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RESUMEN

El sindrome de antifosfolipidos (SaF) es una enfermedad autoinmune caracterizada por abortos recurren-
tes, eventos tromboticos (arteriales o venosos)y hemocitopenias asociadas con titulos altos de aFL séricos.
Se han descrito dos presentaciones de SaF: el SaF primario, que se presenta como entidad tnica y el SaF
secundario o asociado principalmente a LEG.

Los aFL son un grupo heterogéneo de inmunoglobulinas dirigidas contra diversos componentes o fac-
tores proteicos. En 1990, tres grupos de investigadores identificaron a la 3, GP-I como el principal blanco
antigénico de los aFL presentes en los pacientes con SaF. Diversos trabajos han mostrado que existe mas
de un mecanismo patogénico involucrado en el desarrollo del SaF. Las manifestaciones clinicas mejor
documentadas son los abortos recurrentes y las alteraciones trombdticas. Lo anterior se fundamenta en
las evidencias observadas in vivo en modelos animales e in vitro causadas por los anticuerpos anti-3; GP-I
(aB2GP-I) de pacientes con SaF o de origen animal.

La presente revision tiene como objetivo mostrar los mecanismos patogénicos que participan en el
desarrollo del SaF. Presentamos, ademas, las evidencias que muestran que los a3, GP-I inducen un estado
proinflamatorio, proadhesivo y procoagulante.

© 2009 Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Pathogenic mechanisms of the anti-phospholipid antibodies

ABSTRACT

The antiphospolipid syndrome (APS) is an autoimmune disease characterized by recurrent fetal loss,
thrombotic events (arterial or venous) and hemocytopenic disorders associated to high titers of circula-
ting aPL. Two variants of the APS have been described. Primary APS is a clinical entity without evidence
of any other autoimmune disease and secondary APS is a clinical disorder mainly associated with Sys-
temic Lupus Erithematosus (SLE). aPL are a widely group of immunoglobulins directed against different
components or proteins factors. In 1990 three groups of researchers identified that 3,GP-I is the mainly
antigenic target of aPL in APS patients. There are evidences that show that more than one pathogenic
mechanism is involved in the development of the APS. The best documented clinical manifestations asso-
ciated with the APS are recurrent fetal loss and thrombotic disorders. The latter is based on observations
in vivo in animal models and in vitro on the effects caused by a3, GP-I antibodies from patients with APS
or from animals which cause experimental APS.

The objective of the present paper is to show the pathogenic mechanisms that participate in the deve-
lopment of the APS. We also presented evidence that shows that af3,GP-I induces pro-inflammatory,
pro-adhesive and pro-coagulant disorder.

© 2009 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La primera descripcién del sindrome de antifosfolipidos (SaF)
la hizo en 1963 Bowie et al en un grupo de pacientes con lupus
eritematoso generalizado (LEG) que desarrollaron eventos trom-
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béticos, a pesar de tener en circulacién anticoagulante lapico
circulante!. Dos décadas mas tarde, en un estudio realizado en
pacientes con LEG se observé que los fendmenos trombéticos
se asociaban a la presencia de anticuerpos anticardiolipina (aCL)
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circulantes2, por lo que Graham Hugues lo definié6 como sindrome
de aCL3. Sin embargo, posteriormente se demostré que los sue-
ros de estos pacientes reaccionaban no solo contra CL, sino que
también lo hacian contra otros fosfolipidos; por lo que el nom-
bre del sindrome se modificé extendiéndose a SaF. Posteriormente,
observaron que ademas de los eventos trombéticos (venosos o
arteriales), la presencia de aCL se asociaba con pérdidas fetales
recurrentes, alteraciones neuroldgicas, trombocitopenia, anemia
hemolitica y Livedo reticularis; manifestaciones que forman parte
de los criterios de clasificacién de los pacientes con SaF, el cual se
puede asociar con otras enfermedades autoinmunes. La asociacién
mejor estudiada es con LEG, que se define como SaF secundario
(SaFS)4, o en pacientes con manifestaciones clinicas del SaF pero
sin manifestaciones de otro padecimiento autoinmune, el cual se
conoce como SaF primario (SaFP)°>~7. En 1990, 3 grupos de inves-
tigadores de manera casi simultanea demostraron que el principal
blanco antigénico de los anticuerpos antifosfolipidos (aFL) es la 3,-
glicoproteina-I (8, GP-1)3-19. Dicho suceso cambié6 el rumbo de las
investigaciones relacionadas con el SaF y, en consecuencia, el estu-
dio de la 3, GP-I en la patogenia del SaF despert6 un gran interés.

En el presente trabajo, revisamos aspectos relevantes de las evi-
dencias relacionadas con los posibles mecanismos patogénicos de
los aFL o a3, GP-I en la patogenia del SaF.

Sindrome de antifosfolipidos

El SaF es un padecimiento autoinmune de etiologia desconocida,
que es el resultado de la interaccién de factores ambientales (v. g.
infecciones), hormonales (v. g. mayor prevalencia en mujeres) y
genéticos (asociacién con moléculas del CPH v. g. HLA-DR4, -DR7,
-DR53). Actualmente, el SaF se define como la entidad clinica que
se asocia con la presencia de eventos tromboticos (arteriales y/o
venosos), abortos de repeticion, Livedo reticularis, trombocitopenia,
anemia hemolitica y alteraciones neuroldgicas con titulos altos de
aFL circulantes!!.

Anticuerpos antifosfolipidos

Los aFL son una familia heterogénea de inmunoglobulinas que
reconocen diferentes componentes o factores proteicos (v. g. ane-
xina V, protrombina, proteina C, proteina S, entre otros), de los
cuales los de mayor relevancia son los dirigidos contra la 3,GP-1.
Como consecuencia de la importante asociacién de los af3;GP-I de
isotipo IgG/IgM, estos fueron incluidos como parte de los criterios
de clasificacién para el SaF en el 200612, Es importante mencionar
que el término que se le dio a la 3,GP-I como cofactor de los aFL
es incorrecto, ya que por definicién un cofactor es una molécula
organica pequefia necesaria para la actividad de las enzimas. Por
ello, no debe emplearse para definir a las moléculas que reconocen
los aFL asociados a enfermedades autoinmunes. Adicionalmente,
la importancia de los af3;GP-I fue demostrada también en nuestro
laboratorio en 1995 en pacientes con SaF!3, En el presente trabajo
revisamos los mecanismos patogénicos de los a3, GP-I en el SaF que
tienen mayor sustento cientifico.

B2Glicoproteina-I (3,GP-I)

La B,GP-I o apolipoproteina H es una proteina plasmatica pre-
sente en todos los individuos a concentracién aproximada de
200 pg/ml. Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran
una mayor concentracién en individuos sanos de sexo femenino!4,
La 3,GP-I es una cadena polipeptidica altamente glicosilada cons-
tituida por 326 aminodacidos, su peso molecular es de 50kDa y
aproximadamente el 30% de su peso lo constituyen los carbohidra-
tos. El gen de la 3, GP-I se localiza en el cromosoma 17q23-qter. La

[32GP-I posee 5 dominios homélogos de aproximadamente 60 ami-
nodacidos cada uno. El sitio de unién de la 3,GP-I a fosfolipidos de
carganegativa(v. g. cardiolipina, fosfatidilserinay fosfatidilinositol)
u otras moléculas como el heparan sulfato, se localiza en el quinto
(v) dominio (secuencia de aminoacidos 281 CKNKEKKC?288) debido a
que los 4 residuos de lisina (K) le confieren a dicha secuencia una
carga positiva. No obstante, la 3,GP-I fue descrita desde 1961 y
su papel fisiolégico no fue identificado hasta que se asocié con los
aFL8-10, Asi comenzé a entenderse que participa en los procesos
fisioldgicos de anticoagulacion'®.

Mecanismos patogénicos de los aFL

De acuerdo con el trabajo de Espinoza et al6, los posibles meca-
nismos patogénicos de los aFL se pueden agrupar de manera general
en: 1) efecto sobre los mecanismos procoagulantes y anticoagulan-
tes que se llevan a cabo en las membranas de algunas células y 2)
activacion de células blanco e induccién de la expresién y secrecién
de diversas moléculas.

En el estudio de los mecanismos patogénicos de los aFL, los
diferentes grupos de investigadores han centrado su atencién en
los eventos trombéticos y en los abortos asociados a los aFL. Sin
embargo, debido a la heterogeneidad de las manifestaciones clini-
cas, es probable que mas de un mecanismo fisiopatolégico participe
en el desarrollo de la enfermedad.

Esta claro que el SaF es una enfermedad mediada por anticuer-
pos. Dicha afirmacién se basa en una perspectiva enfocada hacia el
profundoy exhaustivo estudio de los aFL. Sin embargo, actualmente
existen evidencias que muestran que los elementos de la respuesta
inmune celular, especificamente linfocitos T CD4*, complementan
o desempefian una importante funcién en los mecanismos fisiopa-
togénicos que ocurren en el SaF.

Alteracion de los mecanismos de
coagulacion/anticoagulacion

Las evidencias experimentales muestran que algunos pacien-
tes con SaF pueden tener anticuerpos que reconocen proteina C,
proteina Sy trombomodulina!”-18, alterando los sistemas de coagu-
lacién/anticoagulacién en los que participan generando un estado
protrombético. Ademas, se ha demostrado que la 3,GP-I inhibe la
unién de la proteina C a fosfolipidos, favoreciendo dicho evento!®.
Cosgriff en 1981 report6 que la actividad anti-trombina III (inhibi-
dor principal de los factores 1xa, Xay trombina) puede estar alterada
en pacientes con SaF20,

Otra moléculainvolucrada es laanexina V (proteina que tiene un
papel trombomodulador en la circulacién placentaria y tiene una
alta afinidad por fosfolipidos de carga negativa). En el 2000, Lakos
et al informaron de que algunos pacientes con SaF presentan en cir-
culacién anticuerpos dirigidos contra anexina V2!, La presencia de
anticuerpos anti-anexina V es controvertido. En 2001, Pasquier et
al y Nojima et al midieron anticuerpos anti-anexina V en pacientes
con SaF y no encontraron asociacién algunaZ223,

Por otro lado, si bien se ha demostrado que la ;GP-I posee
propiedades anticoagulantes, la unién de los af3;GP-I a la 3,GP-I
aumenta la afinidad de esta tltima a los fosfolipidos aniénicos de
las membranas celulares; con lo que compiten la [3,GP-I libre con
el complejo a3, GP-1/(3,GP-I por los fosfolipidos con carga negativa,
alterando las reacciones hemostaticas.

Monocitos, células endoteliales y daiio tisular asociado a la
presencia de aFL

Una proteina clave en la activaciéon de la cascada de la coagula-
cién es el factor tisular (FT), el cual forma complejos con el factor
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viia y fosfolipidos, activando a los factores 1x y x. Cuando el endo-
telio vascular se encuentra integro, no hay expresion del FT en la
superficie de las células. Sin embargo, cuando se activa bajo ciertos
estimulos o se pierde su integridad, se expresa el FT en las células
endoteliales y en los monocitos circulantes. Reverter et al demos-
traron en ensayos in vitro que hay aumento en la expresién de FT
en monocitos en presencia de aCL de isotipo IgG, provenientes de
pacientes con SaF que habian presentado episodios trombéticos. En
contraste, el efecto no se presenté en presencia de anticuerpos aCL
de isotipo IgG purificados de pacientes con LEG que no habian pre-
sentado eventos trombéticos2423, Adicionalmente, el aumento de
FT también se produjo en presencia de anticuerpos af3,GP-I pro-
venientes de pacientes con SaF. Dobado-Barrios et al mostraron
en 1999 que los niveles de RNAm del FT en células mononuclea-
res de pacientes con SaFP estaban aumentados, en comparacién
con las células mononucleares de sujetos sanos, y que los nive-
les de expresién eran mayores en aquellos pacientes que habian
presentado eventos trombéticos25. Con relacién a las células endo-
teliales (CE), las cuales participan directamente en la regulacién de
la hemostasia, la presencia de a3, GP-I1 de isotipo IgG purificados de
pacientes con SaF indujo la expresion de FT y de moléculas de adhe-
sién (E-selectina, ICAM-2 y VCAM-1); lo que favorece un estado
procoagulante?’-28, Adicionalmente, Meroni et al demostraron en
cultivos de CE que el incremento de moléculas de adhesion se ve
acompaifiado de aumento en la expresion de las citocinas proinfla-
matorias IL-1B e IL-62°. Pierangeli et al demostraron, de manera
elegante, en un modelo murino de SaF que la presencia de a3, GP-I
purificados de pacientes con SaF induce la expresién de moléculas
de adhesién y la adhesion de leucocitos al endotelio vascular3?.

Por otro lado, varios grupos han demostrado la participacion del
sistema del complemento, especificamente la activacion de C3, C4
y C5, en la resorcion fetal y en eventos trombéticos en modelos
murinos31-34,

Recientemente, se ha demostrado dafio tisular a nivel placenta-
rio en la pérdida fetal asociada al SaF. Di Simone et al mostraron
en un sistema in vitro la unién de a3, GP-I a citotrofoblastos, lo
que afecta a su capacidad invasiva3>. Ademas, la uni6én de los
a3, GP-I disminuy® la sintesis de gonadotropina coriénica humana
(GCH). Durante su proceso de maduracién, los trofoblastos expo-
nen en la cara externa de la membrana citoplasmica fosfolipidos
de carga negativa, lo que favorece la unién del complejo a3, GP-
I[/B2GP-1. La formacién del complejo inmune activa el proceso
trombético con activacién de las plaquetas via los receptores Fcyll
de alta afinidad por la porcién Fc de los complejos imnunes36 y, de
manera conjunta, diversos mecanismos que favorecen los eventos
trombéticos.

Inmunidad celular y SaF

La primera evidencia que muestra la importancia de los linfo-
citos T en el SaF fue reportada por Blank et al en 1995. La doctora
Blank et al documentaron que la transferencia de células de médula
6sea con linfocitos T o depletadas de estos, provenientes de rato-
nes con SaF experimental, a ratones singénicos irradiados induce
el desarrollo de manifestaciones clinicas del SaF (trombocitope-
nia, prolongacién del tiempo de tromboplastina parcial activada
y resorcién fetal) solo en aquellas ratonas a las que se les transfirié
células de médula 6sea que contenian linfocitos T37. Aunado a lo
anterior, los pacientes con SaF presentaban a3, GP-I circulantes de
isotipos IgG e IgA, lo que sugeria, desde antes de los experimentos
publicados por Blank, que existe colaboracién entre los linfocitos T
y B en la activaciéon de la respuesta autoinmune en pacientes con
SaF. Lo anterior ha sido confirmado in vitro, en ensayos en los cua-
les se ha podido constatar que las células mononucleares de sangre
periférica (CMNSP) de pacientes con SaF tienen un efecto proli-

ferativo mayor en presencia de 3, GP-I1 que las CMNSP de sujetos
sanos38. Estudios realizados en nuestro laboratorio confirman el
fendmeno3?, ya que en ausencia de linfocitos T CD4* disminuye
de manera significativa el efecto proliferativo especifico inducido
por la 3, GP-I. Arai et al en 2001 mostraron que el efecto prolifera-
tivo de la 3, GP-I se localiza en el V dominio, en el sitio de unién a
fosfolipidos?. Otro segmento de la proteina que es importante en
la activacién celular es el que incluye al aminoacido de la posicién
2474041 'en la cual existe un polimorfismo de los aminoAacidos leu-
cina y valina. Un trabajo realizado por Ito et al muestra una mayor
proliferacién de CMNSP contra un péptido que contiene dicho poli-
morfismo (aminoacidos 244-264)*1, En 2003, documentamos que
existe asociacién entre el polimorfismo valina en la posicién 247
de la B3, GP-I con titulos altos de af3,GP-I de isotipo IgG y eventos
tromb6ticos®2.

En el estudio de Arai et al*?, detectaron en los sobrenadantes
de cultivos de CMNSP provenientes de pacientes con SaF, una ele-
vada produccién de IL-6 e INFy y anticuerpos a3, GP-1 generados in
vitro. La inhibicién de la IL-6 con anticuerpos monoclonales (AcMo)
especificos inhibié la produccién de a3, GP-I, en tanto que la inhibi-
cion del INFy con AcMo especificos no afecté a la sintesis de estos.
En nuestro laboratorio, obtuvimos y caracterizamos clonas de lin-
focitos B de una paciente con SaF que presentaba constantemente
titulos altos de a3, GP-I de isotipos IgG, IgA e IgM séricos*3. Los
cultivos de las células B transformadas con el virus de Epstein-
Barr mostraron una alta produccién de IL-6, la cual se asoci6 con la
producci6n in vitro de a3, GP-143.

Ademas de los linfocitos T y B, existen otras células que par-
ticipan en el desarrollo de las manifestaciones clinicas del SaF.
Recientemente, el grupo de Salmon et al documenté la importan-
cia de los neutréfilos en la generacién de resorcién fetal®3. En un
modelo murino de SaF experimental, mostraron que la ausencia de
neutroéfilos disminuyo la resorcién fetal inducida por aFL de isotipo
IgG provenientes de pacientes con SaF33.

Citocinas

El papel de las citocinas también ha sido evaluado en el SaF.
El nimero de estudios al respecto es menor, comparado con los
estudios de aFL. Una de las caracteristicas que convergen entre la
respuesta inmune celular y humoral es la regulacién por citocinas,
las cuales regulan la respuesta inmunolégica. Actualmente, se sabe
que diversos estimulos tienen efectos sobre el balance o la genera-
cién de citocinas pro o antiinflamatorias y en base a dicha sintesis se
han clasificado en Th1, Th244 y recientemente en Th174. El papel
de las citocinas en el SaF fue demostrado por Krause et al en 199946
en un modelo de SaF experimental. Krause indujo SaF inyectando
a ratones BALB/c con un AcMo con actividad aCL, denominado H3,
el cual fue obtenido de un sujeto sano. La actividad del AcMo H3
fue neutralizada con un anticuerpo antiidiotipo (anti-H3). Como
control administraron un anticuerpo antiidiotipoirrelevante. El tra-
tamiento con el anti-H3 disminuyé significativamente el nimero
de células Th2 (productoras de IL-4 e IL-6) y aumenté las Th1 (pro-
ductoras de IL-2 e INFvy), con lo que demostraron la importancia del
balance Th1/Th2. En el mismo afio, Visvanthan y McNeil mostraron
en cultivos de CMNSP provenientes de pacientes con SaF una mayor
produccion in vitro de INFy que de IL-4, lo que sugiere una pola-
rizacién Th147. Los autores sugieren que la produccién aumentada
de INFy podria estar relacionada con las pérdidas fetales asocia-
das al SaF, ya que durante el embarazo la produccién de citocinas
es polarizada hacia una respuesta Th2. Karakantza et al mostraron
in vitro un incremento en la produccién de INFy por linfocitos T
CD4* de pacientes con SaF*8. Lo anterior puede estar apoyado tam-
bién por una alta produccién de TNFa, como demostré Berman en
2005 en un modelo de ratones deficientes de TNFa, en los cuales
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hubo un bajo porcentaje de resorcién fetal cuando se les administré
aFL purificados de pacientes con SaF4°,

Por el contrario, Ito et al estimularon CMNSP de pacientes con
SaF con 3,GP-I purificada humana y observaron una alta produc-
cién de INFy e IL-4 in vitro, respuesta conocida como Th0*!. Un afio
mas tarde, Arai et al reportaron una alta produccién de INFy e IL6
(patrén ThO) por clonas de linfocitos T CD4* autorreactivos0.

La regulacién por citocinas en el SaF juega un papel importante.
Sin embargo, los resultados publicados son muy heterogéneos, pro-
bablemente debido a las caracteristicas per se del sindrome. Sin
embargo, cabe destacar varios puntos: 1) los estudios documenta-
dos se han realizado principalmente in vitro; 2) la heterogeneidad
de los experimentos dificulta el andlisis de los resultados (v. g.
cultivos estimulados con (3;GP-I nativa y/o desnaturalizada, cito-
cinas determinadas, entre otros) y 3) los patrones de citocinas en
los modelos murinos son mas consistentes que en el humano. Los
avances en el estudio del SaF y la participacién de elementos de
la respuesta inmune requieren de mas estudios para una mejor
interpretacion de los fenémenos.

El SaF como estado proinflamatorio

El SaF era considerado como una entidad clinica no inflama-
toria. Sin embargo, las evidencias recientes sugieren que es una
entidad o estado proinflamatorio. Recientemente, Hamid et al estu-
diaron la expresién de 18.400 genes in vitro en células endoteliales
provenientes de cordén umbilical (HUVEC)®°. Incubaron dichas
células con af,GP-I de isotipo IgG purificados de pacientes con
SaFP, posteriormente aislaron el RNA total y mediante microarre-
glos analizaron el patréon de expresién de los genes. Comparado con
los anticuerpos control, donde no se observé expresién importante
de genes, la presencia de a3, GP-I indujo la expresién de 101 genes.
Entre los genes sobreexpresados, observaron que un importante
nimero de estos correspondian a genes de quimiocinas (CCL20,
CXCL3, CX3CL1, CXCL5, CXCL2 y CXCL1), los cuales estan involu-
crados en el reclutamiento, quimiotaxis y proliferacién de células
mononucleares y/o granulocitos. Esto apoya la hipétesis de que el
SaF es un estado proinflamatorio. Los hallazgos apoyan los estudios
in vivo e in vitro que muestran el incremento de adhesién celular a
CE, causada por los a3;GP-1y, en consecuencia, el reclutamiento de
células inflamatorias, principalmente macréfagos, en la placenta®!
y neutroéfilos; lo que puede causar la pérdida de los productos en
las pacientes embarazadas con SaF.

Finalmente, si bien en el SaF el proceso inflamatorio no es
bien aceptado, debido a que los principales estudios muestran el
sindrome como una enfermedad mediada por anticuerpos, las evi-
dencias muestran que los af3;GP-I de pacientes con SaF inducen
la activacién del endotelio vascular via expresion de moléculas de
adhesién, reclutamiento de células inflamatorias (v. g. neutroéfilos
y macréfagos), probablemente por la activacién de quimiocinas, y
participacién del complemento. Como resultado de lo anterior, los
ap32GP-I en pacientes con SaF son capaces de inducir un entorno
proinflamatorio, proadhesivo y procoagulante, mecanismos invo-
lucrados en la patogénesis del sindrome.

Conclusiones

El SaF es un padecimiento autoinmune de origen multifactorial.
Puede presentarse con otros procesos autoinmunes (principal-
mente LEG), al cual se conoce como SaF secundario, o bien existe
una entidad en la que solo se presentan las manifestaciones clini-
cas del sindrome, conocido como SaF primario. El principal blanco
antigénico de los aFL presentes en pacientes con SaF es la 3,GP-
I. Sin embargo, pueden existir anticuerpos contra otras proteinas
(anexina V, protrombina, etc.).

Los estudiosos de los mecanismos patogénicos de los a3, GP-I
han centrado su atencién principalmente en los eventos trom-
béticos y abortos de repeticiéon. Sin embargo, debido a la
heterogeneidad de las manifestaciones clinicas presentes en estos
pacientes existe una alta posibilidad de que mas de un mecanismo
fisiopatolégico esté involucrado. De manera general, los mecanis-
mos patogénicos del SaF se pueden clasificar en dos: 1) los que
alteran los mecanismos pro y anticoagulantes y 2) los que activan
células y consecuentemente aumentan la expresion y secrecion de
diversas moléculas.

Adicionalmente, se ha demostrado la participaciéon de linfocitos
T CD4" autorreactivos especificos contra (3, GP-I como parte de los
componentes de la respuesta inmune celular en el SaF. Finalmente,
las evidencias muestran que los af3;GP-I tienen la capacidad de
inducir un entorno proinflamatorio, proadhesivo y procoagulante,
procesos involucrados en los mecanismos patogénicos del SaF.
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