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Resumen

Objetivos: 1. Analizar el perfil de metilacién del ADN en monocitos de pacientes con sindrome
antifosfolipido primario (SAF) y su relacion con la patologia cardiovascular (CV). 2. Evaluar el papel
de los anticuerpos antifosfolipidos (aPL) en la regulacion de este proceso.

Métodos: Los perfiles de metilacion del ADN en monocitos de 33 pacientes SAF y 15 donantes
sanos (DS), purificados mediante selecciéon inmunomagnética positiva, se identificaron utilizando el
array Illumina Infinium Methylation EPIC Beadchip, que permitia obtener perfiles de metilacion del
ADN en aproximadamente 850.000 CpG. Se obtuvieron en cada sitio CpG los valores beta (B), que
estiman los niveles de metilacion, y se identificaron genes diferencialmente metilados (DMG) entre
pacientes SAF y DS. La clasificacion funcional de dichos genes se realizé mediante andlisis de
ontologia génica (PANTHER). La expresion génica de genes DMG seleccionados se evaludé mediante
RT-PCR. En paralelo, se analizaron parametros de riesgo CV, incluido el grosor de la intima-media
de la carétida (GIMC) y la funcion endotelial microvascular y se desarrollaron estudios de
correlacién/asociacion con variables clinicas y analiticas. Finalmente, se realizaron estudios in vitro
para evaluar el papel de los aPL en estos procesos.

Resultados: El andlisis de metilacion del ADN identificé 813 DMG, incluyendo 279 hipometilados y
534 hipermetilados, cuya clasificacion funcional reveld firmas asociadas con procesos biolégicos y
rutas moleculares implicadas en la respuesta inmune, la adhesion, el estrés oxidativo y la
sefalizacion vascular. Los niveles de metilacion de los genes implicados en la respuesta inmune se
asociaron con el score de riesgo CV, aGAPSS (CCR2, TXLNB, GLIPR), el tipo de trombosis
(SIGLEC11, COLEC11, LRRC16A, AHSA1, TRIL) y los titulos de aPL (CLEC4G, RGS4, HLA-DPAI1,
GBP6, RAET1E, HLA-G, HLA-DPA1, HLA-H, TXLNB). Ademas, los niveles de metilaciéon de DMG
relacionados con la sefalizacion vascular y los procesos de adhesion se asociaron con la presencia
de recurrencias tromboéticas (VEGFA, MAPK14, ITGA8, EPCAM, PCDHAG6, DLG1), asi como con
factores de riesgo CV tradicionales como la hipertension y la dislipidemia (ITGA11, DSCAM,
CLECA4F, CDH4, LTBP2, PCDHB14). Por ultimo, los niveles de metilacion de los genes DMG
relacionados con estrés oxidativo (GP2, PGD, ADH1) se asociaron con disfuncion endotelial
microvascular. Paralelamente se identificd una expresion alterada en el ARNm de algunos de estos
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genes con metilacion aberrante, estrechamente asociada con un mayor riesgo CV y recurrencias
trombdticas. Tanto la metilacion aberrante como los niveles de transcripcion de varios genes se
asociaron con un GIMC patoldgico. Finalmente, los estudios in vitro evidenciaron el papel clave de
los aPL en la modificacion de la metilacion y los perfiles transcriptomicos de pacientes SAF.

Conclusiones: Los pacientes SAF muestran un perfil aberrante de metilacion génica en monocitos
asociado con caracteres clinicos e inmunoldgicos de la enfermedad como los titulos de
autoanticuerpos, el riesgo CV, las recurrencias tromboticas, la disfuncion endotelial y la
aterosclerosis temprana. Estos resultados proporcionan nueva informacion del genoma de
monocitos, facilitando la compresién de la fisiopatologia del SAF y el descubrimiento de potenciales
biomarcadores para el desarrollo de terapias mas efectivas.
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