedimiento descripto (266). Los animales fueron
sacrificados y las aortas fueron perfundidas mediante presioén y fijadas. Luego las aortas
toracico descendentes se incubaron con un anticuerpo monoclonal contra VCAM-1 de
ratén, seguido por lavados y la incubaciéon con F(ab)'2 anti IgG de rata marcado con
quantum dot. Las imagenes se recolectaron con un microscopio Zeiss LSM 510 Meta
two-photon microscope (Zeiss, Boston, MA, USA) equipado con un laser infrarrojo
Titanio-safiro (Mira 900 Ti:S Coherent) a una longitud de onda de 750 nm. La
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cuantificacién de la fluorescencia de las imagenes confocales se realizé utilizando la

funcion de frecuencia de histogramas del LSM-510 examiner software (Zeiss).
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4.8.- Métodos Estadisticos

Para todos los célculos estadisticos se utilizé el programa winIDAMS.
Los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar (DE) (258,
259). Se utiliz6 el test “t” de Student para:
» Comparar las medias de las plaquetas tratadas en relacién a los controles y
> En los estudios en células endoteliales para muestras no apareadas.
En los experimentos con animales, los resultados fueron expresados como la media *
el error estandar de la media (SEM) o como la media = DE (262, 263). Se utilizé el test
“t” de Student para:
» Comparar los niveles de anticuerpos en los diferentes grupos de ratones y
» Comparar en muestras no apareadas para los valores de la media del tamano
del trombo y el nimero de leucocitos adherentes entre los grupos tratados y el
grupo control.
La expresién de VCAM-1 fue analizada utilizando ANOVA (261).
En todos los casos se consider6 la significacion estadistica cuando la probabilidad (p)

era menor de 0.05.
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Resultados y Discusion
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1.- Seleccion de Pacientes e Individuos sanos

1.1.- Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes con SAF

Se seleccionaron ocho sueros de pacientes con diagnéstico de SAF segun el

criterio de Sapporo citado por Miyakis y col (68), a partir de los cuales se purificaron

las 1gG aFLs que se utilizaron para los estudios in vifro y en animales de

experimentacion.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes con SAF seleccionados.

Paciente | Edad | Sexo N° y sitio N° de aCL | AL | Anti-
del dela pérdidas | (UuGPL) B2GPI | SAF
primer Trombosis | fetales (USG)
evento
1 45 F 1TVP 4 135 + 89 Si
2 47 F 4 TVP, 1 6 147 + 76 Si
ACVI
3 35 M 0 Ninguna 198 + 123 Si
4 43 M TA Ninguna | 723.6 + 450 Si
(femoral y
poplitea)
5 51 M 4 TVP Ninguna 345 + 235 Si
6 58 M 3TVP Ninguna 134 + 235 Si
7 35 F 1TVP Ninguna | 109.4 + | 156.7 Si
8 32 F 3TVP 5 97.5 ND | 189.7 Si

M: masculino, F: femenino; TVP= Trombosis venosa profunda, ACV= accidente

cerebrovascular (arterial), TA: trombosis arterial, ND: no determinado.




76

1.2.- Caracterizacion de las IgG-aFL y los fragmentos F(ab’)2

Cuando las preparaciones de IgGs purificadas fueron testeadas a una
concentracion proteica de 100 ug/ml todas las IgGs-aFL fueron positivas para el test
de anticardiolipinas (>100 unidades GPL) y todas las IgGs-SHN fueron negativas (<10
unidades GPL).

Los valores medios + DE de unidades de absorbancias (abs) para anticuerpos
anti-B2GPI fue 0.870 + 0.218 y 0.140 £ 0.019 unidades netas para IgGs-aFL y para
IgGs-SHN, respectivamente.

Excepto el anticuerpo IgG-aFL5, las restantes siete muestras de IgG-aFLs
dieron un resultado de anticoagulante lupico positivo (relacion TTPA de la muestra
/TTPA de plasma normal: 1.21-1.50).

Todas las muestras F(ab’).aFL fueron positivas para el test de anticardiolipina
(25-186 GPL unidades/100 pg proteina).

El promedio + DE de unidades netas de abs para la actividad anti-B.GPI fue
0.505 £ 0.111 y 0.068 + 0.024, para F(ab’).aFL y F(ab’)2lgG-SHN, respectivamente
(los valores medios muestran una diferencia estadisticamente significativa,
p= 0.0023).

1.3.- Determinacion del nivel de contaminacion de las IgGs purificadas

Como se explicé en el capitulo de materiales y métodos, utilizando el ensayo
de lisado de Amebocito Limulus, todas las preparaciones de IgGs utilizadas dieron un
nivel de endotoxinas <0.03 unidades de endotoxina/ml,

En los experimentos realizados sobre CE donde se midié la expresion del FT,
se efectu6é en forma paralela un control interno para cada preparacion de 1gG aFL
purificada que consisti6 en la incubacion con la misma preparacion pero
desnaturalizada (preparaciones calentadas a 100°C durante 10 minutos). Con este
procedimiento se produce la desnaturalizacién de la IgG pero no afecta a las
endotoxinas que pudiesen haber en las preparaciones, por lo tanto se inhiben el
efecto de los IgGs aFL sobre la expresion del FT pero né el efecto producido por las
endotoxinas.

Este procedimiento se realizé con el fin de determinar que el incremento en la
expresion del FT en los experimentos realizados en CE fuera inducido solo por las
IgGs aFL y no por la accion de endotoxinas contaminantes.
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2.- Estudios en Plaquetas

2.1.- Efectos de los aFLs sobre la fosforilacion
de p38MAPK en plaquetas

El tratamiento de plaguetas lavadas, con diferentes concentraciones de
trombina (0.005-5 U/ml) produjo la fosforilacion de p38MAPK en una manera dosis
dependiente mas precoz y con mayor intensidad que la ERK1/ERK2 (Figuras 19a y
19b).
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b - wms® —ERK1/ERK2
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Figura 19. Efecto de diferentes concentraciones de trombina sobre la fosforilacion de a)
p38MAPK y b) ERK1/ERK2.

El tratamiento de las plaquetas con IgGSHN y dosis subagregantes de
trombina produjo una fosforilacion que no difiere de las plaquetas incubadas con BFS
y estimuladas con 0.005 U/ml de trombina; mientras que las muestras de plaquetas
incubadas con IgGaFL (n=7) a una concentracion proteica de 200 pg/ml y estimuladas
con 0.005 U/ml de trombina produjo un significativo incremento en la fosforilacion de
p38MAPK (4.4, 7.8, 7.4, 58, 7.5, 6.3 y 5.0 veces de aumento) cuando son
comparadas con plaquetas incubadas con 200 ug/ml de IgG-SHN y estimuladas con
la misma dosis de trombina (Figura 20a). Se observd un incremento de 7.6 veces en
la fosforilacion de p38MAPK cuando las plaquetas fueron tratadas con 0.2 U/ml de
trombina (control positivo).

El efecto fue dependiente de la concentracion de anticuerpo aFL utilizado. Por
ejemplo: para la IgGaFL1 a una concentraciéon de 50, 100 y 200 pg/ml de proteina se
observa un incremento en la fosforilacién de p38MAPK de 1.9, 3.0 y 4.4 veces
respecto del control IgGSHN (Figura 20c). En cambio en ausencia de trombina el
tratamiento de plaquetas con aFL solo (n=7) no produjo ningln efecto sobre la
fosforilacion de p38MAPK (Figura 20b).
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Figura 20. Efectos de IgG-aFL sobre la fosforilacion de p38MAPK.

Al incubar los fragmentos F(ab’). aFL con las plaquetas lavadas y estimuladas
con dosis subagregatorias de trombina se determind que el incremento en la
fosforilacion de p38 mediado por las IgGs-aFL fueron dados por la interaccion de los
anticuerpos a través de la porcién Fab de estas inmunoglobulinas. Como se muestra
en las figura 21a y 21b, cuatro de las cinco preparaciones de F(ab’). aFL produjeron
un incremento significativo de la fosforilacion, comparadas con plaquetas incubadas
con F(ab’)2SHN y estimuladas con 0.005 U/ml de trombina (12.6, 4.6, 3.7 y 12.6 veces
de incremento respectivamente). Cuando las plaquetas fueron incubadas con
F(ab’)2SHN o BFS y estimuladas con 0.005 U/ml de trombina no se observé ningin
aumento en la fosforilacion de p38MAPK



+Trombina 0.005 Uiml +Trombina 1Uiml

S

8§ z & 2 3 =

o m ] ] = |
A p3B- Fosforilada
43
B p3g
C
42 ERK1/ERKZ-Fosforilada

Figura 21. Efectos de los fragmentos F(ab’)2 aFL sobre la fosforilacion de p38MAPK y
ERK1/ERK2. 21A: p38 fosforilada, 21B: p38 total, 21C: fosforilacion de ERK1/ERK2

2.2.- Efectos de los aFLs sobre la fosforilacion de ERK1/ERK2

El tratamiento de plaquetas con diferentes concentraciones del agonista
(0.005-5 U/ml de trombina) induce la fosforilacion de ERK1/ERK2 de manera dosis
dependiente, de menor intensidad que la observada con p38MAPK y que comienza a
visualizarse a una mayor concentracion de trombina (0.2 U/ml) comparada con la
concentracion de trombina necesaria para fosforilar p38MAPK (Figura 19b). No se
observé fosforilacion de ERK1/ERK2 tanto en las plaguetas incubadas con F(ab’).aFL
o con F(ab’)2SHN a una concentracion de 200 pg/ml y estimuladas con 0.005 U/ml de
trombina durante 2 min. (Figura 21c).
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2.3.- Efectos de los inhibidores especificos de p38MAPK y ERK1/ERK2
sobre el incremento de la agregacion plaquetaria mediado por IgG-aFL

Se realizaron estudios de agregacion plaquetaria en presencia o ausencia de
inhibidores especificos de p38MAPK o de ERK1/ERK2, como son el SB203580 y
PD98059, respectivamente. Esto tuvo como objetivo confirmar si la fosforilacién de
p38MAPK o de ERK1/ERK2 estan involucradas en la activacién de las plaquetas
mediada por IgG aFL,

Como se muestra en la figura 22, las plaquetas tratadas con IgGaFL y dosis
subagregatorias de trombina (0.005 U/ml), producen una agregacién del 55% mientras
que no se observa agregacion de plaquetas incubadas con IgGSHN y estimuladas con
0.005 U/ml de trombina. El pretratamiento de plaquetas con 0.1pM o con 1uM de
SB203580 produjo una inhibiciéon de la agregacion mediada por IgGaFL del 89 y del
100 %, respectivamente. EIl pretratamiento de las plaquetas con una concentracion
alta de PD98059 (10uM) produjo una inhibicién parcial del 44%, de la agregacién
plaquetaria inducida por IgG aFL.

0,005 Wiml de Tromhbina

l SB 203580 10 MM + 200 Mgimi 1o -aFL
_—— 200 L/l 1gG NHs

SBE 20338001 LM+ 200 Ligiml oFL

PD 98055 10 pM + 200 pgéml 1gG-aFL

200 Ligiml 1gG-2FL

10%

1min

Figura 22. Efectos de inhibidores especificos de p38MAPK y de ERK1/ERK2 sobre el

incremento de la agregacion mediada por los aFLs.
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2.4.- Efectos de los aFLs sobre la fosforilacion de FLA2c

El tratamiento de plaquetas lavadas con 1 U/ml de trombina induce una fuerte
fosforilacion de FLA2¢ (FLA2c-F) luego de dos minutos de incubacién (Figura 23).
Cuatro de los cinco fragmentos F(ab’).aFL inducen una fosforilacién significativa de
FLAZ2c en plaquetas previamente tratadas con 0,005 U/ml de trombina.

En ninguna de las muestras incubadas con F(ab’)>SHN (control) o BFS y
tratadas con 0.005 U/ml de trombina se observa fosforilacion de FLAZ2c.

00 —
116 —
FLA2c-F
v FLA2c
IgGN aFL1 aFL2 aFL3 aFL4 aFL5 BFS BFS
0,005 u/mL 1U/mL de trombina

Figura 23. Efecto de los aFL sobre la fosforilacion de FLA2c. Las plaquetas purificadas
fueron incubadas con los siguientes fragmentos : IgGN: F(ab’)2SHN (control); aFL1:
F(ab’)2aFL1; aFL2: F(ab’)2aFL2; aFL3: F(ab’).aFL3; aFL4: F(ab’):aFL4; aFL5: F(ab’)2aFL5 y
luego estimuladas con trombina ( 0.005 u/ml concentracion final) o fueron incubadas con BFS
5 min y estimuladas con trombina (0.005 o 1 U/ml concentracion final). Los lisados fueron
inmunoprecipitados con un anticuerpo policlonal de conejo anti-FLA2 y sometidos a
electroforesis SDS-PAGE. La forma fosforilada de la FLA2 aparece como una banda de
mayor peso molecular FLA2c-F, mientras que la banda no forforilada de la FLA2 migra mas
rapido en el gel FLAZ2c.
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2.5.- Efectos de los anticuerpos aFL sobre la produccion de TXB:

La produccion de TXB2 aumentd significativamente en plaquetas tratadas con
(0.005 U/ml),
comparadas con plaquetas tratadas con F(ab’)2 IgG-SHN y trombina (0.005 U/ml),

F(ab’)2lgG-aFL y concentraciones subagregantes de trombina
p< 0.0027. Los valores medios de TXB: producidos por plaquetas tratadas con BFS y
trombina (0.005 U/ml) no tuvieron diferencia estadisticamente significativa respecto de
las plaguetas tratadas con F(ab’). IgG-SHN y trombina (0,005 U/mL) (Tabla 6). Los
efectos de F(ab’)2lgG-aFL sobre la produccién de TXB: fueron completamente
inhibidos por el pretratamiento de las plaquetas con 1uM de SB203580 (280.3 + 57.0
pg/ml), indicando que la activacién de p38MAPK esta involucrada en la produccién

plaguetaria de TXB: mediada por los anticuerpos aFL.

Tabla 6. Efectos de los fragmentos F(ab’)2 aFL sobre la produccién de TXB2 en plaquetas.

Tratamiento Produccion de TXB: (pg/ml)

Media £ DE
0.005 U/ml de trombina 230.0+12,5
F(ab’)2 IgG-SHN + 0.005 U/ml de 251.0+ 12,7
trombina
F(ab’)2aFL + 0.005 U/ml de trombina 535.0 + 50,9C

F(ab’)2aFL + 0.005 U/ml de trombina

280.3 £ 57.0 (NS) [T

+1 pM SB203580

Las plaquetas fueron tratadas con 0.005 U/mL de trombina y con F(ab’)2lgG-aFL (n=5) o F(ab’)2
IgG-SHN (n=5), y se midi6 el TXB2z por un método de ELISA como se describié en el capitulo de
Materiales y Métodos. En algunos experimentos las plaquetas fueron pretratadas con 1uM de
SB203580. Los valores representan la media £ DE pg/ml de TXBz, de 4 experimentos diferentes.
Op< 0,0027 respecto a las plaquetas tratadas con F(ab’)2 IgG-SHN y trombina (0.005 U/ml)
[ p no significativa (NS) respecto a plaquetas tratadas con F(ab’)2 IgG-SHN y trombina
(0.005 U/ml).
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2.6.- Efectos de los anticuerpos aFLs en la movilizacion de Calcio
intraplaquetario

El tratamiento de plaquetas con diferentes concentraciones de trombina (0.01,
0.1, 1 y 5 U/ml de trombina) produce un aumento significativo del Calcio intracelular en
forma dosis dependiente con un pico entre los 2-3 minutos luego de la estimulacion
(relacion G/R: 2.1, 2.8, 3.2 y 5.7; respectivamente). Cuando las plaquetas fueron
incubadas con F(ab’)2lgGaFL, F(ab’)2lgGSHN 6 BFS y estimuladas con 0.01 U/ml de
trombina no obtuvimos diferencias en el incremento de Calcio intracelular (La relacion
G/R medida a los 3 minutos fue de 2.22; 2.10 y 2.20 respectivamente) como se
observa en la Figura 24.

—x— Seriel
—a— Serie2
—e— Serie3
—a— Seried

Serieb

—e— Serieb

| Tiempo (min.)

Figura 24. Efecto de los aFLs sobre la movilizacién de Ca 2+ intracelular [Ca2+]i en plaquetas
lavadas e incubadas con (200 pg/ml) de: F(ab)’2 SHN o F(ab)’2 aFL ( n=5) durante 5 min. y
estimuladas con 0.01 U/ml de trombina. Los cambios en la concentracion de [Ca2+]i fueron
evaluados en base al radio de la intensidad de sefal G/R: =1 U/ml Trombina; L 4 =05

U/ml Trombina; A= 0.1 U/ml Trombina; >|<= 0.01 U/ml Trombina ; ‘ =F(ab)’2 IgGSHN; ‘
=F(ab)2 aFL .
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3.- Estudios en las células endoteliales

3.1.- Resultados de la expresion antigénica del FT en células
HUVECs incubadas con IgG aFL o IgG SHN

Al analizar los niveles del FT antigénico expresados sobre la superficie de las
células HUVECs utilizando la técnica de ELISA se observd un incremento
estadisticamente significativo en la expresion del FT en las células que fueron
incubadas con las ocho IgGs aFL, comparado con las células incubadas con IgG
SHN. También se observd un importante aumento de la expresién del FT en células
incubadas con los controles de estimulacién (PMA y LPS). Por otro lado la incubacion
de las HUVECs con las cuatro IgGs SHN no tuvo diferencia estadisticamente
significativa en los niveles del FT antigénico, comparadas con las células incubadas

con medio de cultivo solo (Figura 25).

1.5

0.5

Expresion FT Antigénico (Unidades de abs a 450 nm)

o - & 9o '3 -
; £ &
A AL

Figura 25. Efecto de los aFL sobre la expresion de FT antigénico en las células HUVECs. Las

10G aFL 2
G aFL 3
lgGaFL 4
I0GaFL5
I0G aFL 6
I0GaFL7
lgG aFL 8

células HUVECs fueron tratadas con 200 pug/ml de IgG aFL (muestras 1-8), 200 pyg/ml de 1gG
SHN (muestras 1-4), 100 nM PMA, 500 ng/ml de LPS o medio de cultivo solo. Los valores
representan la media £ DE de unidades de abs, de 3 experimentos diferentes.

* Diferencia estadisticamente significativa (P = 0.004) de las ocho IgG aFL respecto del valor
obtenido con la IgG SHN1. ** Diferencia estadisticamente significativa (P< 0.001) de las células

tratadas con PMA o LPS respecto de células tratadas con medio de cultivo.
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3.2.- Efecto de diferentes inhibidores sobre la expresion del FT inducida
por los aFLs sobre las células HUVECs

Como puede observarse en la tabla 7, la incubacién de células HUVECs con el
inhibidor especifico de NF-kB (MG132) produjo la inhibicién del 10.2 al 98 % de la
expresion antigénica del FT sobre la superficie celular, cuando fueron incubadas con 3
diferentes IgG aFL respecto a células HUVECs incubadas con IgG aFL.

La incubacion de células HUVECs con el inhibidor especifico de la p38MAPK
(SB203580) produjo la inhibicién del 48.9 al 96.8 % de la expresion de FT inducido por
tres diferentes IgG aFL.

Estos experimentos indican que tanto la translocacién de NF-kf como también
la fosforilacién de p38 son parte de la transduccion de sefales intracelulares en las
CE, que estan involucradas en la expresion del FT, mediada por los IgG aFLs.

Tabla 7. Efecto de diferentes inhibidores sobre la expresion de FT inducida por los aFLs

sobre las células HUVECs

% de inhibicion de la expresién del FT
sobre las células HUVECsO

Muestra MG132 SB203580
IgG aFL 1 10.2+3.4 48.915.9
IgG aFL 2 20.9+45 75.0+7.8
IgG aFL 3 98.0+2.0 96.8 +3.4

OEI FT se determin6 por el método de ELISA como se describié en el Capitulo de Materiales y
Métodos. Los valores representan la media £ DE de 3 experimentos diferentes utilizando 1gGs
aFL purificadas del suero de 3 pacientes diferentes.
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3.3.- Efecto de los aFLs sobre la expresion del FT
funcional en las células HUVECs

El tratamiento de las células HUVECs con PMA produjo un incremento
significativo de la expresién de FT funcional (9.3 veces) comparado con las células
incubadas con medio de cultivo (Figura 26A).

Al analizar los resultados obtenidos en las células HUVECs incubadas con las
IgGs purificadas, se observé un importante incremento en la expresion del FT
funcional con cinco de las seis preparaciones de IgG aFL comparadas con las células
tratadas con IgG SHN (1.4 -3.8 veces de incremento), mientras que las células
tratadas con IgG SHN no tuvieron un efecto significativo sobre la expresion del FT
funcional comparado con las células tratadas con medio de cultivo (Figura 26A).

El efecto de las IgG aFLs sobre la expresién del FT funcional dependié de la
concentracion de IgG aFL agregada a las células (Figura 26B).



87

12—
26A

10
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Figura 26 A. Efecto de los aFL sobre la expresién de FT funcional en las HUVECs.
Tratamiento de HUVECs con 200 pg/ml de IgG aFL (muestras 1-6), 200 pug/ml de IgG
SHN, 100 nM PMA o medio de cultivo solo.

O Diferencia estadisticamente significativa (P< 0.001) respecto de células tratadas con
IgG SHN.

(I Diferencia estadisticamente significativa (P< 0.001) respecto de células tratadas

con medio de cultivo.
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Generacion de Factor Xa {pM)

IgGSHN IgGSHN IgGaFL1 IgGaFL1 IgGaFL? IgGaFL2 IgGaFLE IgGaFLe
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Figura 26 B. Dos diferentes concentraciones (100 y 200 pg/ml) de IgG aFL (Muestras
1,2 y 6) y IgG SHN (muestras 4). Los valores son las medias y DE de 3
determinaciones diferentes.

O Diferencia estadisticamente significativa (P< 0.001) respecto de células tratadas con
200 pg/ml de 1IgG SHN.

(I Diferencia estadisticamente significativa (P< 0.001) respecto de células tratadas
con 100 pg/ml de IgG SHN.
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3.4.- Efecto del inhibidor SB203580 sobre el incremento del FT funcional
en HUVECs

Cuando las células HUVECs fueron incubadas con 1, 5 6 10 uM del inhibidor
SB203580 de la p38MAPK, se observo una inhibicion de la expresién del FT funcional
de manera dosis dependiente del inhibidor en aquellas células estimuladas con IgG
aFL-2 (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de diferentes concentraciones del inhibidor SB203580 sobre el incremento del

FT funcional en células HUVECs incubadas con IgG aFL

Concentracion de % de inhibicién del FT funcional
SB203580 sobre las células HUVECs
1 uM 22.3 (19.4-25.2)
5uM 43.1 (32.6-53.6)
10 uM 46.2 (30.6-61.8)

Los resultados estan expresados por la media (rango) de 2 experimentos diferentes utilizando
IgG aFL purificada de un paciente.

3.5.- Efecto de los aFLs sobre la expresion del
ARNm del FT en las HUVECs

Se determiné el RNAm del FT utilizando PCR cuantitativa en tiempo real.
Como se muestra en la figura 27, la incubacién de las células HUVECs con diferentes
IgG aFL (n=6) produjo un incremento de la expresién de RNAm del FT de: 2.1, 5.9,
1.4, 2.3, 14.8 y 15.4 veces de incremento respecto de la concentracién de RNAm FT
de células HUVECs tratadas con IgGSHN. Los controles positivos que se utilizaron, el
PMA 'y el LPS, produjeron un incremento en la concentracion de RNAm de FT de 9.3 y
11.1 veces, respecto de la concentracion de RNAm FT de las células HUVECs
tratadas con medio de cultivo (Fig. 27).

El incremento en la concentracion de RNAm del FT producido por los
anticuerpos aFL fue blogueado de manera dependiente de la dosis en las células que
estuvieron pretratadas con 1uM y 10 uM de SB203580. En la tabla 9 se observa que
en las células pretratadas con 1uM y 10 pM de SB203580 y luego incubadas con las
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IgG aFL 1 y 6, se produjo una inhibicion de 80.1 y 91.0 %, respectivamente, en la

trascripcion de RNAm del FT.

16

14

S L |

124

|

PMA LPS  |gGaFL1 IgGaFL2 IgGaFL3 lgGaFL4 IgGaFL5 lgGaFL6

FT RNAmM (veces de incremento)

Figura 27. Efecto de diferentes preparaciones de IgG aFL sobre la expresion de RNAm del
FT en células HUVECs. Los valores representan la media £ DE del incremento de RNAm del

FT sobre las células tratadas con IgG SHN.

Tabla 9. Efecto de las diferentes concentraciones del inhibidor SB203580 sobre el incremento

del RNAm FT en células HUVECs incubadas con IgG aFL.

Concentracion de % de inhibicion de RNAm FT
SB203580 sobre las células HUVECs
1 uM 801 +12.5
10 uM 91 +8.5

Los resultados estan expresados por la media (rango) £ DE de 3 experimentos diferentes

utilizando 1gG aFL purificada de un paciente.
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3.6.- Efecto de los aFLs sobre la fosforilacion de
p38MAPK y la expresion de NOSi en las HUVECs

Al analizar los resultados obtenidos en las células HUVECs incubadas con seis
diferentes preparaciones de IgG aFL (n=6), se observé un marcado incremento de la
fosforilacion de la p38MAPK, que ademas fue dependiente del tiempo de incubacion
de las células con los anticuerpos; comenzando a observarse en los inmunoblot a los
30 min. desde el momento de la incubacién. A los 120 min. se observé que las células
incubadas con el control positivo (LPS) produjeron un incremento de 5.4 veces en la
fosforilacion de la p38 MAPK, mientras que las IgG aFL produjeron 6.1, 7.3, 9, 5.3, 8.1
y 6 veces comparadas con las células tratadas con IgG SHN. Las dos preparaciones
de IgG SHN produjeron una leve fosforilacién de la p38MAPK, que se tomdé como
basal para medir el incremento producido por el control positivo (LPS) y por las
diferentes preparaciones de IgG aFL (Figura 28A).

En los experimentos de expresién de NOSi, se determind que tanto el control
positivo como las cuatro preparaciones de IgG aFL, produjeron un incremento
significativo de la expresién de NOSi a los 60 min. de incubacién, pero no se observd
expresion de esta enzima en las células incubadas con IgG SHN (Figura 28B).
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Figura 28. Estudios de western blot donde se observa A) el efecto de seis diferentes
preparaciones de IgG aFL sobre la fosforilacion de p38MAPK comparadas con dos
preparaciones de IgG control y B) El efecto de los aFLs sobre la expresion de NOSi.

3.7.- Efecto de los aFLs sobre la produccion
de IL-6 e IL-8 en las HUVECs

En este experimento se utilizaron las preparaciones de IgG aFL 1y IgG aFL 2.
Se observé un incremento significativo en la produccion celular de IL-6, cuando las
HUVECs se incubaron con LPS o con las dos preparaciones de IgGaFLs respecto a
las HUVECs incubadas con medio de cultivo o con IgG SHN. (Figura 29).

Se obtuvo un incremento significativo de la produccion de IL-8 cuando las
HUVECs se incubaron con LPS o con las dos preparaciones de IgG-aFL, comparado
con las HUVECs incubadas con medio de cultivo o IgG SHN (Figura 30).
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Figura 29. Efectos de los aFLs sobre la produccién de IL-6 en las células HUVECs. Las
células fueron tratadas con 200 pg/ml de IgG aFL (muestras 1y 2); 200 ug/ml de IgG SHN
(muestra 1); 3 yg/ml de LPS o medio de cultivo solo. Los valores representan la media + DE
de 3 experimentos diferentes.

ODiferencia estadistica significativa respecto a células tratada con IgG SHN.

M Diferencia estadistica significativa respecto a células tratadas con medio de cultivo.
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Figura 30. Efectos de los aFLs sobre la produccién de IL-8 en las células HUVECs. Las
células fueron tratadas con 200 pg/ml de IgG aFL (muestras 1y 2); 200 ug/ml de IgG SHN
(muestra 1); 3 yg/ml de LPS o medio de cultivo solo. Los valores representan la media + DE
de 3 experimentos diferentes.

ODiferencia estadistica significativa respecto a células tratada con IgG SHN.

[(Diferencia estadistica significativa respecto a células tratadas con medio de cultivo.

3.8.- Estudio de la adhesion de monocitos a CE en presencia de aFLs

Se observé un muy bajo porcentaje de adhesion de monocitos de la linea THP-
1 a las células endoteliales HUVECs cuando fueron incubados solamente con medio
de cultivo. Luego de 4 hs de exposicion de las células HUVECs con las IgGs aFLs se
obtuvo un notable incremento del porcentaje de adhesion de los monocitos THP-1 que
fué de 5.3 veces respecto de las células HUVECs incubadas con medio de cultivo
solo. Como control positivo de la adhesion se incub6 a las HUVECs con LPS, lo cual
produjo un incremento en la adhesion de los monocitos del 6% al 48%, es decir 7.8
veces de incremento respecto a HUVECs incubadas con medio de cultivo solo,
mientras que no se observé diferencia en el porcentaje de adhesion de monocitos a
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las HUVECs entre los cultivos incubados con las IgG SHN y aquellos que solo tenian
medio de cultivo.

Se produjo una disminucién del 34 % en la adhesiéon de monocitos THP-1
cuando las células HUVECs fueron preincubadas durante 2 hs con el inhibidor
SB203580 de p38 MAPK vy luego tratadas con IgG aFL durante 4 hs. También la
adhesion de monocitos a las células HUVECs se vi6 disminuida en un 43 % en los
cultivos preincubados con el inhibidor SB203580 y estimulados con LPS (Fig. 31).

Asi mismo comprobamos que el DMSO en concentracion de 0,008% tal como
esta presente en el medio de disolucion del inhibidor SB 203580, no afecta la
adhesiéon de monocitos a las HUVECs y no altera la viabilidad de estas células
(resultados no mostrados). En otros experimentos observamos tambien que el
inhibidor SB203580 produce la disminucién de la adhesién de monocitos inducido por
las IgG aFL solo si este es incubado durante 2 hs antes de la incubacién con los aFLs.
Este experimento demuestra que la activacion de p38 MAPK esta involucrada en el
mecanismo de expresion de moléculas de adhesion en las células HUVECs y por lo
tanto es una via de transduccién de sefales que media el incremento de la adhesion
de los monocitos a las CE inducida por los aFLs.
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Figura 31. Efectos de la inhibicion de la p38 MAPK sobre la adhesiéon de monocitos a CE
inducido por los aFLs. La figura es representativa de 3 experimentos realizados por separado,
siendo cada barra la media £ DE (n = 5) de cada experimento.

ODiferencia estadistica significativa (p< 0,05) entre IgG aFl e IgG SHN o entre LPS y medio de
cultivo solo.

(M Diferencia estadistica significativa entre IgG aFLs y IgG aFLs + SB203580 o LPS y LPS +
SB203580.

3.9.- Efecto del inhibidor SB203580 sobre el incremento de ICAM-1
mediado por los aFLs en las células HUVECs

La expresion de ICAM-1 en los cultivos de HUVECs se determiné utilizando la
técnica de ELISA. Como se muestra en la figura 32, la incubacion de las células
HUVECs con la IgG aFLs produjo un incremento de la expresion de ICAM-1 de 4.8
veces respecto de la expresion de ICAM-1 en células HUVECs tratadas con IgG SHN.
Como control positivo se incubaron las células HUVECs con LPS, el cual produjo un
incremento en la concentracion de ICAM-1 de 5.5 veces respecto de la expresion de
ICAM-1 en células HUVECs tratadas con IgGSHN y de 9.2 veces respecto a las

células con medio de cultivo sin inmunoglobulina. No se obtuvo diferencia entre la
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expresién de ICAM-1 en células incubadas con IgG SHN o células con medio de
cultivo. El nivel de expresion de ICAM-1 en las células HUVECs incubadas con a IgG
aFL disminuyé en un 25% cuando fueron preincubadas con el inhibidor de la p38
(SB203580) en una concentracion de 20 uM, de la misma forma las células incubadas
con este inhibidor y estimuladas con LPS disminuyeron el nivel de expresion de ICAM-

1 en un 34.7% comparadas con las que fueron incubadas con LPS solamente.

0,6 - Bl control
20 M SB203580

0,5 |
04
0,3
0,2

0,1 1

medio IgG-SHN lgG-aFL3 LPS

Expresion de ICAM-1 {unidades de abs a 450 nm)

Figura 32. Efectos del inhibidor de la p38 MAPK (SB203580) sobre el incremento en la
expresion de ICAM-1 inducido por los aFLs en las CE. Los valores representan la media + DE
de 3 experimentos diferentes.

ODiferencia estadistica significativa (p< 0.001) respecto a células tratada con IgG SHN.

[ Diferencia estadistica significativa (p< 0.001) respecto a células tratadas con medio de

cultivo.
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4.- Estudios “in vivo”

4.1.- Estudio de la trombosis y activacion endotelial mediada
por los aFLs en presencia del inhibidor SB203580

En el suero de los ratones inyectados con IgG-aFL + SB 202474 o con IgG-
aFL + SB203580 se hallaron altos titulos de aCL y anti-B.GPl que no mostraron
diferencia estadistica entre los dos grupos. En el suero de los ratones inyectados con
IgG-SHN + SB 202474 o con IgG-SHN + SB203580 no se hallé actividad de aCL y
anti-B.GPI como se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Titulo de anticardiolipinas y anti B2 Glicoproteina | en el suero de ratones

Grupo de Titulo aCL (GPL /ml) Titulo anti-B=GPI (SGU /ml)
Ratones media + DE media + DE

IgG aFL + SB202474 169.4 + 36.3 202 +29.0
IgG aFL + SB203580 145.0 + 36.0 195 + 38.0
IgG SHN + SB202474 <10 <20

IgG SHN + SB203580 <10 <20

El valor de corte para el test de aCL fue de 10 unidades fosfolipido IgG (GPL)/ml; el valor de
corte para el test de anti-B2GPI fue de 20 unidades estandar IgG GPI (SGU)/ml.

El tamafo de los trombos producidos en el grupo de ratones inyectados con
IlgGaFL + SB202474 fue significativamente mayor que en el grupo de ratones
inyectados con IgG-SHN + SB202474. Ademas los ratones tratados con IgG aFL y el
inhibidor de p38MAPK (SB203580), mostraron una disminucién del 81% en el tamano
del trombo comparado con los ratones inyectados con IgG aFL y el analogo inactivo
(SB202474). EIl tamano del trombo producido en los ratones inyectados con IgGSHN
+ SB202474 no tuvo diferencias estadisticas con el tamafio del trombo producido en
los ratones inyectados con IgG SHN + SB203580 o con los ratones inyectados con
IgG aFL + SB203580 (Fig 33).
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Figura 33. Efectos del inhibidor SB203580 sobre el tamario del trombo inducido por los aFLs.
Ratones CD1 fueron inyectados con IgG aFL + SB202474 o con IgG aFL + SB203580. Como
controles se inyectaron con IgG SHN + SB202474 o IgG SHN + SB203580. Las drogas
inhibidoras SB 202474 y SB203580 fueron disueltas en una solucién de 50 % de dimetil
sulfoxido en BFS. En los ratones se midié el tamafo del trombo inducido y los resultados
fueron expresados en (um? ) como la media + DE.

[Diferencia estadistica significativa respecto al grupo de ratones inyectados con IgG SHN +
SB202474.

(1 Diferencia estadistica significativa respecto al grupo de ratones inyectados con IgG aFL +
SB202474.

4.2.- Adhesion de los leucocitos a las células endoteliales

La adhesién de los leucocitos a las CE (niUmero de leucocitos adherentes) se
midid6 como un indicador de activacion endotelial. Este estudio mostr6 un aumento
estadisticamente significativo de adhesién leucocitaria en el grupo de ratones
inyectados con IgG aFL comparado con los ratones inyectados con IgG SHN,
mientras que se observa una disminucion significativa en los ratones tratados con
SB203580 (un 60% de reduccion). La adhesion de leucocitos al endotelio no mostré
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diferencia significativa entre el grupo de ratones inyectados con IgG aFL + SB203580
comparado con el grupo de ratones tratados con IgG SHN en DMSO:BFS (P= 0.67;
Fig 34).

T

ok

- N W O

Nimero de leucocitos adheridos

0-
IgG aFL + DMSO:BFS IgG SHN + DMSO:BFS IgG aFL + SB203580

Figura 34. Efectos del inhibidor SB203580 sobre la adhesion de leucocitos al endotelio
inducido por los aFLs. Ratones CD1 fueron inyectados con IgG aFL en una solucién de DMSO
al 50% en BFS (DMSO:BFS) o IgG aFL + SB203580 en (DMSO:BFS), o fueron inyectados con
IgG SHN como control en igual solucién que los anteriores. El nimero de leucocitos adheridos
se expres6 como la media t DE.

[Diferencia estadistica significativa respecto al grupo de ratones inyectados con IgG SHN +
DMSO: BFS.

[ Diferencia estadistica significativa respecto al grupo de ratones inyectados con IgG aFL +
DMSO:BFS

4.3.- Efecto de los aFLs sobre la agregacion plaquetaria

Al analizar los datos obtenidos de los estudios de agregaciéon plaquetaria, se
observé que las plaquetas aisladas de ratones tratados con IgGaFL mostraron una
amplitud en la curva de agregacién del 55 % cuando fueron estimuladas con bajas
dosis del agonista trombina. Sin embargo, las plaquetas aisladas de ratones tratados
con IgG aFL + SB203580, no tuvieron agregacion cuando se las estimuld con la
misma dosis de agonista que a las anteriores (Fig. 35).
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Figura 35. Efectos del inhibidor SB203580 sobre el aumento de la agregacién plaquetaria
inducida por los aFLs. El plasma rico en plaquetas de ratones fue tratado con IgG aFL + dimetil
sulféxido (DMSO) al 50% en buffer fosfato salino (BFS) o con IgG aFL + SB203580 diluido en
DMSO al 50% en BFS, luego fueron estimulados con 0.05 U mL-1 de trombina. La agregacién

plaquetaria se monitore6 durante 5 min en un agregémetro plaquetario.

4.4.- Actividad del FT en homogenados de arteria carotida y células
peritoneales

En estos experimentos se estudid la expresion del FT funcional en
homogenados de arteria carotida y en células de peritoneo de ratén inyectados con
IgG aFL o con IgG SHN en la presencia de SB203580 o SB 202474. En el grupo de
ratones inyectados con IgG aFL + SB202474, se observd un incremento significativo
de la expresién de FT funcional en el lisado de células de peritoneo comparado con el
grupo de ratones tratados con IgG SHN + SB202474 (media 3.3 vs 0.8 pM mg™' mL™")
como se observa en la Fig 36 A.

En el grupo de ratones inyectados con IgG aFL + SB202474, se observé un
incremento significativo de la expresién del FT funcional en el homogenado de arteria
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carétida comparado con el grupo de ratones tratados con IgG SHN + SB202474 (15.3
vs 0.7 pM mg™' mL") como se observa en la Fig 36 B.

Este aumento de la expresion del FT funcional inducido por los IgG aFL que se
observé tanto en el lisado de células peritoneales como en el homogenado de arteria
caroétida disminuy6 significativamente por el pretratamiento de los ratones con 25 mg
Kg™' del inhibidor SB203580, como se muestra en las Fig 36 Ay 36 B.

Estos datos obtenidos se correlacionan con el incremento de la expresion de
FT inducido por los aFL en las CE como se observ6 en los estudios presentados
anteriormente, y que la activacién de p38MAPK es un mediador de la via de activacion

intracelular estimulada por estos anticuerpos.
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Figura 36. Efectos del inhibidor SB203580 sobre el incremento de la actividad del FT en macréfagos
de peritoneo de ratén y en homogenados de arteria carétida de ratén. Los ratones CD1 fueron inyectados
con IgG aFL + SB202474 o con IgG aFL + SB203580 o con los controles IgG SHN + SB202474 o 1gG
SHN + SB203580.

La actividad del FT fue medida en:

A) macréfagos peritoneales; B) Homogenados de arteria carétida de los ratones.

ODiferencia estadistica significativa respecto del grupo de ratones inyectados con IgG SHN + SB202474.

[(TDiferencia estadistica significativa respecto del grupo de ratones inyectados con IgG aFL + SB202474.
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4.5.- Estudio del efecto del inhibidor de p38MAPK (SB203580)
sobre la expresion de VCAM-1 mediada por los aFLs en
el endotelio de aorta de ratén

El estudio de la expresion de VCAM-1 en preparados de aorta, marcados con
el método de inmuno histoquimica de dos pasos que utiliza el bioconjugado quantum
dot y un laser con dos fotones de excitacion, demostré claramente un incremento
significativo de la expresion de VCAM-1 en el endotelio de la aorta toraxico
descendente de los animales tratados con LPS y con IgG aFL, que fue de 2,4 veces
respecto de aquellos ratones tratados con solucion salina (Fig 37A). El tratamiento de
los ratones con el inhibidor de SB203580, reduce significativamente la intensidad de la
fluorescencia de VCAM-1 en las preparaciones de aorta de ratones inyectados con
IgG aFL o LPS. No hubo diferencia significativa en la expresién de VCAM-1 en los
animales tratados con IgG SHN comparado con aquellos tratados con DMSO:BFS
(resultados no mostrados).

En la figura 36B se observa las tinciones de VCAM-1 en los preparados de
aorta en los ratones tratados con LPS o IgG aFL.

Aunque la expresion de VCAM-1 fue extremadamente débil en los animales
inyectados con solucion salina, en estas preparaciones de aorta se confirmé la
presencia de células pues se observa tincion nuclear (Fig 37B).

Estos datos se correlacionan con el incremento de VCAM-1 inducidos por los
aFL obtenidos en los experimentos con CE, y también se correlacionan con el
incremento de la adhesioén leucocitaria mediada por estos anticuerpos en los estudios
in vivo presentados anteriormente. Se confirma ademas que la activacion de
p38MAPK es un importante mediador intracelular de la expresién de VCAM-1, ya que
disminuye notablemente en presencia del inhibidor SB203580.
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Figura 37. Los efectos del inhibidor de la p38 MAPK (SB203580) sobre la expresion de
VCAM-1 en preparados de aorta, marcados con el método de inmuno histoquimica de dos
pasos que utiliza el bioconjugado quantum dot y un laser con dos fotones de excitacion.

A) Se muestra la expresion cuantitativa de VCAM-1 en unidades de intensidad de
fluorescencia (como la media + DE de 10 imagenes/ratén siendo 2 ratones por cada grupo)

B) Imagenes representativas de la expresion de VCAM-1 de diferentes grupos tratados.
ODiferencia estadistica significativa (P < 0.05) respecto del grupo de ratones tratados con LPS
+ SB203580.

[ Diferencia estadistica significativa (P < 0.001) respecto del grupo tratado con IgG aFL +
SB203580.
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Conclusiones
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1.- Estudios en Plaquetas

En este trabajo de tesis se demostro, en relacion a los estudios efectuados en

plaquetas, que los aFLs:

Producen de manera dosis dependiente y mediado por la porcién F(ab), un
incremento significativo en la fosforilacion de p38MAPK cuando las plaquetas

son estimuladas con dosis subagregatorias de trombina.

Incrementan la agregacién plaquetaria, efecto que es completamente inhibido
mediante el pretratamiento de las plaquetas con el inhibidor especifico de

p38MAPK (SB203580).

Originan la fosforilacién de la FLAZ2c.

Incrementan la producciéon de TXBy, lo cual es completamente abolido por el
tratamiento con el inhibidor especifico de p38MAPK, confirmando que esta
quinasa se encuentra en un paso inicial de la cascada de transduccién de

sefales intracelulares estimulada por estos anticuerpos.

No producen incremento en la concentracion del Calcio intracelular.

No inducen la fosforilacion de ERK1/ERK2 a bajas dosis de trombina. Ademas

el pretratamiento de plaquetas con el inhibidor especifico de ERK1/ERK2 (PD

98059) inhibe parcialmente el incremento de la agregacién mediada por aFLs.
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2.- Estudios en células endoteliales

En relacion a los estudios efectuados en CE, se demostré que los aFLs:

7
0‘0

7
0‘0

Inducen la produccién de RNAm del factor FT lo que se traduce en un aumento

de la expresién de este factor activo en la superficie de estas células.

Incrementan la expresién del FT activo al estimular la activacion de la via de
traduccién de sefales de la p38MAPK, debido que este incremento es inhibido
por la incubacion de estas células con el inhibidor especifico de p38MAPK

(SB203580).

Estimulan la fosforilacion de la p38MAPK, que es dependiente del tiempo de
incubacién de las células con los anticuerpos; comenzando a observarse en los

inmunoblot después de 30 minutos de incubacion.

Producen un aumento en: la adhesion de monocitos a las CE y en la expresién
de la molécula de adhesion ICAM-1 en las mismas, efectos que son
disminuidos mediante la preincubacién con el inhibidor de p38 MAPK

(SB203580).

Incrementan  significativamente la  produccion de dos citoquinas

proinflamatorias IL-6 e IL-8.

Inducen la expresion de la enzima NOSi en las CE.

Generan un aumento del FT al estimular la activacion de la via de transduccion

de sefales que involucran la activacién de NF-k3
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3.- Estudios “in vivo”

Empleando un modelo animal de sindrome antifosfolipido se demostro que:

7
0‘0

Los ratones inyectados con IgGaFL + SB202474 generaron un tamano de
trombo significativamente mayor que aquellos ratones inyectados con IgG

SHN + SB202474.

El tamafo del trombo disminuyé cuando los ratones inyectados con IgGaFL

fueron tratados con el inhibidor de p38 (SB203580).

En el grupo de ratones inyectados con IgG aFL + SB202474 comparado con el
grupo de ratones tratados con IgG SHN + SB202474 se producia un
incremento significativo de la expresién del FT funcional en el lisado de células
de peritoneo y en el homogenado de arteria carétida. Este efecto disminuyo
significativamente por el pretratamiento de los animales con el inhibidor

SB203580.

Hubo un aumento estadisticamente significativo de adhesién leucocitaria a la
pared de las vénulas post capilares del musculo cremaster en el grupo de
ratones inyectados con IgG aFL comparado con aquellos inyectados con IgG
SHN. Este efecto proinflamatorio inducido por los aFLs disminuyé
significativamente cuando los animales fueron tratados con el inhibidor de

p38MAPK.

Se produce un incremento significativo de la expresion de VCAM-1 en el

endotelio adrtico de los animales tratados con IgG aFL, respecto de aquellos
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tratados con solucion salina. El incremento de esta molécula de adhesién se
reduce significativamente mediante el tratamiento de los ratones con el

inhibidor de SB203580.

Hubo completa inhibicién de la agregacion plaguetaria en aquellos ratones

tratados con IgG aFL y el inhibidor de p38MAPK.

La inhibicién de la p38MAPK mediante el uso de compuestos piridinilimidazol,
como por ejemplo el SB203580 reduce los efectos protrombéticos vy
proinflamatorios mediado por los aFL sobre la activacion plaquetaria,

monocitos y de las células endoteliales tanto “in vitro” como “in vivo”.
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AA: acido araquiddnico

aCL: anticuerpos anticardiolipinas

AL: anticoagulante lupico

Anti-B2GPI: anticuerpos anti 32 glicoproteina |
APTT: tiempo de tromboplastina parcial activado
ASA: &cido acetil- salicilico

aFL: anticuerpo antifosfolipido

CL: cardiolipina

cPLA:: fosfolipasa A: citoplasmatica

DE: desviacion estandar

DMSO: dimetilsulfoxido

DO: densidad optica

dRVVT: Tiempo de veneno de vibora Russel diluido
ELISA: enzimoinmunoensayo

FT: factor tisular

HUVEC: células de vena de cordén umbilical humano
HB: buffer Heppes

HBSS: solucion salina balanceada de Hanks
IgG: inmunoglobulinas G

KCT: tiempo de coagulaciéon con Caolin

LPS: lipopolisacarido bacteriano

MG 132: inhibidor especifico de NFkf3

NOS2: oxido nitrico sintetasa 2

PBS: buffer fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
PD 98059: inhibidor especifico de ERK1/ERK2
PGE1: Prostaglandina E1

PRP: plasma rico en plaquetas

PFG: plaquetas filtradas por gel

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
PMA: forbol miristato acetato

SB203580: inhibidor especifico de p38MAPK
SB 202474: analogo inactivo de SB 203580
SBA: suero bovino adulto

SAF: sindrome antifosfolipido
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SAB: seroalbumina bovina

SEM: error estandar de la media

SFB: suero fetal bovino

SHN:suero humano normal

TBS: buffer tris salino

TBS-T: buffer tris salino, 0,1% de Tween 20
TMB: solucién de tetrametil benzidina

TXB.2: tromboxano B:
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