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PRESENTACIÓN 

 

El Síndrome Antifosfolípido (SAF) es una enfermedad autoinmune en la cual se 

presentan autoanticuerpos dirigidos contra fosfolípidos aniónicos de membrana celular, 

cuyos pacientes presentan manifestaciones clínicas como morbilidad gestacional y 

trombosis vascular. 

En esta investigación se pretende describir algunos aspectos que ayuden a comprender 

los mecanismos fisiopatológicos del SAF, desde el punto de vista, inflamatorio y 

metabólico donde la autofagia está implícita, ya que a través de este mecanismo se 

regulan los aspectos anteriormente mencionados. También se ocupa de describir 

algunos puntos específicos de la señalización a través de la vía PI3K/Akt/mTOR en 

células endoteliales, la cual está involucrada en la proliferación y crecimiento celular. 

Además, se quiere aportar en el entendimiento de los mecanismos de acción de la 

aspirina, que es uno de los medicamentos utilizados en el manejo del SAF. 

Particularmente, se quiere hacer énfasis en las acciones de las lipoxinas inducidas por 

aspirina (ATL), y del efecto que estas tienen sobre las funciones celulares alteradas por 

los anticuerpos antifosfolípido (aAFL) en el contexto de la inducción de estrés celular e 

inflamación, las cuales podrían explicar algunas de las manifestaciones clínicas del SAF. 

De esta forma, se quiere aportar al esclarecimiento de la fisiopatología del SAF y a 

comprender los mecanismos de acción asociados a algunos de los tratamientos, 

empleados actualmente para su manejo. 
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1. RESUMEN. 

 

Disrupción homeostática endotelial inducida por los anticuerpos antifosfolípidos: 

cambios en el potencial mitocondrial, activación de autofagia y mTOR como 

mecanismos reguladores. 

Introducción. 

El SAF es una enfermedad autoinmune en la cual anticuerpos antifosfolípidos (aAFL) 

causan alteraciones trombóticas y de la gestación. Actualmente, se conocen muchos de 

los mecanismos implicados en la patogénesis asociados a trombosis y morbilidad 

gestacional, sin embargo, recientemente se han descrito mecanismos subyacentes que 

cobran importancia por su asociación con alteraciones metabólicas, inflamatorias y, en 

general, de la homeostasis celular, que afectan organelas de forma específica y generan 

desregulación en procesos celulares de vital importancia.  

Uno de estos mecanismos es la alteración del potencial mitocondrial, ya que por el papel 

que juega esta organela en la regulación de procesos energéticos y metabólicos, afecta 

mecanismos reguladores de la homeostasis. Algunos de los mecanismos influenciados 

por la función mitocondrial son la activación de autofagia y la proliferación celular; lo 

último, relacionado con la activación de proteínas que hacen parte de la señalización vía 

PI3K, como mTOR. Este complejo de proteínas tiene la capacidad de activar la proteína 

S6 ribosomal (S6RP) lo cual induce un aumento de síntesis de proteínas y la entrada al 

ciclo celular. La activación de estos mecanismos se ha descrito en otras enfermedades 

autoinmunes como el Lupus Eritematoso Sistémico (LES), y también en el cáncer, donde 

se ha observado que dichos mecanismos se asocian a la supervivencia celular y pueden 

llevar a un descontrol de los procesos metabólicos.  

Materiales y métodos. 

Se realizó una aproximación in vitro, usando un modelo de células endoteliales, que 

fueron estimuladas con IgG de pacientes con y sin aAFL y manifestaciones clínicas como 

morbilidad gestacional, trombosis vascular o ambas, así como pacientes con 

antecedentes de éxito gestacional y con morbilidad gestacional sin presencia de aAFL. 
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Se seleccionaron algunos parámetros como la función mitocondrial, la autofagia, la 

activación de mTOR y su repercusión en la proliferación celular, además de algunos 

marcadores de inflamación. Sobre los parámetros afectados por los aAFL se determinó 

el efecto de las ATL. Para evaluar dichos parámetros se usaron técnicas de citometría 

de flujo, Western blotting y ELISA. 

Resultados. 

Los aAFL de pacientes con morbilidad gestacional y trombosis vascular aumentaron la 

hiperpolarización mitocondrial, la activación de mTOR, la entrada al ciclo celular y la 

autofagia; esta última también aumentada por aAFL de pacientes con trombosis vascular 

aislada. No se observaron efectos de los aAFL sobre la producción de las dos citoquinas 

proinflamatorias seleccionadas, ni tampoco efectos importantes de las ATL sobre los 

parámetros evaluados.  

Conclusiones. 

En el SAF se observan  alteraciones metabólicas similares a las observadas en el cáncer 

o en otras enfermedades autoinmunes como el LES, en las cuales se genera un 

descontrol de mecanismos como la proliferación celular y la autofagia, partiendo de una 

alteración de la función mitocondrial. En esta enfermedad, esto se refleja clínicamente 

en manifestaciones como la trombosis vascular por hiperplasia de la íntima, la cual causa 

oclusión de la luz de los vasos sanguíneos, pero también en un SAF de fenotipo 

inflamatorio en el cual  la activación de autofagia y de proteínas como mTOR, inducen 

un aumento en la proliferación no solo de células endoteliales sino de linfocitos que lleva 

a diferentes tipos de daño celular y podría explicar la variedad de manifestaciones 

clínicas de los pacientes con SAF. Teniendo en cuenta los resultados de este estudio, 

se propone usar en futuras investigaciones fármacos como la rapamicina y la 

hidroxicloroquina, ya que de esa forma se podría obtener más información que ayude a 

promover el uso entre pacientes con manifestaciones del SAF asociadas a la activación 

de mTOR y la autofagia. 
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ABSTRACT 

Endothelial homeostatic disruption induced by the antiphospholipid antibodies: 

changes in the mitochondrial potential, activation of autophagy and mTOR as 

regulatory mechanisms. 

Introduction 

The Antiphospholipid Syndrome (APS) is an autoimmune disease in which 

antiphospholipid antibodies (aPL) trigger thrombosis and pregnancy morbidity.  

Evidence shows several mechanisms in APS that can explain the development of 

thrombosis and pregnancy morbidity and their association with alteration in the 

coagulation cascade and some inflammatory events. Recently has been described other 

mechanisms related to homeostatic disruption observed in some diseases such as cancer 

and systemic lupus erythematosus (SLE).  

Activation of autophagy and increased cell proliferation was observed in these diseases, 

originated in mitochondria by potential membrane alterations, which disturbs cellular 

homeostasis. One of the intracellular pathways affected is PI3K signaling, specifically 

proteins as mammalian target of rapamycin (mTOR), that activates S6 ribosomal protein 

(S6RP) which induces an increase of protein synthesis and entrance to the cell cycle. 

This results in cell proliferation and it can be potentiated by autophagy activity for survival 

induction, which has implications in tumors growth, lymphocyte proliferation, development 

of cancer and autoimmunity. 

We propose that autophagy and mTOR signaling can play role as two pathways involved 

in development of thrombotic APS, affecting particularly endothelial cells, leading to a 

vascular intimal hyperplasia that prompt patients to thrombotic events. 

 

Material and methods. 

An in vitro approach was performed using a human vein endothelial cell model, stimulated 

with IgG of patients with and without aPL and clinical manifestations of APS, such as 
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pregnancy morbidity, vascular thrombosis, or both, as well as women with successful 

pregnancy and pregnancy morbidity without aPL. 

Mitochondrial function, autophagy and mTOR activation were evaluated using a 

molecular approach and its repercussion in cell proliferation, also the evaluation of  some 

inflammation markers was performed. The modulator action of aspirin triggered lipoxins 

(ATL) was evaluated for all  parameters altered in the presence of aPLs, . The selected 

techniques for evaluations were: flow cytometry, western blott and ELISA.  

Results. 

The aPL from patients with pregnancy morbidity and vascular thrombosis increased the 

mitochondrial hyperpolarization, mTOR activation, cell cycle entrance and autophagy; the 

last one was also increased by aPL from patients with only vascular thrombosis. No 

effects have found in inflammation biomarkers and in the same way, no effects were 

observed with co-treatment with ATL and aPLs. 

Conclusions. 

In the present manuscript, we described autophagy and mTOR pathway as two 

mechanisms hyperactivated in endothelial cells induced by aPL from patients with 

different clinical manifestations of APS. This one was also observed in cancer and other 

autoimmune diseases as SLE, with increased cell proliferation in addition to the 

autophagy activity. Cell proliferation is evidenced by vascular endothelial hyperplasia, 

which promotes the occlusion of vessel lumen and a prothrombotic environment in APS 

patients. In addition, the increased endothelial cell proliferation impacts other cells like 

lymphocytes, monocytes and trophoblasts, and according to their function triggers 

activation of several mechanisms, and in consequence different clinical manifestations in 

APS. These findings allow promoting the use of rapamycin and hydroxychloroquine in 

future research for therapeutics of APS, due to selective inhibition of the two pathways 

activated by aPL in our model. 

 

 



10 
 

1.1 INTRODUCCIÓN 
 

1.2 Generalidades del Síndrome Antifosfolípido. 
 

El SAF es una enfermedad autoinmune caracterizada clínicamente por trombosis y 

morbilidad gestacional, en presencia persistente de aAFL (1), los cuales están dirigidos 

contra fosfolípidos aniónicos de las membranas celulares o proteínas de unión a 

fosfolípidos como la β2 glicoproteína I (β2GPI) (2), la vimentina (3), la protrombina (4) o 

la anexina V (5) las cuales actúan como cofactores para los aAFL. El síndrome es 

además clasificado de acuerdo a la presencia o no de otras enfermedades autoinmunes 

que permite diferenciar el SAF primario (ausencia de otras enfermedades autoinmunes), 

del SAF secundario (cuando se presenta con otra enfermedad autoinmune, 

generalmente LES) (1). 

Los aAFL se presentan entre 1-5% de la población general, sin embargo, la presencia 

de estos no necesariamente se asocia con el desarrollo del SAF, debido a que estos 

pueden ser detectados en condiciones sistémicas como infecciones e incluso con el uso 

de ciertos fármacos (6). La incidencia del SAF es de cinco casos nuevos por cada 

100.000 personas y una prevalencia de 40-50 casos por cada 100.000 personas según 

un estudio en Europa (Euro-phospholipid),en el cual se incluyó una muestra de 1.000 

pacientes con esta enfermedad (7). En Latinoamérica se realizó un estudio siguiendo el 

mismo protocolo del Euro-phospholipid con una muestra de 100 pacientes, donde no se 

encontraron diferencias respecto a la distribución de los aAFL y las manifestaciones 

clínicas presentadas por los pacientes en el estudio europeo (8). En Colombia no existen 

estudios con una cohorte de pacientes amplia, sin embargo en algunos de estos estudios 

realizados en localizaciones específicas del país, muestran un comportamiento similar 

en cuanto a las manifestaciones clínicas y hallazgos de laboratorio (9) 

A nivel clínico, en el SAF la trombosis puede ser arterial o venosa, de pequeños o 

grandes vasos: asociada a accidentes cerebrovasculares 14%, infarto de miocardio 11% 

y trombosis venosa profunda 10% (1, 10). La morbilidad gestacional se presenta como i) 

una pérdida fetal después de la décima semana de gestación con morfología normal; ii) 

partos prematuros antes de la semana 34 asociado a eclampsia, preeclampsia o 
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características de insuficiencia placentaria; iii) tres o más abortos consecutivos antes de 

la décima semana de gestación, descartando causas como anormalidades 

cromosómicas u hormonales (1). Esta distribución de manifestaciones clínicas ha 

permitido distinguir el síndrome antifosfolípido como dos entidades diferentes: el SAF 

vascular cuya manifestación principal es la trombosis y el SAF obstétrico caracterizado 

principalmente por pérdidas gestacionales. 

De acuerdo con los criterios revisados de Sapporo (Sídney, 2006), los aAFL con los que 

se realiza el diagnóstico son el anticoagulante lúpico (AL), los anticuerpos IgG o IgM 

anticardiolipina (aCL) y anti-β2 glicoproteína I (anti- β2GPI). El diagnóstico se realiza con 

al menos un criterio clínico y uno de laboratorio, este último con 12 semanas de diferencia 

entre cada test, debido a que estos anticuerpos pueden producirse en presencia de 

condiciones clínicas como las infecciones, entre otras (1).  

Adicional a estos criterios, existen otros que no han sido considerados para el diagnóstico 

porque aún se desconoce su prevalencia y que se han denominado como no-criterio; a 

pesar de esto han sido tenido en cuenta en estudios, como el realizado en el marco del 

13°Congreso Internacional de Anticuerpos Antifosfolípido en Galveston (TX, USA), 

donde se revisaron diferentes aAFL no-criterio, su mejor forma de detección y su 

asociación con las manifestaciones clínicas del SAF (11) (12).  

Respecto a los anticuerpos no-criterio, se han detectado anti-β2GPI contra dominios no 

clásicos, también contra proteínas implicadas en la coagulación como la trombina, 

anexina y fosfatidilserina. Algunos de estos se han encontrado aumentados en pacientes 

con morbilidad gestacional en ausencia de trombosis, lo cual soporta la idea de la 

existencia de dos entidades clínicas diferentes en el SAF (13).  

La necesidad de estudiar los anticuerpos no-criterio surge de diferentes estudios en los 

que se han encontrado pacientes con un fenotipo de SAF pero que persisten en su 

negatividad para los anticuerpos aceptados para al diagnóstico en los consensos 

internacionales, y se ha sugerido definir a estos pacientes como SAF seronegativos, 

además de la demostrada heterogeneidad de los mismos en cuanto a especificidad y 

función (12). Adicionalmente, existen manifestaciones clínicas no-criterio, entre las que 
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se encuentran el  livedo reticularis, trombocitopenia,  alteraciones renales, neurológicas 

y cardiacas (1). 

1.3 Fisiopatología del SAF. 
 

Los aAFL desencadenan diversos mecanismos a nivel intracelular, lo cual puede 

explicarse por la heterogeneidad de dichos anticuerpos. Esto también puede explicarse 

porque los aAFL se dirigen contra diferentes fosfolípidos y proteínas de membrana, tanto 

plasmática como contra la de organelas, entre las que se incluye la mitocondria (14).  

Dependiendo del antígeno, sea proteico o fosfolipídico, los anticuerpos desencadenan la 

activación de receptores y cascadas de señalización celular de forma patológica, 

alterando los procesos que mantienen la homeostasis, terminando generalmente en 

daño y muerte de las células afectadas (14). 

Los blancos celulares de los aAFL incluyen células trofoblásticas (15), plaquetas (16), 

monocitos (17) y células endoteliales (18). Estos generan una disfunción celular, 

manifestada con trombosis, oclusión vascular no trombótica y morbilidad gestacional (14, 

19-21). Uno de los blancos más estudiados en el SAF han sido las células endoteliales 

debido a su relación directa con la regulación de la homeostasis vascular, dado que, en 

estas células convergen algunos mecanismos relacionados con la generación de 

trombosis, además de la ya demostrada disfunción endotelial en pacientes con SAF 

obstétrico. Se ha evidenciado en diferentes modelos experimentales que estas células al 

estar en presencia de los aAFL inician procesos de disfunción mediada por mecanismos 

como la disminución del óxido nítrico (NO), debido a la activación de receptores de 

membrana como apolipoproteína E receptor 2 (ApoER2), lo cual se asocia con la 

inactivación de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) (22). Esta reducción de 

NO, disminuye la relajación del músculo liso vascular y aumenta el riesgo de trombosis. 

Otro de los mecanismos de daño en células endoteliales es la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), observado en un modelo in vitro de células endoteliales de 

cordón umbilical (HUVEC), las cuales en presencia de los aAFL, aumentaron la 

producción del anión superóxido de origen mitocondrial (23). En otros modelos se ha 

visto la producción de ROS asociado a daño en organelas celulares como la mitocondria 
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(24) y de igual forma, a la disminución de linfocitos Treg, asociado a LES (25). Las ROS 

en el SAF también se han visto relacionadas con procesos inflamatorios, en los cuales 

existe un aumento en la actividad de células como los neutrófilos. En estas células se 

detectó explosión respiratoria y liberación de trampas extracelulares de neutrófilos (NET); 

todo esto relacionado con la activación del receptor tipo toll 4 (TLR4), y de igual manera 

con la trombosis por aumento de trombina de forma dependiente de ADN, el cual está 

presente en altas cantidades en las NET (26).  

En el contexto del metabolismo celular también existen alteraciones mediadas por los 

aAFL, evidenciado en células endoteliales tratadas con anticuerpos de pacientes con 

SAF. En estas células se observó un incremento en la proliferación, principalmente del 

endotelio de la microvasculatura renal, provocando oclusión de los vasos y llevando a 

una coagulopatía no trombótica en pacientes con nefropatía renal asociada a SAF (27). 

Respecto a los mecanismos celulares alterados en el SAF obstétrico, una inadecuada 

función del trofoblasto extravelloso, inducida por los aAFL, altera la remodelación de las 

arterias espirales uterinas. Este último es un proceso importante para el crecimiento 

normal del feto, sobre todo en la segunda mitad de la gestación (28). A este nivel se ha 

observado que el mayor daño no se produce por la trombosis, sino por factores 

proinflamatorios que causan injuria placentaria (28), y por lo tanto un inadecuado 

desarrollo fetal o incluso la muerte en los casos más severos. 

Como se mencionó anteriormente, los mecanismos desencadenados por los aAFL en el 

SAF obstétrico se han visto asociados a eventos inflamatorios más que a los trombóticos, 

y adicionalmente a la presencia de anticuerpos considerados no-criterio (29). Entre estos 

eventos se ha visto la alta producción de citoquinas proinflamatorias en trofoblasto 

extravelloso, lo cual inhibe la migración celular e incrementa la producción y secreción 

de moléculas anti-angiogénicas, de una manera dependiente de TLR4/MyD88 (20).  

A nivel clínico, la evidencia demuestra que las placentas de mujeres con SAF presentan 

más infiltrado celular inflamatorio comparado con mujeres sanas, específicamente en la 

zona de la decidua, lo cual impide una adecuada remodelación de los tejidos 

placentarios, necesario para el normal intercambio de nutrientes entre la madre y el feto 

(30). Sumado a esto, la trombosis placentaria no es el hallazgo más frecuente en estas 
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mujeres y por el contrario se han encontrado desórdenes en la diferenciación de las 

células trofoblásticas, invasión endovascular defectuosa y pobre remodelación de la 

vasculatura materna (31).  

Los aAFL pueden interactuar con los fosfolípidos de membrana de forma directa sin 

necesidad de cofactores. Esto se observó en un estudio in vitro donde se realizaron 

estímulos con aAFL independientes de cofactor sobre monocitos. Allí se demostró la 

importancia de la activación del inflamasoma NLRP3 en el SAF de fenotipo inflamatorio, 

ya que esta activación indujo la producción de ROS por la enzima (NADPH oxidasa) NOX 

y a su vez la  de citoquinas como IL-1β e IL-18 (32).  

Teniendo en cuenta la variedad de mecanismos intracelulares activados por los aAFL, 

se propone evaluar este aspecto desde el contexto de la señalización celular, dado que 

se ha observado que los aAFL pueden activar rutas celulares asociadas al crecimiento, 

proliferación y migración celular. Debido a esto, es importante describir en particular la 

vía fosfatidilinositol 3 quinasa, Akt y el blanco de rapamicina en mamíferos 

(PI3K/Akt/mTOR), ya que este trabajo está enfocado en la descripción de los eventos 

moleculares y funcionales asociados con esta vía al ser activada por los aAFL en células 

endoteliales específicamente, y también de la asociación de esta activación con las 

manifestaciones clínicas en SAF. 

1.4 Vía de señalización PI3K/Akt/mTOR: implicaciones en el metabolismo celular e 

inmunidad. 
 

A nivel intracelular existen diferentes mecanismos por los cuales se regula el crecimiento, 

metabolismo y supervivencia celular. Estos procesos pueden depender de la activación 

inicial de algunos receptores ubicados principalmente en la membrana celular, cuyos 

ligandos son generalmente factores de crecimiento que, dependiendo de su tipo, 

desencadenan la activación de múltiples vías de señalización, regulando así procesos  

celulares para el mantenimiento de  la homeostasis celular (33). A pesar de que la mayor 

parte de la activación de estos receptores se da por factores de crecimiento, también 

puede ocurrir en condiciones como la hipoxia, el estrés metabólico y la suficiencia o no 

de nutrientes (34). 
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Como se observa en la figura 1, la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR tiene en general, 

efectos positivos sobre la proliferación, crecimiento y sobrevida celular, y efectos 

negativos sobre procesos catabólicos en los que se reciclan productos inviables para la 

célula. Estos procesos catabólicos ayudan a controlar procesos crónicos no beneficiosos 

para los tejidos, como la inflamación, la hiperplasia de carácter patológico o la producción 

de ROS que inducen estrés oxidativo, cuya perpetuación termina en degeneración tisular 

y en un desbalance homeostático (35). 

Los principales receptores para la activación de PI3K son los Receptores Tirosina 

Quinasa (RTK, por sus siglas en inglés). Estas son proteínas ubicadas principalmente en 

la membrana celular, donde interactúan con ligandos, que pueden ser factores tróficos 

como la insulina, el factor de crecimiento epidermoide (EGF), el factor de crecimiento 

vascular endotelial (VEGF), entre otros. Los RTK también pueden ubicarse 

intracelularmente y cumplir o no funciones catalíticas de acuerdo a su estructura proteica 

(34). Clásicamente, se ha descrito que estos receptores tienen la capacidad intrínseca 

de autofosforilarse en residuos específicos de tirosina, los cuales a su vez adquieren la 

capacidad de unirse a proteínas con dominios de homología Src 2 (SH2). Una vez las 

proteínas con esos dominios se activan, interactúan con proteínas de andamiaje que 

activan la proteína Rat Sarcoma GTPasa (Ras GTPasa), induciendo así la fosforilación 

y activación de la PI3K (33) (36). 
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Figura 1. Vía PI3k/Akt/mTOR y efectos sobre el metabolismo celular. 

 

Esta vía de señalización tiene como principales efectores, proteínas asociadas al 

crecimiento y proliferación celular, al iniciar el proceso de síntesis de proteínas. Tomado 

de Brian Magnuson Bilgen Eki y Diane C. Fingar. Regulation and function of ribosomal 

protein S6 kinase (S6K) within mTOR signalling networks.Biochem J 2012. 

 

1.4.1 mTOR como activador metabólico. 
 

La PI3K activada induce la producción de fosfoinositol 3 fosfato (PIP3); dicha molécula 

se une a Akt, e induce la exposición de sus sitios de fosforilación como la serina 473, 

que pueden ser activados por proteínas con afinidad para estos sitios. Una de las 

proteínas con afinidad para Akt es mTOR, la cual existe en forma de los complejos 

mTORC1 y mTORC2, y tienen las subunidades raptor y rictor respectivamente que les 
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dan especificidad funcional a los mismos. El complejo mTORC2 posee la capacidad de 

activar Akt y este a su vez activa mTORC1, generando así un efecto de retroalimentación 

positiva (35). De mTORC1 se han descrito diferentes sustratos para inducir cambios en 

el metabolismo celular, tales como el aumento de la proliferación, el crecimiento, entre 

otros. Esto se explica por la activación de proteínas efectoras como el factor de iniciación 

para elongación de proteínas (eIF4E) o la S6 ribosomal (S6RP). Esta última con la 

capacidad de inducir entrada al ciclo celular, crecimiento (entiéndase como aumento de 

volumen celular) y proliferación(37). 

Respecto a la activación de S6RP, se ha observado que también puede ser activado a 

través de la vía de la Proteína Quinasa Activada por Mitógenos (AMPK), mediante la 

fosforilación de  la quinasa S6K2(38). 

1.4.2 mTOR en inmunidad y autoinmunidad. 
 

En el proceso de activación de los linfocitos T, mTOR juega un papel importante, debido 

a que se ha evidenciado que después del reconocimiento del antígeno se presenta una 

alta actividad proliferativa en respuesta a este evento, lo cual es controlado por una gran 

variedad de mecanismos metabólicos que llevan a la diferenciación en subpoblaciones 

de linfocitos T. El papel de mTOR en estos procesos se ha demostrado en ratones knock 

out para este complejo de proteínas, donde se observó que en los linfocitos T ayudadores 

se expresaban marcadores de activación, pero no se observaba una adecuada 

diferenciación sobre todo hacia la subpoblación Th2 y Th17 en respuesta al antígeno, 

evidenciando la importancia de mTOR en el adecuado desarrollo de estas 

subpoblaciones de linfocitos T (39). 

Otra subpoblación de linfocitos afectado por la regulación de mTOR es la del fenotipo 

regulador o Treg. En estos se ha observado que la ausencia de esta proteína induce la 

expresión de los marcadores CD25 y Foxp3, lo cual se relaciona con tolerancia 

inmunológica como respuesta al antígeno. Esta respuesta, en ausencia de mTOR, se 

debe a una deficiencia en la fosforilación de la proteína activadora de transcripción y 

transductora de señales 3 (STAT 3), de modo que induce disminución en la producción 

de IL-12, INF-γ, IL-4 e IL-6 (40). 
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En enfermedades autoinmunes, se ha observado una elevada activación de linfocitos T 

y B, reflejado en la producción de autoanticuerpos y linfocitos T autorreactivos. En el 

caso del LES, estos linfocitos autorreactivos producen anticuerpos contra el ADN de 

doble cadena asociado clínicamente con proteinuria severa por daño renal. En un modelo 

de LES en ratones, se observó indirectamente la activación de mTOR, debido a que el 

tratamiento con rapamicina disminuyó los niveles de autoanticuerpos y de albúmina en 

orina, lo cual se evidenció también por la disminución en la tasa de proliferación de los 

linfocitos T efectores (41). 

1.4.3 Activación de mTOR en SAF. 
 

Los aAFL se dirigen contra fosfolípidos de membrana, directamente o mediante 

cofactores como la β2GPI, y se ha observado una relación directa entre la presencia de 

anticuerpos anti-β2GPI y casos severos de trombosis. Esto se ha explicado por la 

capacidad de unión de esta proteína a receptores de membrana como los TLR, o el 

ApoER2, activando así mecanismos como la producción de ROS, inhibición de proteínas 

anticoagulantes o disminución de NO que aumentan el riesgo de trombosis. Sin embargo, 

en estudios recientes, se ha demostrado un posible mecanismo no asociado a defectos 

en la coagulación, mediante la hiperplasia vascular endotelial patológica que conlleva a 

oclusión de la luz de los vasos sanguíneos, y por ende a desencadenar los eventos 

trombóticos. Este mecanismo se resume en la figura 2, en la cual se observa como los 

eventos trombóticos se relacionan directamente con la tasa de proliferación de las células 

endoteliales, específicamente asociada a una alta activación de mTOR lo cual se 

demostró mediante la actividad de su proteína efectora S6 ribosomal y de Akt, la cual es 

activada por mTORC2 (27). 

De otro lado se ha visto pérdida de la función mitocondrial en el SAF, asociado a la 

activación de mTOR, en modelos murinos que desarrollan aAFL de manera espontánea. 

En este estudio se evidenció disminución en la expresión y activación de la proteína 

relacionada con dinamina (Drp1), que está relacionada con el control homeostático en 

las mitocondrias de hepatocitos, debido a que esta activa el proceso de  mitofagia o 

autofagia mitocondrial. Esta disfunción fue disminuida al tratar los ratones con 

rapamicina, incluso se observó  una disminución de aAFL con este tratamiento (24). 
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En modelos in vitro se encontró una asociación entre la presencia de anticuerpos anti-

β2GPI, la activación de factor tisular y la producción de IL-8 en monocitos, lo cual se 

relaciona con eventos trombóticos e inflamatorios en SAF. También se logró observar 

que en presencia de estos anticuerpos, se aumentaba la activación de mTOR en los 

monocitos, y al adicionar rapamicina, se lograba disminuir tanto la activación de mTOR 

como la del factor tisular y la producción de IL-8, lo cual tiene un significado importante 

respecto a posibles terapias en el SAF trombótico e inflamatorio; esto último relacionado 

con morbilidad gestacional ya que se ha observado que los anticuerpos anti-β2GPI 

interactúan con el TLR4 (induciendo la producción de citoquinas proinflamatorias) y 

receptores asociados al control de la homeostasis celular en trofoblasto extravelloso y 

células endoteliales (21). 

A pesar de los diferentes mecanismos asociados a la activación de mTOR en SAF, aún 

no se ha logrado dilucidar cuál es el receptor que media la activación de la vía PI3K, o si 

pudiera haber una activación directa de mTOR, a través de una alteración en la vía de 

las pentosas en la que se genera un subproducto del metabolismo del triptófano conocido 

como kinurenina; esta interactúa con mTOR directamente y genera su activación, lo cual 

ha sido evidenciado en enfermedades como el LES (42).  

La relación entre el metabolismo celular y mTOR se ha demostrado en otras 

enfermedades no autoinmunes, en especial en el cáncer, donde se evidencia una 

alteración del metaboloma, asociado a cambios en el funcionamiento de organelas como 

la mitocondria, y la activación de mTOR a modo de mecanismo de supervivencia celular. 

Debido a esto, recientemente la mitocondria se ha convertido en uno de los blancos 

terapéuticos para el tratamiento del cáncer (43). 
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Figura 2. Esquema de inducción de hiperplasia endotelial por los aAFL. 

 

Los aAFL al unirse a la membrana celular, por medio de la β2GPI, inducen la activación 

de la via PI3K/Akt/mTOR e inician procesos de proliferación celular patológica que 

generan hiperplasia vascular endotelial y predisponen los pacientes con SAF a eventos 

trombóticos. Tomado y modificado de: Corban MT, Duarte-Garcia A, McBane RD, 

Matteson EL, Lerman LO, Lerman A. Antiphospholipid syndrome: role of vascular 

endothelial cells and implications for risk stratification and targeted therapeutics. Journal 

of the American College of Cardiology. 2017 
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1.5 Mitocondria: papel regulador en homeostasis y disfunción en autoinmunidad. 
 

Una de las funciones mitocondriales es la producción de ATP, y consecuentemente de 

producción de energía en la célula; debido a esto y a otras funciones como la 

señalización vía ROS y la regulación del calcio intracelular, la mitocondria tiene un papel 

importante en la regulación de la homeostasis celular. Diferentes enfermedades se han 

relacionado con disfunción o alteración en las funciones de esta organela; un ejemplo de 

esto se ha observado en enfermedades como el cáncer, específicamente en modelos in 

vivo de ratones susceptibles a desarrollar melanomas por sobreactivación de la proteína 

Ras, de la cual se conoce su importancia en la activación de la PI3K. En este modelo se 

evidenció  un aumento de la actividad mitocondrial con un aumento del consumo de 

oxígeno y liberación de subproductos del ciclo de Krebs en paralelo a la activación de 

mTOR, del cual ya se describieron sus efectos positivos en la sobrevida y proliferación 

celular, procesos que se aumentan durante el crecimiento tumoral (44). 

En el LES se ha demostrado también la importancia de la función mitocondrial, como fue 

descrito en un estudio usando un modelo de ratones susceptibles a esta enfermedad. En 

este modelo, sumado a un incremento en la proliferación de linfocitos, se observó 

producción de aAFL, entre ellos anti-cardiolipina (aCL), asociado a defectos en la función 

mitocondrial, por daño en el complejo II de la cadena transportadora de electrones e 

hiperpolarización mitocondrial. Estos defectos en la función mitocondrial también se 

relacionaron con la ausencia de mecanismos reguladores como la mitofagia. Lo último 

se ha evidenciado por la disminución de proteínas relacionados con estos procesos 

(Drp1) y un aumento en el número de mitocondrias (algunas de estas posiblemente 

inviables) al interior de la célula. Esto lleva a pensar que mecanismos de reciclaje celular, 

como la autofagia, son necesarios para mantener un ambiente libre de productos 

inviables que pueden inducir estrés celular y la producción de autoantígenos que llevan 

a la producción de autoanticuerpos (como aCL), derivados de mitocondrias dañadas, lo 

cual promueve el  desarrollo de enfermedades autoinmunes (24). 
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1.6 Autofagia: ¿un mecanismo regulador de la homeostasis celular que debe ser 

modulado? 
 

La autofagia es un mecanismo celular catabólico y evolutivamente conservado; es el 

principal proceso por el cual se degradan organelas y detritos celulares inviables y ayuda 

a mantener la homeostasis celular. En este mecanismo se involucran una serie de 

vesículas de doble membrana, que en su fase madura se conocen como autofagosomas, 

los cuales se fusionan con lisosomas, para así formar autofagolisosomas, donde se 

degrada el contenido de los mismos (45). 

Existen tres tipos de autofagia: a) microautofagia; b) autofagia mediada por chaperona; 

y c) macroautofagia; esta última siendo la mejor caracterizada y de la cual se ocupa este 

texto, por lo tanto, se hará referencia a este mecanismo, simplemente como autofagia. 

Hay diferentes genes que codifican para las proteínas envueltas en la autofagia, 

conocidos como genes relacionados con la autofagia (Atg´s), identificados inicialmente 

en levaduras, y algunos de los cuales se conservan en mamíferos (46). Este proceso 

puede dividirse en tres fases: iniciación, nucleación y expansión, en los cuales 

intervienen diferentes complejos de proteínas ATG.  

Inicialmente se requiere la formación del complejo ULK, encontrándose proteínas como 

UNC51 Ser/Thr tipo quinasa 1 y 2 (ULK1 y 2), ATG13, familia de quinasas de interacción 

con FAK (FIP200) y ATG101, que se activan principalmente por estímulos como la 

deprivación de nutrientes (47). Este complejo es reclutado al sitio de iniciación de la 

formación de la doble membrana, donde se forman los vestigios de los autofagosomas, 

conocidos como membranas de aislamiento o fagóforos, derivados principalmente de 

retículo endoplásmico (ER), pero también de proteínas asociadas a mitocondrias y 

aparato de Golgi. A este sitio se reclutan proteínas PI3K clase III conocidas como el 

complejo Beclin-1, el cual es regulado por ULK y la proteína de linfoma de células B (Bcl-

2); esta última relacionada con la regulación de procesos apoptóticos a través de la 

permeabilización de la membrana externa mitocondrial. 

Una vez reclutadas estas proteínas, se asocia el complejo ATG16L, que específicamente 

interactúa con la membrana de aislamiento y funciona como un sistema tipo ubiquitina 
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que se encarga de generar una lipidación en la proteína asociada a microtúbulos LC3, la 

cual  se une a una molécula de fosfatidiletanolamina (LC3-PE) generando así un cambio 

conformacional que le permite al autofagosoma entrar en su fase madura y de expansión, 

para luego fusionarse con lisosomas a través de proteínas asociadas a membrana 

lisosomal (LAMP). Este mecanismo de degradación celular se resume en la figura 3, 

donde se describe paso a paso el proceso de formación y maduración de los 

autofagosomas. 

La autofagia se ha descrito clásicamente como un proceso de degradación dependiente 

de lisosomas, sin embargo, puede haber situaciones, en las que no se genera esta 

degradación por disrupción de las vesículas, y se toman vías alternas entre las cuales la 

más estudiada es la vía secretoria. En esta vía secretoria juega un papel importante el 

sistema de endomembranas en el cual se interrelacionan organelas como el retículo 

endoplásmico, el aparato de Golgi, los lisosomas y la membrana plasmática. Esto se ha 

demostrado específicamente por los mecanismos compartidos entre la biogénesis de los 

exosomas y la autofagia en diferentes contextos celulares, como en la fisiología del 

cáncer o las enfermedades neurodegenerativas, en las cuales juegan un papel 

importante los sistemas del control de homeostasis celular y la secreción de 

vesículas(48). En el contexto de la homeostasis, la autofagia participa tanto de forma 

positiva como negativa, y se ha demostrado que el exceso o déficit de esta, se relaciona 

con procesos patológicos al activarse como un mecanismo de supervivencia celular (49).  
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Figura 3. Autofagia como mecanismo celular degradativo. 

 

La autofagia es un mecanismo de degradación celular que implica la activación de 

complejos de proteínas relacionados con la formación de vesículas de doble membrana 

conocidos como autofagosomas, estos se fusionan con lisosomas y generan hidrolasas 

al interior de estas para degradar y reciclar partes del citoplasma. Tomado de Shusaku 

T Shibutani, Tatsuya Saitoh, Heike Nowag, Christian Münz & Tamotsu Yoshimori, 

Autophagy and autophagy-related proteins in the immune system, Nature 

Immunology 2015. 

 

1.6.1 Inflamación: ¿un mecanismo activador o inhibidor de a autofagia? 
 

Otro mecanismo importante de supervivencia celular es la inflamación, la cual involucra 

aspectos de la inmunidad innata y adaptativa, y se activa por diferentes estímulos como 

trauma, infección por patógenos, agentes físicos (radiación UV, rayos X), entre otros. La 

inflamación juega un papel protector y a su vez destructivo, debido a que inicialmente se 

producen cambios hemodinámicos y sustancias que controlan la entrada y actividad de 

microorganismos patógenos en el sitio donde se produce la injuria, sin embargo, la 

excesiva actividad del sistema inmune en el contexto inflamatorio permite que se afecten 

los tejidos circundantes por la exacerbada actividad celular y humoral. En la inflamación 

se ha visto implicada la autofagia como un mecanismo de control que regula funciones 

https://www.nature.com/ni
https://www.nature.com/ni
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como  producción de citoquinas proinflamatorias, fagocitosis, presentación de antígenos 

por el CMH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) clase II, modulación y 

supervivencia de macrófagos, entre otros (45). 

Existen mediadores inflamatorios que pueden promover la activación de autofagia a 

través de diferentes vías de señalización, como es el caso del factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α) que induce la expresión de los genes LC3, Beclin-1 y Atg7, y de igual forma 

inhibe la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR, inhibiendo así la proliferación celular. De 

este mismo modo se activan procesos de autofagia asociados a apoptosis cuando estos 

genes se sobreexpresan (50). Adicionalmente, en células de la inmunidad innata como 

los macrófagos, se ha visto implicada la autofagia como un mecanismo que potencia la 

actividad fagocítica, al aumentar la supervivencia y disminuir procesos de apoptosis, en 

este caso asociado al uso de mediadores lipídicos que regulan a su vez procesos 

inflamatorios. Particularmente la actividad autofágica en estas células no se observa 

como dependiente de la inhibición de mTOR con rapamicina, lo que lleva a pensar que 

pueden activarse vías no clásicas en autofagia y además puede haber una coexistencia 

entre la activación de mTOR y procesos autofágicos (51). 

En autoinmunidad se ha visto implicada la autofagia como un mecanismo que regula 

diferentes procesos patológicos, que en general llevan las células a un estado de estrés, 

donde se ven afectadas, de forma específica, organelas tales como la mitocondria o el 

retículo endoplásmico.  

En el SAF la autofagia ha sido poco estudiada y se ha visto asociada al control de la 

respuesta inflamatoria(20), lo cual realiza la importancia de realizar más estudios acerca 

de la activación de este mecanismo, dada su relación con la actividad de proteínas como 

mTOR, del cual se conocen sus implicaciones en la respuesta inflamatoria. En otras 

enfermedades autoinmunes como el LES en el cual se puede presentar positividad para 

aAFL se demostró, por estudios in vitro y clínicos, que la desregulación en los procesos 

autofágicos, lleva a la pérdida de control de la actividad inmunológica y esta ha sido 

asociada tanto a factores genéticos como a condiciones medio ambientales; además se 

evidenció un papel importante en la inhibición de mTOR con rapamicina (un inductor de 

autofagia) en el tratamiento de los pacientes con esta patología (49). 
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1.7 Lipoxinas inducidas por aspirina (ATL) como moduladoras de la respuesta 

inflamatoria. 
 

Uno de los medicamentos usados en enfermedades autoinmunes, específicamente en 

el SAF obstétrico, es la aspirina, debido a sus efectos antiinflamatorio y antiagregante 

plaquetario, ya que posee la capacidad de inhibir las enzimas ciclooxigenasas 1 y 2 

(COX-1 y -2). Esto se traduce en reducción de los eventos trombóticos e inflamatorios, 

que en el contexto de la gestación, logran disminuir la tasa de morbilidad, previniendo 

pérdidas fetales y restricción de crecimiento intrauterino, entre otras alteraciones de la 

gestación (52). 

En modelos murinos, los aAFL inducen alteraciones de la gestación como la reabsorción 

fetal, relacionada con abortos recurrentes, sin embargo al tratar los ratones a los cuales 

se les inducen los aAFL con bajas dosis de aspirina, se disminuyó la tasa de reabsorción 

fetal sumado a una recuperación del peso de los embriones a un rango normal, 

comparado con los no tratados con aspirina (53). 

Las propiedades anti-inflamatorias de la aspirina se dan gracias a su capacidad de inhibir 

la acción de las ya mencionadas (COX) -1 y -2, impidiendo la síntesis de prostaglandinas 

y tromboxanos. Sin embargo, también han sido ampliamente descritos los efectos de la 

aspirina por la acetilación de la COX-2, lo cual redirecciona su actividad catalítica, para 

que a partir del ácido araquidónico,  se produzca el intermediario 15-(R)-HETE (15-R-

hidroxi-eicosa-tetraenoico), el cual por biosíntesis transcelular, es tomado por la 5-

lipoxigenasa derivada de neutrófilos y convertido en 15-epi-LXA4 o lipoxinas inducidas 

por aspirina (ATL) (54).  

En modelos de trofoblasto, se evaluó la modulación de los efectos de los aAFL por las 

ATL y se encontró que revertían los efectos negativos sobre la migración trofoblástica -

el cual es un factor importante para la adecuada remodelación de las arterias espirales 

uterinas- además de restaurar la  interacción entre células endoteliales y trofoblásticas, 

también afectada por los aAFL (55). 
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En condiciones como la preeclampsia, caracterizada por hipertensión y proteinuria en el 

período de la gestación, se ven aumentados procesos inflamatorios y de activación 

endotelial, lo cual puede explicar las condiciones clínicas de las pacientes (56). A nivel 

molecular se ha visto un aumento en la cantidad de citoquinas proinflamatorias y anti-

angiogénicas, en modelos in vitro de células endoteliales estimuladas con plasma de 

mujeres con preeclampsia. En este mismo estudio se observó que al tratar estas células 

con ATL, disminuyeron algunos parámetros que se vieron aumentados por estos 

plasmas, como  la adhesión de monocitos al endotelio que es un indicador de inflamación 

(57). 

En la resolución de la inflamación, las células como los macrófagos tienen un rol 

importante, ya que por medio de procesos como la eferocitosis, evitan la acumulación de 

detritos celulares que pueden ocasionar injuria a los tejidos, por la generación de 

patrones moleculares asociados a daño (58). En macrófagos murinos se probaron las 

ATL, y se demostró que disminuían procesos de apoptosis, lo cual incrementó su 

supervivencia. Otras moléculas con características similares a las ATL respecto a los 

mecanismos antiinflamatorios, son las resolvinas, las cuales se generan a partir del ácido 

docosahexaenoico (DHA), y se demostró que en este mismo modelo, indujeron procesos 

de autofagia, de la cual se sabe es un mecanismo de supervivencia celular y que se 

encuentra involucrada en el control de la respuesta inflamatoria (51). 

Teniendo en cuenta lo anterior, y que las células endoteliales son un blanco importante 

para los aAFL, planteamos el modelo representado en la Figura 1: Los aAFL de pacientes 

con SAF inducen daño mitocondrial en células endoteliales, por lo que puede generar 

cambios en el potencial de membrana como la hiper o despolarización, llevando a un 

aumento en la producción y liberación de ROS que a su vez generan la activación de 

mTOR y la autofagia como mecanismos de supervivencia. Los aAFL también inducen un 

incremento en la producción de moléculas inductoras de apoptosis y aumento de 

moléculas procoagulantes y proinflamatorias; esto último asociado a la activación del 

inflamasoma NLRP3 y el complemento, que en general promueven estrés celular que 

pueden activar o inhibir mecanismos de rescate como la autofagia, lo cual lleva a la célula 
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a un estado de estrés metabólico, que a nivel clínico se manifiesta como aumento de 

inflamación y trombosis. 

 

Figura 4. Modelo celular de inducción de inflamación y trombosis por los aAFL. 

 

Los aAFL interactúan directa o indirectamente con los fosfolípidos de membrana y 

activan mecanismos celulares de daño como: alteración de la función mitocondrial, 

activación patológica de mTOR, producción de moléculas protrombóticas e inducción de 

eventos inflamatorios, que tienen efectos sobre la autofagia lo cual puede llevar a la 

célula a un estado proinflamatorio y protrombótico. Imagen: Carlos Mario Rodríguez C. 

 

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Los aAFL inducen en células endoteliales, activación de mecanismos proinflamatorios y 

protrombóticos, mediante la alteración mitocondrial, proliferación celular y autofagia, lo 

cual puede ser modulado por las ATL. 
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2.1 Objetivo General. 
 

Evaluar la participación del potencial mitocondrial, la actividad del complejo mTORC1 y 

la autofagia, en la fisiopatogénesis del SAF y la modulación por las lipoxinas inducidas 

por aspirina. 

2.2 Objetivos específicos. 
 

1. Determinar el efecto de los aAFL sobre la función mitocondrial, la acidificación 

lisosomal, la proliferación celular y la producción de citoquinas proinflamatorias en 

células endoteliales como procesos inductores de inflamación y trombosis. 

2. Determinar la actividad de mTORC1 y la expresión de proteínas involucradas en la 

formación de autofagosomas en las células endoteliales tratadas con aAFL como 

marcadores moleculares de los mecanismos evaluados en el objetivo # 1.                  

3. Evaluar el efecto de las ATL en los parámetros evaluados en el objetivo #1, la actividad 

de mTORC1 y la autofagia en presencia de los aAFL. 

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

Estudio de corte transversal, donde se evaluó en un modelo in vitro de células 

endoteliales, el efecto de los aAFL sobre marcadores de función mitocondrial, lisosomal 

y de proliferación celular. De igual forma, se evaluaron algunos marcadores moleculares 

de proliferación celular y autofagia, así como la producción de algunas citoquinas 

proinflamatorias. Por último, se determinó el efecto modulador de las ATL sobre los 

marcadores que se encontraron alterados por los aAFL. 

3.1 Población de estudio. 
 

En el estudio participaron 50 mujeres, ninguna de estas en embarazo con los siguientes 

criterios de inclusión: antecedentes clínicos de trombosis y morbilidad gestacional 
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(MG/TV+) o de trombosis aislada (TV+), y positividad de alguno de los aAFL aceptados 

en los criterios de Sapporo. Se incluyó otro grupo de mujeres con antecedente de criterios 

clínicos de morbilidad gestacional sola, negativas para los aAFL criterio, pero positivas 

para algunos de los aAFL no-criterio, que según la literatura se pueden denominar como 

seronegativas (MG-SN) (12) (59). 

Como grupos control se incluyeron mujeres con morbilidad gestacional sola (MG) y 

mujeres con éxito gestacional comprobado y sin complicaciones en los embarazos 

previos, designado como suero humano normal (SHN), ambos grupos negativos para los 

aAFL, tanto criterio como no-criterio. Todos los grupos tenían un n=10. El tamaño de la 

muestra se calculó a conveniencia, debido a la ausencia de datos acerca de la 

prevalencia del SAF en el país, y por la dificultad de captar un número grande de 

pacientes que cumplan criterios de trombosis o morbilidad gestacional y que sean 

positivas para los aAFL mencionados. 

Las pacientes fueron captadas en la consulta médica del Programa Aborto Recurrente 

del Grupo Reproducción de la Facultad de Medicina, de la Universidad de Antioquia y en 

la Clínica de Anticoagulación del Hospital San Vicente Fundación, Medellín, Colombia. 

Las mujeres sanas se contactaron entre la población general de la Universidad de 

Antioquia. Todas las mujeres aceptaron voluntariamente participar en el estudio y 

firmaron el consentimiento informado aprobado por el Comité de Ética del Instituto de 

Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia acta 

001, de 1 de febrero de 2018, y que se acoge a la declaración de Helsinki (octubre 3 de 

2000) y las normas del Ministerio de la Protección Social de Colombia (Resolución 8430 

de 1993) en los que se exige el respeto de los derechos y la dignidad de los pacientes, 

sin manipulación o alteración de la información en el manejo de las historias clínicas. 

Este estudio se clasificó con riesgo mínimo.   

Como criterios de exclusión del estudio se tuvieron: la negativa de la paciente, médico 

tratante o familiares para participar en el estudio; mujeres con otras enfermedades 

asociadas como infecciones, diabetes, cáncer o cualquier otra enfermedad crónica 

diferente a las enfermedades autoinmunes LES y artritis reumatoidea, debido a la 

inclusión de pacientes con SAF secundario.  
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 3.2 Obtención de las muestras de sangre. 
 

De cada una de las participantes del estudio, se recolectó sangre venosa periférica en 

tubo sin anticoagulante (Fenwal, Estados Unidos) y en un tubo con citrato de sodio a 

3,2% (Fenwal, Estados Unidos) como anticoagulante. La sangre del tubo sin 

anticoagulante se centrifugó a 460g por 10 minutos para separar el suero de la masa 

celular, y el tubo con anticoagulante se centrifugó a 2.268g por 10 minutos dos veces 

para separar el plasma. Los sueros se almacenaron a -80ºC hasta su uso, y el plasma 

se utilizó fresco. Ninguna de las participantes se encontraba en embarazo al momento 

de la toma de las muestras. 

 

3.3 Determinación de los anticuerpos antifosfolípidos aceptados en los criterios 

revisados de Sapporo. 
 

En todos los sueros se midieron los anticuerpos IgG anti-cardiolipina por el estuche 

comercial Anticardiolipin Antibodies (Biosystem, España), y los anticuerpos IgG anti-β2 

glicoproteína I por el estuche comercial Aeskulisa ß2-Glyco-GM (Aesku Diagnostics) y el 

estuche comercial Imtec- ß2-glycoprotein I (Human, Alemania), siguiendo las 

instrucciones de los fabricantes.  

Para la determinación del anticoagulante lúpico en plasma, se siguieron las 

recomendaciones de la CLSI (The Clinical and Laboratory Standards Institute) (60). Se 

utilizó APTT-SP (Instrumentation Laboratory, USA), para evidenciar la dependencia de 

los anticuerpos a los fosfolípidos, y para la detección del AL con el tiempo de víbora de 

Russell se utilizó dRVVT screen y dRVVT Confirm (Instrumentation Laboratory).  

  

3.4 Determinación de los anticuerpos antifosfolípidos no-criterio. 
 

Como se mencionó previamente, diferentes estudios presentan pacientes 

manifestaciones clínicas de SAF con persistente negatividad para los anticuerpos 

aceptados como criterio diagnóstico en los consensos internacionales. Por lo tanto, se 

evaluaron los anticuerpos antifosfolípidos no-criterio, además de aCL.como un tipo de 

control entre las pruebas ya que se sugiere la presencia de anticuerpos aCL no 
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dependientes de β2GPI. Se evaluaron los anticuerpos IgG contra los siguientes 

fosfolípidos: cardiolipina, fosfatidilglicerol, ácido fosfatídico, fosfatidilserina, 

fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol utilizando un ELISA estandarizado en el 

laboratorio a partir de la técnica publicada por Kwak y cols (23) (61). A microplatos en U 

Maxisorp NuncTM (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) se adicionaron 30 µL de 

una suspensión de 50 µg/mL de cardiolipina en etanol (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 

o 50 µg/mL en metanol de los otros cinco fosfolípidos mencionados (Sigma-Aldrich).  

Los platos se dejaron secar a 4°C durante 18 horas, luego se lavaron con una solución 

de buffer fosfato salino, PBS (Gibco, Estados Unidos) y se bloquearon con una solución 

10% de suero bovino adulto (Gibco) en PBS (SBA-10%), durante 90 minutos a 

temperatura ambiente protegidos de la luz. Después de otro lavado con PBS, se 

agregaron por duplicado, 50 µL de los sueros de las pacientes a una dilución 1:50 en 

SBA-10%, se incubaron 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad y después se 

lavaron tres veces con PBS. Se agregaron 50 µL del segundo anticuerpo anti-IgG 

humana conjugado con fosfatasa alcalina (Invitrogen, Estados Unidos) a una dilución 

1:1000 en SBA-10%, se incubaron por 90 minutos y se lavaron como se indicó 

anteriormente. Se agregaron 50 µL de la solución reveladora de paranitrofenilfosfato 

(Sigma-Aldrich) a 1mg/mL en solución sustrato (dietanolamina 10%, MgCl2 0,005% y 

azida de sodio 0,02%, pH 9,8).  

La reacción se detuvo con 50 µL de una solución 3M de NaOH.  La densidad óptica (DO) 

de cada pozo se determinó en un lector de microplatos de Elisa Multiskan FC (Fisher 

Thermo Scientific) a una longitud de onda de 405-410 nm. En cada plato se incluyó un 

blanco con solución de revelado y solución de parada, un control positivo y un control 

negativo para cada uno de los antígenos. Además, se incluyó un control de unión 

inespecífica de los sueros, sembrando cada uno de los sueros en un pozo sin antígeno 

cuyo valor se resta del promedio de las DO de las muestras.  

Para clasificar a las mujeres como positivas para cualquiera de los anticuerpos 

antifosfolípidos, estas debían presentar resultados positivos en dos ocasiones, con un 

intervalo mínimo de 12 semanas. Los valores positivos de cada una de las pruebas se 

especifican en la Tabla 1. 
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3.5 Aislamiento y cultivo de Células Endoteliales de Venas de Cordón Umbilical 

Humano (HUVEC). 
 

Las células HUVEC se obtuvieron a partir de cordones umbilicales de placentas, 

provenientes de mujeres embarazadas a término, con parto vaginal o por cesárea, con 

desarrollo gestacional normal y luego de firmar un consentimiento informado aprobado 

por el comité de ética en las instituciones de salud donde fueron recolectados. 

Previo al aislamiento, se preservaron los cordones a 4°C para luego realizar lavados con 

PBS sin Ca++ ni Mg+ (Gibco), adicionando 50 μg/gentamicina (Genfar, Colombia), 100 

U/mL penicilina (Sigma-Aldrich) y 0,25 µg/mL de fungizona (Vitalis, Colombia) con el fin 

de remover coágulos, restos de sangre y detritos y prevenir la contaminación de las 

células obtenidas. Siguiendo el protocolo previamente establecido en nuestro laboratorio 

(62), se realizó punción de la vena umbilical con aguja pericraneal #21 y se perfundió 

con PBS más antibióticos ocluyendo el extremo distal con pinzas portaagujas, 

asegurando que el PBS no se escapara por perforaciones de la vena. Posterior a esto 

se descartó el líquido y se perfundió con 5 a 7 mL de colagenasa tipo I (Invitrogen) a una 

concentración de 100 μg/mL, calentada previamente a 37°C por 15 min.  

Se incubó el cordón por 20 min a 37°C y se recuperó el contenido de la vena masajeando 

suavemente, para complementar la digestión enzimática de forma mecánica. Este 

contenido se centrifugó a 50g por 5 min a 22°C; el sobrenadante se descartó y el pellet 

obtenido se resuspendió en frascos de cultivo de 75 cm2 con filtro, marca Nunc (Thermo 

Fisher Scientific) con 10 mL de medio de cultivo basal de células endoteliales 

suplementado con factores de crecimiento (extracto de cerebro bovino, factor de 

crecimiento epidermal, hidrocortisona y 2% de suero bovino fetal (SBF) (Promocell, 

Alemania), más los antibióticos usados con el PBS. Los frascos se mantuvieron en una 

incubadora de CO2 al 5%, humedad relativa 50-80% y 37°C durante 4 horas. Para 

optimizar el cultivo, se realizaron lavados con PBS más antibióticos para retirar 

eritrocitos, detritos y células no adherentes. Se dejaron nuevamente en medio de cultivo 

para células endoteliales hasta llegar a una confluencia del 100%. Las células se usaron 

entre los pases 1 y 2 para los ensayos posteriores. 
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3.6 Determinación de la pureza de las células endoteliales. 
 

A los cuatro días de cultivo se evaluó la pureza de las células endoteliales, mediante la 

detección de la expresión de la molécula de adhesión CD31 o molécula de adhesión 

celular endotelial plaquetaria 1 (por su sigla en inglés, PECAM-1). La molécula CD31 es 

útil para evaluar la pureza de las células endoteliales, debido a que es una glicoproteína 

constitutiva de estas, que les proporciona estabilidad en la monocapa y adhesión 

intercelular. La expresión de la molécula CD31 se determinó por citometría de flujo para 

lo cual las células se marcaron con IgG anti-CD31 conjugado con FITC (Thermo Fisher 

Scientific) con un control de isotipo IgG anti-humano con FITC (BioLegend Estados 

Unidos) y los núcleos fueron teñidos con yoduro de propidio (IP) (Thermo Fisher 

Scientific). Las lecturas de citometría se realizaron en el citómetro de flujo LSR Fortessa 

(Becton Dickinson, Estados Unidos); se adquirieron 10.000 eventos en cada una de las 

lecturas realizadas. Para el análisis de los datos se usó el software FlowJoTM versión 7.6 

(Becton Dickinson). 

3.7 Purificación de las IgG de los sueros de las mujeres de los grupos de estudio.   

 

Previo al proceso de aislamiento de la IgG policlonal, se cuantificó la cantidad de proteína 

de cada pool de sueros de los grupos de estudio, para cargar 25 mg de proteína en cada 

columna. Esta cuantificación se realizó con el método de ácido bicinconínico con el 

estuche comercial BCA (Pierce Biotechnology, Estados Unidos) y se realizó la lectura en 

el espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).  

El pool de las muestras de suero se centrifugó y se filtró a través de membranas de 0,2 

µm, previamente a la purificación de IgG por cromatografía de afinidad con proteína G-

Sefarosa usando el kit MAb Trap™ (GE Healthcare, Estados Unidos). La solución de 

suero diluido 1:1 con el tampón de unión del kit se pasó a través de la columna a una 

velocidad de 1 gota por segundo, después se adicionó el buffer de unión para eliminar 

las uniones inespecíficas y finalmente, con el tampón de elución suministrado en el 

estuche comercial, se obtuvieron las IgG unidas a la columna. Se cuantificó la 

concentración de proteínas por Nanodrop, y los títulos de anticuerpos antifosfolípidos por 

un ELISA tipo sandwich en cada preparación de IgG. Las IgG obtenidas se almacenaron 
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a -20°C (usualmente entre 3 y 6 meses) hasta su uso. Adicionalmente, para descartar la 

presencia de endotoxinas en las muestras, se realizó el ensayo de lisado de amebocitos 

con el estuche comercial Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000™ (Lonza, Estados 

Unidos).  

3.8 Verificación de la integridad de las IgG. 
 

La integridad de las IgG se determinó por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 

10% en condiciones reductoras. Una muestra de 30 µg de IgG de cada uno de los grupos 

de estudio se mezcló en una relación 5:1 (vol/vol) con buffer de carga con β-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), glicerol 30% (Amresco, Estados Unidos), azul de 

bromofenol 0,25% (Merck-Millipore, Alemania) y dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% 

(Amresco), y se calentaron a 100ºC por 10 minutos para desnaturalizarlas según el 

procedimiento descrito por Laemlii en 1970 (63). Se sembraron 30 µL de la suspensión 

correspondiente a 30 µg de proteína y el tiempo del corrido electroforético fue de 2 horas 

a 90 voltios. Posteriormente se realizó tinción del gel con 0.1% de azul de Coomassie y 

se evaluaron las bandas correspondientes a las cadenas pesadas y livianas de las IgG 

con el marcador de peso molecular KaleidoscopeTM (Bio-Rad, Estados Unidos). Como 

control, se realizó el corrido electroforético de las IgG en un gel de poliacrilamida al 10% 

en condiciones no reductoras. 

3.9 Determinación de marcadores de función mitocondrial, lisosomal y 

proliferación celular. 

 

3.9.1 Evaluación del potencial de membrana mitocondrial con DIOC-6 por 

citometría de flujo. 

 

El DIOC-6(3) (3,3'-Dihexyloxacarbocyanine Iodide) (Invitrogen), es una sonda 

catiónica y lipofílica permeable a las células, que emite fluorescencia verde la cual es 

selectiva para las mitocondrias de células vivas, cuando es usado a bajas 

concentraciones. A pesar de esto la concentración debe ser estandarizada dependiente 

del tipo celular a evaluar (64, 65).  
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Inicialmente se sembraron 5x104 células HUVEC en platos de poliestireno de 24 pozos 

(Corning ®, Estados Unidos) con medio para células endoteliales, hasta obtener una 

confluencia del 90-100%. Luego se retiró el medio y se realizaron estímulos con 250 

μg/mL de la IgG de cada uno de los grupos de estudio en un volumen total de 300 μL en 

medio Opti-MEM (Gibco). Como control positivo se usó 500 ng/mL de TNF-α (Thermo 

Fisher Scientific); como control negativo se usaron células en estado basal con medio 

Opti-MEM, todo en presencia o ausencia de 100 nM de ATL comercial 15(R) LXA4 

(Cayman Chemical, Estados Unidos); se incluyó el control del vehículo para las ATL, que 

en este caso fue etanol 3,5% (J.T. Baker, Estados Unidos).  

Después de 24 horas del estímulo, se realizaron dos lavados de las células con PBS y 

se desprendieron con 80 μL de tripsina al 0,025% (Sigma-Aldrich) por 2 min, la cual se 

inactivó con medio de cultivo para células endoteliales. El contenido de los pozos se 

depositó en tubos de citometría (Becton Dickinson), se realizó un lavado por 

centrifugación a 580g por 5 min con 600μL de PBS, y a cada tubo se le agregaron 0,45 

μL de DIOC-6 de una solución stock a 2uM más 0,06 ng/μL de IP en un volumen total de 

300 μL. Las lecturas se realizaron en el citómetro de flujo LSR Fortessa (Becton 

Dickinson) y se adquirieron 10.000 eventos. Para el análisis de los datos se usó el 

software FlowJo versión 7.6.  

3.9.2 Evaluación de la acidificación lisosomal con Lysotracker Green por citometría 

de flujo. 
 

Lysotracker Green DND-26 TM (Thermo Fisher Scientific) es una amina básica con 

fluorescencia verde que tiñe compartimentos celulares ácidos en células vivas con 

excitación/emisión Máx. 504/511 nm.  

Las células fueron sembradas en platos de 24 pozos siguiendo el protocolo mencionado 

anteriormente para DIOC-6 con los mismos estímulos, y usando como control positivo 

rapamicina (Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos) a una concentración de 5μM. 

Las células se tiñeron con una solución de Lysotracker Green a 25 nM (concentración 

definida en el proceso de estandarización) en PBS. Las lecturas se realizaron en el 
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citómetro de flujo LSR Fortessa (Becton Dickinson) y se adquirieron 10.000 eventos. 

Para el análisis de los datos se usó el software FlowJo versión 7.6.  

3.9.3 Evaluación de la proliferación celular con Ki-67 e IP por citometría de flujo. 
 

Se describen cuatro fases del ciclo celular: G1, S, G2 y M en las cuales la cantidad de 

ADN es variable, y aprovechando esto, se han usado sondas con especificidad para 

componentes nucleares como el IP, Hoechst o DAPI las cuales emiten fluorescencia que 

puede ser detectada por técnicas como la microscopía de fluorescencia o la citometría 

de flujo. Ki-67 es un antígeno nuclear de proliferación ampliamente usado en el 

diagnóstico del cáncer ya que es un predictor de entrada al ciclo celular y es un marcador 

específico de proliferación. Posee  baja expresión en las fases G1 y S, pero se aumenta 

en mitosis (66). 

Las células HUVEC se sembraron como se indicó anteriormente y se estimularon con 

250 ug/mL de IgG por 24 horas, teniendo como control positivo factor de crecimiento 

epidermal (EGF, Thermo Fisher) 20 ng/mL y como control negativo rapamicina 5 μM. Las 

células fueron desprendidas con tripsina, fijadas y permeabilizadas con una solución de 

etanol-metanol 1:1 (vol/vol) durante 5 min. Posteriormente se realizaron tres lavados con 

600 μL de PBS por centrifugación a 580g por 5 min y se adicionó al pellet 200 μL de IP 

a una concentración de 50 μg/mL, se incubó por 20 min, se realizó lavado nuevamente 

con PBS y se adicionaron 3 μL de anticuerpo IgG anti-Ki-67 conjugado con FITC (BD 

Biosciences, Estados Unidos) en 300 μL de PBS. Las lecturas se realizaron en el 

citómetro de flujo LSR Fortessa (Becton Dickinson) y se adquirieron 10.000 eventos. 

Para el análisis de los datos se usó el software FlowJo versión 7.6. 

3.10 Determinación de marcadores moleculares de proliferación y autofagia.  

 

3.10.1 Evaluación de expresión y fosforilación de S6 ribosomal. 
 

La S6RP es un componente de la subunidad ribosomal de eucariotas 40S, y hace parte 

de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR. Sus efectos celulares se dan por la integración 

de diversas señales que dan como resultado efectos positivos sobre la biosíntesis de 

proteínas, crecimiento celular y proliferación. Su activación se da mediante la 
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fosforilación en Ser 235/236 por la proteína S6 quinasa (S6K), como consecuencia de la 

activación del complejo mTORC1. 

Para evaluar la expresión y fosforilación de S6 en células HUVEC, se sembraron 105 

células en platos de 24 pozos en medio de cultivo para células endoteliales hasta 

alcanzar confluencia del 90-100% y se pusieron en ayuno por 6 horas en medio Opti-

MEM (Gibco) sin suero bovino fetal para eliminar factores de crecimiento presentes en 

el medio para celulas endoteliales. Se realizaron estímulos por 1 hora con 250 μg/mL de 

IgG de las mujeres incluidas en el estudio además del tratamiento con 100 nM de ATL; 

como control positivo se usó 20 ng/mL de EGF y como control negativo 5 μM de 

rapamicina. Se retiró el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS, luego se 

adicionó a cada pozo 120 μL de buffer de lisis Laemlii (Tris 1M pH=6,8, 20% de SDS, 

20% de glicerol, 3,8% de β-mercaptoetanol y 8% de azul de bromofenol) a 4°C. Se realizó 

barrido mecánico y se recuperó el buffer con el producto de la lisis celular, el cual fue 

almacenado a -20°C hasta su uso. 

Para la técnica de Western blot se realizó una electroforesis de proteínas en geles de 

poliacrilamida al 8%, previo al calentamiento de los extractos celulares a 95°C por 5 min 

(condiciones reductoras), para luego cargar 40 μL de cada muestra y hacer el corrido 

electroforético durante 60 min a 150 V en buffer de corrido Tris-Glicina 1x. Se realizó 

transferencia de proteínas con técnica húmeda (buffer Tris-Glicina 1x, metanol 10% y 

0,1% SDS (Amresco) en membranas de difluoruro de polivinilideno (por su sigla en 

inglés, PVDF) (Amresco) a 4°C/70V por 3 horas.  

Se realizó un bloqueo de las membranas con 5% de leche en polvo semidescremada en 

TBS-T 1x (Tris Buffer Salino más Tween-20) durante 1 hora. Se usaron anticuerpos 

primarios IgG anti-pS6RP Ser235/236 y anti-S6RP total, ambos originados en conejo, y 

anticuerpo anti-α-Tubulina originado en ratón como control interno de carga, diluidos 

1:500 en albúmina sérica bovina 10% (BSA, VWR, Estados Unidos) y se usaron 6 mL 

para incubar con las membranas durante 12 horas. Posteriormente, se realizaron tres 

lavados con TBS-T 1x, y se adicionaron anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratón 

conjugados con peroxidasa de rábano (Cell Signalling Technology, Estados Unidos) 

diluidos 1:2000 y 1:5000 respectivamente, durante 1 hora. Se realizaron tres lavados con 
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TBS-T y se adicionó 1mL de Luminol (Thermo Fisher Scientific) por cada membrana. La 

adquisición de imágenes se realizó en el fotodocumentador G: Box (Syngene, Estados 

Unidos), con un tiempo de revelado promedio de 3 min y la densitometría de las bandas 

observadas se realizó con el software Image J versión 1.51(NIH, Estados Unidos).  

3.10.2 Evaluación de expresión y fosforilación de ULK1. 
 

En los eventos iniciales de la autofagia se genera la activación de proteínas como ULK1, 

la cual es requerida para reclutar proteínas PI3K de clase III. Esta activación puede ser 

inhibida por mTORC1 al fosforilar ULK1 en Ser757, disminuyendo así los procesos 

autofágicos. 

Se realizó Western blot con el protocolo mencionado anteriormente para S6 ribosomal, 

usando anticuerpos primarios anti-pULK1 (Ser757), anti-ULK1 total originados en conejo 

y anti-α-Tubulina originado en ratón (Cell Signalling Technology), diluidos 1:500 en PBS 

más BSA 10%. 

3.10.3 Evaluación de la expresión de LC3 I-II. 
 

Se siguió el protocolo descrito anteriormente para los ensayos de Western blot. 

En los eventos tardíos de autofagia, después de formarse los autofagosomas, estos 

requieren procesos de maduración para su posterior fusión con lisosomas y generar la 

degradación de los cargos en estas vesículas. Un marcador de maduración de los 

autofagosomas es la lipidación de la proteína asociada a microtúbulos MAPLC3 I que 

cuando está conjugada con fosfatidiletanolamina, se conoce como MAPLC3 II y adquiere 

un cambio conformacional que permite la interacción con proteínas del lisosoma. 

Para evaluar la expresión de las dos isoformas de LC3, se realizó el Western blot con los 

estímulos usados en los ensayos descritos anteriormente, pero prolongando el tiempo 

de incubación con las IgG hasta 24 horas. Se introdujo una variación en la preparación 

de los geles de poliacrilamida: los geles se hicieron a una concentración del 15% y se 

adicionó glicerol 30% (Amresco), ya que esto permite separar proteínas con valores muy 

cercanos de peso molecular. En este caso, las isoformas LC3 I y II tienen un peso 

molecular de 14 y 16 kDa, por lo que se requiere un tamaño pequeño del poro en el gel, 
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el cual es proporcionado por la alta concentración de poliacrilamida del gel y la adición 

de glicerol. Se usaron los anticuerpos anti-LC3 I y anti-LC3 II originados en conejo (Cell 

Signalling Technology) con dilución de 1:1000 en BSA 10%.  

3.11 Determinación de la producción de IL-8 e IL-1β por las células endoteliales. 
 

Las citoquinas proinflamatorias IL-8 (CXCL8) e IL-1β (IL-1F2) son moléculas que actúan 

en sitios de inflamación, reclutando células inflamatorias como neutrófilos; se encuentran 

relacionadas con diferentes enfermedades con componentes inflamatorios como artritis 

reumatoide, diabetes mellitus y sepsis, entre otras.  

Las células HUVEC fueron estimuladas por 24 horas con 250 μg/mL de la IgG de los 

grupos de estudio en medio Opti-MEM (Gibco) teniendo como control positivo 500 ng/mL 

de TNF-α. Se recolectaron los sobrenadantes de las células estimuladas y fueron 

almacenados a -80°C hasta su uso. Se realizó un ELISA tipo sándwich con los estuches 

comerciales para IL-8 e IL-1β (R&D Systems, Estados Unidos), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los microplatos proporcionados en el kit se encontraban 

previamente recubiertos con anticuerpos dirigidos contra IL-8 e IL-1β, se agregaron 50 

μL y 200 μL de los sobrenadantes respectivamente (cada muestra una sola vez) más 

100 μL y 50 μL del diluente, y se incubaron a temperatura ambiente por 2 horas.  

Se realizaron cuatro lavados con 400 μL del buffer de lavado con previo aspirado de los 

pozos. Se adicionó 100 μL del conjugado y se incubó nuevamente por 1 hora a 

temperatura ambiente, y se repitieron los lavados realizados anteriormente. Se 

adicionaron 100 μL de la solución de sustrato y se incubó por 30 minutos protegiendo las 

microplacas de la luz, se adicionó 50 μL de la solución de parada y se realizaron lecturas 

a 450nm con corrección a 570nm en un lector de microplatos de Elisa Multiskan FC 

(Fisher Thermo Scientific). En cada plato se incluyó un blanco con solución de revelado 

y solución de parada. La concentración en pg/mL se determinó mediante interpolación 

de los datos usando la curva de estándares. 
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3.12 Análisis estadístico. 
 

Para determinar la distribución de los datos se aplicaron las pruebas de Kolmogorov- 

Smirnov, D´Agostino- Pearson y Shapiro-Wilk. Cuando se realizó comparación entre dos 

grupos se usó una t de Student no pareada, o su prueba no paramétrica correspondiente 

en caso de no haber distribución normal de los datos. Cuando se realizaron 

comparaciones entre varios grupos de estudio, se usó un ANOVA de una vía o su prueba 

no paramétrica correspondiente en caso no existir distribución normal de los datos. Se 

usó en todas las pruebas un intervalo de confianza del 95% existiendo significancia 

estadística para p<0,05. En general se realizaron al menos tres ensayos independientes 

especificando el número de ensayos (n) en cada descripción de las figuras. Los análisis 

estadísticos se realizaron con el software Graph Pad Prism 6 TM (Graph Pad Software 

Inc., Estados Unidos). 

4. RESULTADOS. 

4.1 Descripción de las características clínicas y de laboratorio de las pacientes 

incluidas en el estudio. 
 

Los grupos de mujeres sanas (SHN) y morbilidad gestacional negativos (MG) no 

presentaron positividad para ninguno de los anticuerpos antifosfolípido (aAFL). 

El grupo de morbilidad gestacional y trombosis (MG/TV+) en su mayoría presentó 

positividad para todas las pruebas aprobadas en los criterios revisados de Sapporo (1).  

A pesar de que el grupo morbilidad gestacional-seronegativo (MG-SN) no presentó 

positividad para los aAFL criterio, se decidió incluir en el estudio, ya que presentaron un 

fenotipo de SAF y positividad para algunos anticuerpos considerados no-criterio 

(principalmente anti-fosfatidilglicerol), detectados por un ELISA casero fabricado y 

estandarizado en nuestro grupo de investigación. La aceptación de estas pacientes como 

SAF ha sido un tema de debate, debido a que se han asociado los aAFL no-criterio con 

la activación de mecanismos inflamatorios más que trombóticos con una morbilidad 

importante (12). En estudios de nuestro grupo se halló una disminución en la invasión 

trofoblástica por esta población de aAFL del grupo MG-SN (65), por lo cual se quiso 
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evaluar los efectos de estos sobre células endoteliales. En el grupo de pacientes 

trombosis aislada (TV+), se presentó positividad para la mayoría de las pruebas 

realizadas, lo cual lo hace un grupo interesante de evaluar ya que se podrían ver 

diferentes mecanismos de daño, activados por este grupo de mujeres con SAF 

trombótico solamente. Los datos clínicos y de laboratorio se presentan en la Tabla 1. 

Tabla 1. Análisis clínico y de laboratorio de las pacientes incluidas en el estudio.  

Parámetro SHN  

(n=10) 

MG  

(n=10)  

MG/TV+ 

(n=10) 

MG-SN 

(n=10) 

TV+ 

(n=10) 

Edad (media de años +/- SD) 37,6 +/- 7,6 30,9 +/- 5,5 36,2 +/- 5,8 32,5 +/- 4,6 32,8 +/- 9,9 

Pérdidas gestacionales (media y rango)  

≤ 10 semanas de gestación 

 > 10 semanas de gestación 

 

0 

0 

 

1,9 (1-3) 

0,7 (1-3) 

 

1,3 (1-5) 

1,7 (1-5) 

 

1,2 (1-2) 

0,9 (1-4) 

 

0 

0 

Preeclampsia <34 semanas (número de pacientes) 0 0 6 0 0 

Restricción del crecimiento intrauterino 0 0 2 0 0 

Trombosis arterial/venosa (número de pacientes) 0 0 10 0 10 

Anticoagulante lúpico (promedio +/- SD) 

(Valor positivo > 1.2) 

1,06+/-0,05 1,13+/-0,01 2,38 +/- 0,28 1,13+/-0,09 2,48 +/- 0,13 

IgG Anti-β2 glicoproteína I en suero (U/mL) 

(Valor positivo > 15 U)  

6,69 0 148,2 0 105,1 

IgG Anti-cardiolipina en suero por el ELISA comercial  

(GPL/mL) Valor positivo >10 GPL 

2,29 2,29 85,3 1,82 24,62 

IgG Anti-cardiolipina en suero por el ELISA  

estandarizado en laboratorio (% del control) 

Valor positivo >25%  

 

24 

 

19 

 

49,1 

 

100 

 

20,6 

IgG Anti-β2 glicoproteína I en 250 µg/mL de IgG purificada de los 

sueros (U/mL) 

Valor positivo > 7U 

 

3,34 

 

1,88 

 

74,8 

 

2,37 

 

28,11 

IgG Anti-cardiolipina por el ELISA comercial en 250 µg/mL de IgG 

purificada de los sueros (GPL/mL) 

Valor positivo >10 GPL 

 

4,95 

 

3,85 

 

82,9 

 

4,97 

 

 

21,8 

Anticuerpos antifosfolípidos “no-criterio”  

 (% del control)  

Valor positivo >25% 

GPG 17,0 24,0 66,5 176,9 4,5 

GPA 0,9 3,7 114,8 23,0 44,7 

GPS 0,9 4,6 18,2 20,5 26,7 

GPE 4,3 16,8 3,6 25,5 53,1 
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4.2 Verificación de la pureza y rendimiento de las células HUVEC. 
 

Las células HUVEC fueron cultivadas en frascos de 75T hasta obtener confluencia, con 

un rendimiento aproximado de 1x106 células por frasco. En la Figura 5A se puede 

observar un histograma representativo del marcador CD31, realizado en cuatro clonas 

de estas células. La pureza de las células HUVEC, se mantuvo en un 96,8% del cultivo. 

Imagen de células HUVEC en cultivo Figura 5B. 

Figura 5. Verificación de la pureza de las células HUVEC. 

 

A) Se determinó la expresión del marcador de células endoteliales CD31 por citometría 

de flujo, obteniéndose un 96,8% de las células positivas e indicando un alto grado de 

pureza del cultivo. B) Imagen representativa de las células HUVEC después de 4 días 

en cultivo, observadas con una magnificación a 10X. 

4.3 Verificación de la integridad de las IgG policlonales obtenidas de los sueros de 

las pacientes incluidas en el estudio. 
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La purificación de la IgG total se realizó por cromatografía de afinidad a partir de pool de 

sueros conformados por los grupos de estudio; luego de esto se verificó su pureza e 

integridad por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% en condiciones 

reductoras y no reductoras. En la Figura 6A, se observan las IgG sin desnaturalizar en la 

banda de 150 kDa, y en la Figura 6B se observan dos bandas en condiciones reductoras, 

correspondientes a la cadena pesada (50 kDa) y a la cadena liviana (25 kDa). Se puede 

observar algunas bandas de más de 75 KDa que podrían corresponder a fragmentos 

peptídicos, como resultado de la presión del sistema de purificación sobre la IgG  según 

lo descrito por Velásquez G. y cols (67). 

A. B. 

 

Se realizó electroforesis SDS-PAGE en geles al 8% de acrilamida, cargando 30 μg de la 

IgG purificada de cada uno de los grupos de estudio. A) Se observa una banda (flecha 

roja) en condiciones no reductoras a la altura de 150 kDa correspondiente a la IgG sin 

desnaturalizar. B) En condiciones reductoras, se observan dos bandas bien definidas 

correspondientes a la cadena pesada y liviana (50 y 25 kDa respectivamente, indicadas 

por las flechas rojas). 

Figura 6. Verificación de la pureza e integridad de la IgG policlonal. 
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4.4 Acidificación lisosomal inducida por los aAFL en las células endoteliales. 
 

Se realizó citometría de flujo para evaluar acidificación lisosomal con Lysotracker green. 

Sobre la población de células viables, se tuvo en cuenta el parámetro de intensidad 

mediana de fluorescencia (IMF). Se trataron las células HUVEC con rapamicina (inhibidor 

de mTOR) a concentraciones de 2.5, 5 y 50 μM durante 24 horas (Figura 7A), observando 

un incremento significativo en la intensidad mediana de fluorescencia (IMF) con 5 μM e 

indicando acidificación lisosomal.  

Después de realizar los estímulos con diferentes concentraciones de IgG de los grupos 

SHN y MG/TV+ (100 y 250 μg/mL) por 24 horas, se observó un incremento significativo 

en la acidificación lisosomal con 250 μg/mL de la IgG del grupo MG/TV+, comparado con 

el de la IgG del grupo SHN (Figura 7B). De acuerdo con esto, se definió 250 μg/mL como 

la concentración para los posteriores ensayos. Se realizaron estímulos con la IgG de 

todos los grupos de estudio, observando un aumento estadísticamente significativo en la 

acidificación lisosomal con la IgG del grupo TV+ respecto al SHN (Figura 7C). 

Posteriormente se evaluó la modulación por las ATL sobre los efectos de los aAFL, 

incubando simultáneamente las células endoteliales con 250 μg/mL de IgG más ATL 100 

nM, y se observó un aumento significativo en la acidificación lisosomal cuando se usó 

ATL con IgG del grupo MG/TV+ (Figura 7D). 

 

Figura 7. Acidificación lisosomal inducida por los aAFL. 
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A. 

Las células HUVEC fueron incubadas con rapamicina a concentraciones de 2.5, 5 y 50 

μM, por 24 horas. Se observa aumento en IMF/Lysotracker green con 5 μM, (*p<0,05 

Kruskal-Wallis más post-test de Dunns n=5). 

B. 

Estandarización de la respuesta celular a diferentes concentraciones de IgG, (*p<0,05 t-

Student n=3). Se estimularon las células HUVEC con 250 μg/mL de IgG de todos los 

grupos, encontrándose un aumento significativo con IgG del grupo TV+, (*p<0,05 

Kruskal-Wallis más post-test de Dunns n=6). 
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C. 

 

Se estimularon las células HUVEC con 250 μg/mL de IgG de todos los grupos, 

encontrándose un aumento significativo con IgG del grupo TV+, (*p<0,05 Kruskal-Wallis 

más post-test de Dunns n=6). 

D. 

 

Ensayos para evaluar efectos de ATL sobre la acidificación lisosomal, observándose 

aumento de IMF/Lysotracker para el grupo MG/TV+ con ATL a 100 nM, (*p<0,05 t-

Student n=6). Los datos son expresados como la media más la desviación estándar y 

fueron normalizados con el grupo SHN. 
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4.5 Inducción de hiperpolarización mitocondrial por los aAFL sobre células 

endoteliales. 

 

Se evaluó el potencial mitocondrial con DIOC-6 en células HUVEC estimuladas con aAFL 

de las mujeres incluidas en el estudio. las células viables se discriminaron con el uso de 

yoduro de propidio (IP) el cual marca el ADN y en este caso las células permeables al 

IP, que se consideran no viables. (Figura 8A). Sobre la población de células viables, se 

determinó la intensidad mediana de fluorescencia (IMF). 

Se usó como control positivo el TNF-α (Figura 8B), obteniéndose aumento 

estadísticamente significativo del potencial mitocondrial con 500 ng/ml por 24 horas. Los 

estímulos con la IgG se realizaron con 250 μg/mL durante 24 horas, observando que la 

IgG del grupo MG/TV+ incrementó la hiperpolarización mitocondrial de forma significativa 

respecto al grupo control SHN (Figura 8C). También se observa una tendencia al 

aumento de hiperpolarización mitocondrial con el grupo TV+, pero no fué significativo.  

Posteriormente, se evaluó la capacidad de las ATL de modular el efecto inducido por la 

IgG, estimulando las células con la misma cantidad de IgG con y sin ATL a una 

concentración de 100 nM, sin embargo, no se observó ningún efecto de las ATL (Figura 

8D). 

A. 

Figura 8. Inducción de hiperpolarización mitocondrial por los aAFL en células 
endoteliales. 
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Imagen representativa del análisis de citometría de flujo para seleccionar la población de 

células analizada. 

B. 

Inducción de hiperpolarización mitocondrial por TNF-α determinado por la IMF de DIOC-

6 a concentraciones de 300 y 500 ng/ml por 24 horas. Se observó aumento significativo 

con 500 ng/mL, respecto al estado basal, (*p<0,05 Kruskal-Wallis más post-test de Dunns 

n=5). 
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C.  

Las células HUVEC fueron estimuladas con 250 μg/mL de IgG de todos los grupos de 

estudio. Se observa aumento en la hiperpolarización con IgG del grupo MG/TV+, 

(*p<0,05 Kruskal-Wallis más post-test de Dunns n=6). 
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D. 

No se observan diferencias significativas con el uso de ATL 100 nM respecto a los efectos 

de los aAFL, (Mann Whitney test; n=6) Los datos son expresados como la media más la 

desviación estándar y fueron normalizados con el grupo SHN. 

 

4.6 Los aAFL promueven la entrada al ciclo celular de las células endoteliales de 

la misma forma que lo hace la IgG del grupo MG. 

 

Se evaluó el ciclo celular mediante marcación con yoduro de propidio (IP) que permite 

analizar el contenido de ADN y la expresión de Ki-67 para evaluar la proliferación celular 

por citometría de flujo. Las células HUVEC fueron estimuladas con EGF 20 ng/mL como 

control positivo, o con IgG de cada uno de los grupos a 250 μg/mL durante 24 horas. 

Para el análisis de la expresión de Ki-67 se tuvo en cuenta la intensidad mediana de 

fluorescencia, y para evaluar el ciclo celular, se determinó el porcentaje de células en las 

fases G1, S y G2 según la incorporación del IP. Se encontró que el EGF indujo aumento 

en el porcentaje de células en fase S del ciclo celular respecto al estado basal (Figura9A). 

Adicionalmente, se observó un aumento significativo en el porcentaje de células en fase 
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S al ser tratadas con IgG de los grupos MG, MG-SN, MG/TV+ y TV+ respecto al grupo 

SHN (Figura 9B), lo cual puede asociarse al aumento en la proliferación celular 

observada en otros estudios con aAFL sobre células endoteliales (27). Por último, se 

evaluó el efecto de las ATL sobre el aumento del porcentaje de células en fase S (Figura 

9C), pero no se obtuvo diferencias significativas respecto a los efectos de las IgG solas. 

En estos mismos ensayos se evaluó la expresión del antígeno nuclear, sin embargo, no 

se observaron cambios en la expresión de esta proteína inducidos por los aAFL (Figura 

9D).  

 

A.  

Estandarización de la técnica para evaluar el ciclo celular con IP en las células HUVEC, 

usando 20 ng/mL EGF como control positivo, (*p<0,05 t-Student n=3). 

 

 

B. 

Figura 9. Los aAFL promueven la entrada al ciclo celular de las células endoteliales 
de la misma forma que lo hace la IgG del grupo MG. 
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Células HUVEC estimuladas con 250 μg/mL de la IgG de los grupos de estudio por 24 

horas, evaluando las fases G1, S y G2. La IgG de los grupos MG, MG-SN, MG/TV+, TV+ 

indujeron un aumento en el porcentaje de las células en fase S, (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001; Kruskall Wallis más post-test de Dunns n=3). 

C.  
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Estímulos con IgG y 100 nM de ATL, no se observaron diferencias entre células con y 

sin ATL, sin embargo, al observar el comportamiento del grupo SHN, se observa un 

aumento en el porcentaje de células en fase S, probablemente por un aumento de 

viabilidad de las mismas al usar ATL, lo cual no se logra rescatar cuando se adicionan 

los aAFL (t-Student n=3). 

D. 

 

Detección del antígeno nuclear Ki-67. No se observa correlación con la evaluación del 

ciclo celular, (Kruskal-Wallis n=3). Los datos se presentan como la media más la 

desviación estándar y fueron normalizados con el grupo SHN. 

4.7 Activación de mTOR inducida por los aAFL como un mecanismo inductor de 

proliferación celular. 

 

Se realizaron ensayos de Western blot para evaluar el efecto de los aAFL sobre la 

activación de S6RP, como evidencia de la activación del complejo mTORC1 a través de 

la S6K. Se estimularon las células HUVEC con 20 ng/mL de EGF y 5 μM de rapamicina 

como controles positivo y negativo respectivamente, para luego usar 250 μg/mL de IgG 

de los grupos, con un tiempo de estímulo de 1 hora (Figura 10A). Se observó un aumento 
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en la fosforilación de S6 ribosomal inducida por la IgG del grupo MG/TV+ respecto al 

grupo SHN. Luego se evaluó el efecto de las ATL sobre la activación de S6RP inducida 

por los aAFL, usando 100 nM de ATL en las mismas condiciones evaluadas inicialmente 

(Figura 10B). No se observó modulación de la ATL sobre los efectos de los aAFL sobre 

la activación de S6 ribosomal.  

 

A.                                                                           B. 

 

A) Estímulos con 250 μg/mL de la IgG de los grupos de estudio y los controles 20 ng/mL 

EGF y 5 μM rapamicina durante 1 hora. Se observa un aumento en la activación de S6RP 

inducida por la IgG del grupo MG/TV+, (*p<0,05; Kruskall Wallis más post-test de Dunns 

n=5). B) En las mismas condiciones anteriores, se adicionó 100 nM de ATL. No se 

observó un efecto modulador sobre las acciones de la IgG, (t-Student; n=5). Los datos 

se muestran como la media más la desviación estándar y fueron normalizados con el 

grupo SHN. En el eje Y relación pS6/ S6 total, eje X estímulos. 

Figura 10. Evaluación de la activación de mTOR, a través de la fosforilación de 
S6RP por los aAFL. 
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4.8 La activación de ULK1 indica una inducción de eventos autofágicos tempranos 

generados por los aAFL. 

Se estimularon células HUVEC con los aAFL con el control positivo EGF 20ng/mL y 

negativo rapamicina 5uM, observándose una disminución en la fosforilación de ULK1 

inducida por la IgG de los grupos MG/TV+ y TV+, respecto al grupo SHN (Figura 11), 

indicando un aumento en la actividad temprana de autofagia ya que esta fosforilación es 

inhibitoria de la actividad de ULK1.  

Estímulos con 250 μg/mL de la IgG de los grupos de estudio y los controles 20 ng/mL 

EGF y 5 μM rapamicina durante 1 hora. Se observó desfosforilación de ULK1 inducida 

por la IgG de los grupos MG/TV+ y TV+, (* p<0,05; Kruskall Wallis más post-test de 

Dunns; n=4). Los datos se muestran como la media más la desviación estándar y fueron 

normalizados con el grupo SHN. En el eje Y relación pULK1/ULK total, eje X estímulos. 

 

 

Figura 11. Activación de ULK1 por los aAFL. 
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4.9 Maduración de LC3 inducida por los aAFL como indicador de eventos 

autofágicos tardíos. 

Se evaluó el efecto de los aAFL sobre los eventos tardíos de autofagia (aumento en la 

relación LC3 II/I) en las células HUVEC, con 250 μg/mL de IgG de los grupos de estudio 

y los controles EGF y rapamicina por 24 horas (Figura. 12A), observándose un aumento 

en la expresión de LC3-II inducido por la IgG de los grupos MG/TV+ y TV+, en forma 

similar a la rapamicina, por inhibición de mTOR. Posteriormente, se evaluó el efecto de 

las ATL sobre la maduración de LC3 (Figura. 12B), sin encontrar ningún efecto 

modulador sobre los efectos de los aAFL.  

 

A.                                                                                     B.                                                 

 

Figura 12. Inducción de autofagia por los aAFL en células endoteliales. 
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A) Imagen representativa de ensayo de Western blot de células estimuladas con 250 

μg/mL de IgG de los grupos de estudio y los controles. Se observó un aumento en la 

relación LC3II/I inducida por la IgG de los grupos MG/TV+ y TV+, (*p<0,05 **p<0,01; 

ANOVA 1 vía más Holm-Sidak n=3). B) Ensayos con ATL para determinar la modulación 

de los efectos de la IgG sobre células endoteliales. No se observaron efectos 

significativos, (t-Student n=3). Los datos se muestran como la media más la desviación 

estándar. En el eje Y relación LC3II/I, eje X estímulos. 

4.10 Efecto de los aAFL sobre la producción de IL-8 e IL-1β en células endoteliales. 

 

Se evaluó el efecto de la IgG de los grupos de estudio sobre las células HUVEC en la 

producción de IL-8 e IL-1β, usando 250 μg/mL de IgG por 24 horas y determinando la 

concentración de estas dos citoquinas en los sobrenadantes mediante un ELISA. No se 

encontraron diferencias en la producción de IL-8 respecto al grupo SHN (Figura 10), y al 

evaluar IL-1β no se logró detectar esta citoquina en los sobrenadantes de estas células 

(datos no mostrados). 

  

Figura 13. Efecto de los aAFL sobre la producción de citoquinas proinflamatorias. 



59 
 

 

Estímulos con 250 μg/mL de IgG de los grupos de estudio durante 24 horas. Se muestran 

las curvas estándar para el ensayo de ELISA de IL-8 (A). No se observa diferencias en 

la producción de IL-8 (B). Los datos se muestran como la media más la desviación 

estándar y fueron normalizados con el grupo SHN (Kruskall Wallis n=5). 
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5. DISCUSIÓN. 

Las alteraciones inducidas por los anticuerpos antifosfolípido sobre el metabolismo 

celular y de cómo repercuten estos eventos en las manifestaciones clínicas de los 

pacientes con esta enfermedad ha sido poco estudiado. Sin embargo, en el estudio de 

otras enfermedades autoinmunes como LES y artritis reumatoide, se han abordado este 

tipo de conceptos y su relación, o sus efectos, en la respuesta inmune. Allí se ha 

encontrado que los mecanismos por los cuales se regula la homeostasis y el 

metabolismo celular pueden ser muy variables dependiendo de los modelos utilizados. 

La mayoría de estos estudios convergen en respuestas que clásicamente han sido 

relacionadas con el mantenimiento de la homeostasis y que se activan como 

mecanismos de rescate y supervivencia (24, 68) 

En el presente estudio, se evaluó el efecto de las IgG de mujeres con diferentes 

manifestaciones clínicas del SAF sobre marcadores de función mitocondrial, lisosomal y 

de proliferación celular. Asimismo, se evaluaron algunos marcadores moleculares 

relacionados con la proliferación celular y la autofagia además de la producción de 

algunas citoquinas proinflamatorias. Se encontraron efectos de las IgG de las mujeres 

con trombosis aislada y con morbilidad gestacional y trombosis, positivas para los aAFL 

criterio. En contraste con estudios previos de nuestro grupo (55, 62, 65) (Granada M, 

manuscrito en preparación), las IgG de las mujeres con SAF obstétrico, que eran 

positivas solo para los aAFL no-criterio, no tuvieron efecto sobre los parámetros 

evaluados. De forma general se observó un aumento en la hiperpolarización 

mitocondrial, acidificación lisosomal y porcentaje de células en fase S del ciclo celular, lo 

último relacionado con proliferación celular, así mismo se encontraron aumentados 

algunos marcadores de autofagia y actividad de mTORC1, y no se observó ningún efecto 

modulador por parte de las ATL en los parámetros evaluados. 
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5.1 Los aAFL generan disfunción endotelial mediante la disrupción de la 

homeostasis celular: papel de la mitocondria en la generación de estrés oxidativo 

y daño endotelial. 

 

Desde los estudios de Graham en 1983, se determinó que el SAF es una condición en 

la cual se ven alterados mecanismos que regulan la coagulación y cómo estos se 

relacionan a su vez con eventos inmunológicos. Se ha demostrado que el papel que 

juegan los aAFL en la generación de trombosis y morbilidad gestacional, se da de forma 

dependiente de su especificidad y función en cuanto a la interacción con un antígeno 

fosfolípidico o proteico (69).  

Teniendo en cuenta que a pesar de que los blancos celulares de los aAFL son muy 

variados (células trofoblásticas (15), plaquetas (16), monocitos (17)), las células 

endoteliales son importantes en la regulación de la homeostasis vascular, y por ende, en 

la generación de trombosis (70). Ha sido demostrado que la actividad metabólica de las 

células endoteliales puede variar en relación con su localización. Un buen ejemplo de 

esto se refleja en un estudio, en el cual se comparó el endotelio de capilares cerebrales 

con el endotelio de otros tejidos no nerviosos. En este se observó que el contenido 

mitocondrial en los capilares de tejidos nerviosos excedía aproximadamente en 6% a los 

de otros capilares como los del músculo cardiaco o esquelético. Esto indica una alta 

actividad metabólica en las primeras, lo cual tiene una gran relevancia en el desarrollo 

de patologías como la epilepsia (71).  

En el presente trabajo se seleccionó un modelo in vitro de células obtenidas de vena de 

cordón umbilical humano, HUVEC, las cuales son de macrovasculatura y a pesar de su 

origen, son comparables con líneas celulares de microvasculatura en cuanto a su 

respuesta inmune, puesto que tienen un comportamiento similar y por tanto pueden ser 

usadas para evaluar eventos de carácter inflamatorio y trombótico (72), como los que se 

observan en pacientes con SAF.  

La evidencia en modelos celulares y animales demuestra que los aAFL, por su 

heterogeneidad, pueden inducir cambios intracelulares muy variados, como es el caso 

de la alteración del potencial mitocondrial, el cual ha sido asociado a una respuesta ante 
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el estrés celular y que puede estar direccionado tanto a la disminución como al aumento 

de este potencial, dependiendo del tipo celular y el microambiente. Esto a su vez está 

relacionado con la localización, acceso a nutrientes y actividad metabólica del tipo celular 

(73). Teniendo en cuenta que la disfunción endotelial es una de las características 

principales de la preeclampsia (74) -una de las manifestaciones del SAF obstétrico-, es 

importante analizar esta disfunción desde el punto de vista metabólico, en el cual está 

implícita la actividad mitocondrial, por su papel en la producción de energía y su 

asociación con la localización tisular del endotelio (71). 

Debido a que las células endoteliales son uno de los blancos de los aAFL y que el daño 

mitocondrial se ha asociado con pérdida de la función de estas células (75), se postuló 

que los aAFL inducen cambios en el potencial mitocondrial de las células endoteliales y 

esto a su vez se ve asociado con excesiva producción de ROS. Esto se ha demostrado 

en modelos de células HUVEC, como el desarrollado por Dymkowska y cols. Estos 

autores, indujeron hiperglicemia con altas dosis de glucosa en estas células, lo cual se 

relacionó directamente con el grado de producción de ROS, dependiente de la enzima 

NADPH oxidasa (NOX), lo cual está asociado con disfunción endotelial. Sumado a esto, 

se observó aumento en el consumo de oxígeno mitocondrial, y a su vez un aumento en 

la producción de moléculas de adhesión como V-CAM1, lo cual demuestra una conexión 

entre las alteraciones metabólicas que afectan la mitocondria, la inflamación por 

reclutamiento de leucocitos y la disfunción endotelial (76). 

En el presente trabajo se demostró una alteración del potencial mitocondrial, generando 

hiperpolarización de la membrana interna mitocondrial detectado con DIOC-6, inducida 

por los aAFL de pacientes con manifestaciones clínicas de morbilidad gestacional y 

trombosis vascular (MG/TV+). Estos resultados contrastan con estudios previos 

realizados en nuestro grupo de investigación, en los que se encontró despolarización 

mitocondrial en células trofoblásticas inducido por los aAFL de este mismo grupo de 

pacientes y lo cual se relacionó con procesos de apoptosis (65), y demuestran que esta 

respuesta depende del tipo celular. De otro lado, en concordancia con los resultados del 

presente trabajo, en un modelo de LES en ratones que generan aAFL de forma 

espontánea, se observó que en los hepatocitos de estos ratones se inducía un aumento 
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del potencial mitocondrial y sumado a esto, un aumento de consumo de O2 en el complejo 

II de la cadena transportadora de electrones que podría ser indicativo de una respuesta 

de supervivencia celular ante el estrés inducido por estos anticuerpos (24). 

Los anteriores hallazgos corroboran la premisa de que puede existir una respuesta 

diferencial ante un mismo estímulo, dependiente del contexto, relacionado tanto con 

aspectos genéticos como ambientales (77). A esto se suma una demostrada relación 

entre la alteración de la función mitocondrial, la activación de la NOX, que es una de las 

principales fuentes de ROS, y el aumento en el consumo de oxígeno como marcadores 

de daño a nivel de estas organelas y de cuáles podrían ser sus repercusiones en células 

importantes en la regulación de la homeostasis vascular, como las células endoteliales. 

En estas células, uno de los marcadores de inflamación es la expresión de moléculas de 

adhesión como V-CAM1 o E-CAM1, que facilitan el reclutamiento de leucocitos, que a su 

vez inician procesos inflamatorios (78). Por lo tanto, el comportamiento a nivel 

mitocondrial de las células endoteliales ante los aAFL, podría deberse a una ya 

demostrada excesiva producción de ROS  (79), por sobreactivación de la NOX (32), y a 

un daño a nivel de la cadena transportadora de electrones, como se ha evidenciado en 

otros modelos con el aumento del consumo de oxígeno (24), que puede llevar a estas 

células a aumentar el potencial mitocondrial, como un mecanismo protector para evitar 

fugas del contenido de la matriz de esta organela.  

Esto se relaciona con la inducción de un estado inflamatorio, y que, en términos de la 

homeostasis celular, se manifiesta como estrés celular, lo cual puede activar diferentes 

mecanismos de rescate. A pesar de los reportes, en los que se demuestra asociación 

con el desarrollo del SAF obstétrico en el grupo MG-SN sero negativas para aAFL criterio 

(observado en los resultados de las pacientes incluidas en el presente estudio) (80), en 

el cual existe un importante componente inflamatorio (20), no se encontró una alteración 

en ninguno de los parámetros evaluados en este trabajo, al realizar estímulos con aAFL 

de este grupo. 

 

 



64 
 

5.2 La autofagia como un mecanismo activado por el estrés celular.  

 

Uno de los mecanismos que se activa clásicamente en las células, ante eventos de estrés 

mitocondrial, es la autofagia, la cual puede ser inducida también en respuesta al aumento 

del estrés oxidativo y a la ausencia de nutrientes (81). Este estrés oxidativo se encontró 

aumentado en células endoteliales estimuladas con aAFL, por la detección del anión 

superóxido de origen en su mayor parte mitocondrial (23), por tanto, también puede estar 

asociado con la alteración en la permeabilidad de la membrana mitocondrial observada 

en células trofoblásticas estimuladas con aAFL (65).  

La autofagia como mecanismo regulador, se ha considerado un punto de convergencia 

de diferentes estímulos, y como se mencionó anteriormente, el estrés oxidativo es uno 

de los estímulos que podría inducirla. Específicamente el anión superóxido, cuyo origen 

es mayoritariamente mitocondrial, se considera el principal radical libre inductor de 

autofagia, como se observó en un estudio en el que células HeLa fueron sometidas a 

deprivación de nutrientes, como aminoácidos y glucosa. En dicho estudio se encontró 

que estos estímulos inducían activación de autofagia, que aumentó cuando se inhibieron 

enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa, lo cual tiene implicaciones 

importantes a nivel clínico acerca del uso de estas enzimas antioxidantes, como una 

posible terapia en enfermedades en las que el estrés oxidativo, sumado a una 

prolongación de la actividad autofágica, sea una de las principales fuentes de daño 

celular (82). 

Además del estrés oxidativo, la inflamación es otro importante estímulo para activar vías 

de autofagia, y en diferentes modelos se ha visto que los procesos autofágicos pueden 

ser activados, o inhibidos en condiciones inflamatorios (49). En un estudio, en el cual 

fueron estimuladas células trofoblásticas con aAFL, se observó que hubo una 

disminución en la expresión de la proteína LC3 II, la cual es un marcador de autofagia, 

sumado a un aumento en la producción de citoquinas proinflamatorias, con 

sobreactivación de TLR4 e inhibición de receptores como el Tyro3, Axl, y Mer (TAM) (83), 

que están relacionados con la regulación de la respuesta inflamatoria (84).  
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Teniendo lo anterior como base, se postuló inicialmente, que los aAFL en células 

endoteliales, podrían disminuir los procesos autofágicos, lo cual impediría un adecuado 

control de la respuesta inflamatoria (83). Sin embargo, se ha visto que la respuesta 

inflamatoria en el contexto de la autofagia puede ser tanto de inhibición como de 

sobreactivación, como se demostró en otros modelos de inflamación en los que el 

estímulo con TNF-α aumentó los procesos autofágicos, siendo estos modulados por una 

molécula conocida como emodin, que tiene propiedades antiinflamatorias, 

antitumorigénicas y antiescleróticas (50). 

Contrario a lo previsto, a nivel funcional en nuestro estudio, la activación de autofagia en 

las células HUVEC se observó indirectamente, por un aumento en la acidificación 

lisosomal inducida por la IgG del grupo de trombosis vascular (TV+), ya que este es un 

mecanismo clásicamente degradativo, que involucra la fusión de los autofagosomas con 

los lisosomas, y esta acidificación lisosomal a su vez puede relacionarse con eventos 

inflamatorios como los que se activan en respuesta a infecciones (85).  

El efecto proinflamatorio de los aAFL ha sido estudiado en diferentes modelos celulares 

(20, 86, 87) y se ha observado que en células trofoblásticas los aAFL inducen aumento 

de citoquinas como IL-8 (55) e IL-1β (29). Sin embargo, en nuestros resultados no se 

observó un aumento significativo de estas dos citoquinas, lo cual sugiere que se requiere 

la evaluación de otros posibles mecanismos de inflamación en las células endoteliales 

diferentes a los encontrados en células trofoblásticas. Se ha visto en células HUVEC 

especialmente, que aumentan la producción de ICAM1, CCL2  e IL-6 ante estímulos con 

LPS, el cual  ha demostrado tener efectos inflamatorios  similares a los que causan los 

aAFL en estas mismas células(88). Debido a esto, podrían postularse estas citoquinas y 

quimiocinas como mejores marcadores de inflamación en células HUVEC.  

5.3 Coexistencia de autofagia y actividad de mTOR como mecanismos de 

supervivencia celular. 

Se ha descrito clásicamente que la autofagia, como mecanismo celular catabólico (45), 

es un evento contrario a la proliferación, el cual tiene características anabólicas (35). A 

pesar de  esto, ambos son considerados eventos que se activan en las células ante 
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condiciones como el estrés metabólico o el estrés oxidativo (89) y que, dependiendo del 

contexto, podrían coexistir.  

En la iniciación de los eventos autofágicos juega un papel principal el complejo ULK1, el 

cual recluta proteínas que se asocian a los fagóforos, que son los vestigios de los 

autofagosomas. Este complejo es regulado por diferentes vías como la de mTOR y 

AMPK, donde mTOR ejerce una regulación inhibitoria por una fosforilación directa que 

lleva a una disminución de la actividad lisosomal y de la autofagia (90). Otro indicio, ya a 

nivel molecular, de actividad autofágica en las células HUVEC estimuladas con aAFL en 

nuestro estudio, fue la disminución en la fosforilación inhibitoria de ULK1 y la maduración 

de LC3 inducida por las IgG de los grupos MG/TV+ y TV+, reafirmando el hecho de que 

estos anticuerpos generan eventos probablemente inflamatorios y de estrés celular, 

llevando a las células a activar mecanismos de rescate y supervivencia como la 

autofagia.  

Estos resultados tienen importancia desde el punto de vista clínico, pues actualmente 

emergen diferentes tipos de tratamiento, encaminados a regular la respuesta 

inflamatoria, y en el caso de la autofagia degradativa, un compuesto antimalárico, 

conocido como hidroxicloroquina inhibe estos procesos autofágicos, ya que fue 

demostrado que en células de glioblastoma, este compuesto indujo una acumulación de 

autofagosomas, lo cual se relaciona con un bloqueo en estos procesos degradativos (91). 

Dependiendo del grado de activación y de no-regulación, la autofagia puede llevar a las 

células a un estado de descontrol metabólico que clínicamente ha sido relacionado con 

enfermedades como el cáncer, en la que  se generan procesos de proliferación de forma 

patológica y en los que también se ha evidenciado la activación de proteínas de la vía 

mTOR implicadas en la regulación del ciclo celular, el crecimiento celular y la migración 

celular (92). 

Por sus características degradativas se ha considerado la autofagia como un mecanismo 

en el que se reciclan productos inviables para la célula, lo cual resulta beneficioso, pues 

se disminuye la acumulación de sustancias que podrían causar toxicidad celular (93). Sin 

embargo, como se mencionó anteriormente, la autofagia se ha asociado con la 

supervivencia celular en el crecimiento de tumores (94). Este último evento está 
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relacionado con una no-resolución de los eventos que generan estrés con una 

prolongada actividad autofágica (95). Recientemente ha emergido un concepto conocido 

como muerte celular por autofagia (Autophagy Cell Death, ACD), el cual ha sido asociado 

a una actividad autofágica de forma independiente de Atg5, iniciada en condiciones de 

estrés. En contraste a otros tipos de autofagia prolongada, una de las principales 

características de la ACD es la resistencia a la apoptosis, en presencia de proteínas 

inhibitorias de la misma como Bcl-2 (96).  

Cada vez surgen más estudios que relacionan la actividad autofágica con la proliferación 

celular en contextos patológicos, lo cual en la mayoría de los casos se asocia a un 

descontrol en estos mecanismos, que puede llevar al empeoramiento de situaciones 

como el crecimiento tumoral (44) (97) (98). En el SAF específicamente, se ha observado 

en estudios clínicos, que los aAFL pueden inducir hiperplasia endotelial de la túnica 

íntima de microvasculatura renal y esto se asoció con alteraciones trombóticas no 

relacionadas con factores de la coagulación; más bien por oclusión de los vasos que 

evita una adecuada irrigación del tejido renal y por ende, pérdida de la función de este 

órgano (27). Esto ha sido relacionado con un aumento en la progresión del ciclo celular 

y proliferación de estas células que puede ser determinado por técnicas de marcaje del 

ADN y proteínas asociadas a la entrada al ciclo celular (como Ki-67).  

En nuestro estudio se evaluó el efecto de los aAFL sobre parámetros funcionales y 

moleculares de la proliferación en las células HUVEC, y se encontró que los aAFL de 

todos los grupos de pacientes (MG, MG-SN, MG/TV+ y TV+) indujeron un aumento en la 

cantidad de células en fase de síntesis de ADN (fase S), lo cual fue detectado con IP e 

indica una entrada de estas células al ciclo celular y se relaciona con la proliferación 

celular.  En contraste, no se encontró efecto cuando se usó el marcador Ki-67 que es 

ampliamente utilizado para el diagnóstico de tumores. Estos resultados son similares a 

los evaluados por Canaud y cols., en pacientes con nefropatía asociada a SAF, donde a 

nivel histológico se observó trombosis de microvasculatura renal por hiperplasia 

endotelial de la íntima, debido a una proliferación celular descontrolada, lo cual estuvo 

relacionado con aumento en la mortalidad, después de realizar trasplante de riñón (27).  
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En estudios previos se demostró que la activación de mTOR por los aAFL se relaciona 

con alteraciones vasculares que desencadenan en eventos trombóticos e inflamatorios 

(21) y también se ha visto relacionada la activación de mTOR, con el aumento en el 

crecimiento, proliferación y migración celular por activación de efectores como el S6 

ribosomal (27). En los estudios de Canaud y cols., se observó, además un incremento 

en la activación de la proteína S6RP inducido por la IgG de pacientes con SAF que hace 

parte de la vía de señalización de mTOR, específicamente a través del complejo 

mTORC1 y que podría desencadenar activación de la proliferación celular (27), en la cual 

está involucrada la progresión del ciclo celular, a través de la activación de ciclinas (99). 

La activación de mTOR puede repercutir en diferentes vías asociadas a diferentes 

eventos, y no exclusivamente a la proliferación. En el presente trabajo se usó la 

activación de la proteína S6RP como marcador molecular de la activación de mTOR que 

puede aumentar proliferación, crecimiento y migración celular, y se observó que los aAFL 

de pacientes del grupo MG/TV+ indujeron la fosforilación de S6RP en células 

endoteliales de la misma forma que lo hizo el control positivo de EGF.  

Estos resultados, en conjunto con los obtenidos en el análisis de ciclo celular, sirven 

como soporte para proponer la activación de mTOR como un posible inductor de 

proliferación celular endotelial, lo cual genera la activación de un mecanismo 

protrombótico no asociado con factores de la coagulación, y a su vez como un 

mecanismo que puede ser activado por las células en condiciones de estrés. Sin 

embargo, en otros estudios se ha demostrado la activación de mTOR en monocitos 

dependiente de β2GPI, asociado a un aumento en la producción de factor tisular, del cual 

se conoce su importancia en la activación de la cascada de la coagulación (21), lo cual 

sugiere que el desencadenamiento de mecanismos protrombóticos en el SAF podría 

consistir en dos vías que convergen en este tipo de manifestación clínica. 

A pesar de los estudios que demuestran una activación de mTOR inducida por los aAFL, 

aún se desconoce a través de que receptor podría inducirse la activación de esta proteína 

en respuesta a los aAFL. Canaud y cols, demuestran que para que se dé la activación 

de mTOR por los aAFL es necesario un reclutamiento de Akt a la membrana celular, lo 

cual podría indicar que este tipo de receptor se localiza a este nivel (27). En otras 
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enfermedades autoinmunes como el LES, en el cual aproximadamente el 25% de los 

pacientes presentan SAF (100), se ha visto un aumento en la activación de mTOR, por 

lo que ha sido relacionado con proliferación de linfocitos T efectores y esto podría explicar 

la exagerada respuesta inmune ante los diferentes antígenos que desencadenan estas 

patologías.  

Con estos resultados se retoma nuevamente la importancia de la regulación metabólica 

en la activación de mecanismos activados por estrés celular, ya que se demuestra una 

alteración del metaboloma de linfocitos de sangre periférica de pacientes con LES, 

específicamente en la vía de las pentosas fosfato, de la cual se genera un subproducto 

del metabolismo del triptófano, conocido como quinurenina. Esta fue usada para 

estimular celulas Jurkat y linfocitos de sangre periférica y se encontró aumento en la 

fosforilación de S6RP, del cual se sabe es unos de los efectores principales de mTOR 

en la inducción de la proliferación celular (42). 

5.4 Terapias emergentes en el SAF de acuerdo con los mecanismos activados por 

los aAFL. 

La rapamicina, como inhibidor de mTOR, ha sido usada como terapia en enfermedades 

en las cuales, se observa una proliferación celular de forma patológica, incluso 

aumentando la supervivencia de pacientes con trasplante de riñón. Esta actúa como 

inmunosupresor, pero también posiblemente como un inhibidor del crecimiento endotelial 

a nivel de microvasculatura (27), que puede inducir trombosis y necrosis tisular por 

ausencia de nutrientes. La rapamicina también se ha considerado como tratamiento en 

otro tipo de nefropatías como la asociada a depósitos de IgA específicamente en células 

mesangiales de los glomérulos renales (101). Se observó que los depósitos de IgA de 

ratones con esta patología disminuían al ser tratados con rapamicina, y de la misma 

forma se incrementaban los procesos autofágicos, evidenciado por el aumento en la 

expresión de LC3II. También se observó que este tratamiento disminuyó la expresión de 

un marcador de proliferación celular, la ciclina D1 (101), lo cual concuerda con los 

estudios de Canaud y cols (27).  

Teniendo en cuenta la evidencia presentada, es importante considerar el tratamiento con 

rapamicina, como alternativa para pacientes con las diferentes manifestaciones clínicas 
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del SAF, sabiendo que puede actuar en diferentes poblaciones celulares, inhibiendo la 

proliferación tanto de células endoteliales, como de linfocitos y otras involucradas en la 

respuesta inflamatoria, uno de los mecanismos más importantes en el desarrollo del SAF. 

También es importante resaltar el aumento de la actividad autofágica en las células 

endoteliales, como mecanismo de rescate ante el estrés celular inducido por los aAFL. 

Sin embargo, es de tener en cuenta que la autofagia en otros contextos patológicos como 

el cáncer, puede terminar en el aumento de la supervivencia de tumores.  

Aún se desconoce la naturaleza, las implicaciones y el direccionamiento de tal actividad 

autofágica en el SAF, ya que como se ha visto, esta puede tener como finalidad aumentar 

la supervivencia de las células (44), o llevar a las mismas a  regular procesos apoptóticos, 

todo dependiendo tanto del grado de activación como de las vías alternas por las cuales 

la autofagia es activada (102). 

Respecto al efecto modulador de las ATL, como una evidencia indirecta de la acción in 

vivo de la aspirina a bajas dosis en la prevención de las complicaciones gestacionales 

asociadas al SAF, no se encontró que estas revirtieran el efecto de los aAFL sobre los 

parámetros evaluados en las células endoteliales.  

Este efecto modulador de las ATL sí se observó en otros estudios de nuestro grupo de 

investigación donde se evidenció que las ATL disminuían la adhesión de leucocitos al 

endotelio estimulado con plasma de mujeres con preeclampsia y con productos de estrés 

oxidativo como las (sustancias reactivas del ácido barbitúrico (TBARS) y el 8-

isoprostano) (57). En células trofoblásticas se observó que las ATL restauraron la 

disminución en la migración de estas células y estabilizaron los co-cultivos de células 

endoteliales y células trofoblásticas, que habían sido alterados por los aAFL de pacientes 

con MG y aAFL no-criterio (65).  

Es de resaltar en el presente estudio, el incremento de la acidificación lisosomal de las 

células endoteliales inducida por las ATL, de las que se conocen sus efectos 

antiinflamatorios. Esta acidificación fue aún mayor de la que indujeron los aAFL de 

pacientes con MG/TV+ en células HUVEC. Un comportamiento similar de incremento de 

autofagia, se observó en un estudio en el cual macrófagos peritoneales murinos fueron 

estimulados con la resolvina D1, otro mediador pro-resolución de la inflamación derivado 
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del DHA (ácido graso poliinsaturado omega-3), que también puede ser inducido por la 

aspirina y que tiene efectos antiinflamatorios (51). De esta observación puede destacarse 

la necesidad de evaluar los mecanismos de activación de autofagia y cuáles son sus 

implicaciones a nivel homeostático, ya que en algunos contextos puede resultar 

beneficioso y en otros perjudicial.  

6. CONCLUSIONES. 

En el presente trabajo se evaluó el efecto de los aAFL sobre células endoteliales, debido 

a la relevancia clínica de estas en diferentes manifestaciones del SAF como la 

preeclampsia, en la cual se observa una disfunción endotelial e inflamación. Como se 

propuso en los objetivos, se abordó desde un punto de vista homeostático el efecto que 

tienen los aAFL en la activación de mecanismos de rescate como la autofagia y de la 

activación de una vía de señalización que converge en la entrada al ciclo celular y 

consecuentemente con la proliferación de células endoteliales; esta última relacionada 

con la trombosis vascular observada en pacientes con SAF, causado por una oclusión 

vascular. 

En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos en este estudio, en el que se observa 

que, en la mayoría de los parámetros evaluados, los aAFL presentes en el grupo de 

mujeres MG/TV+ indujeron un aumento en autofagia y porcentaje de células en fase S 

que se relaciona con proliferación celular lo cual indirectamente se asocia con estrés 

celular. De la misma forma se observó que los aAFL del grupo TV+ aumentaron la 

acidificación lisosomal, que tiene un componente inflamatorio, además de los otros 

parámetros de incremento de autofagia como se observó con el grupo MG/TV+. Esto 

demuestra que, en algunas situaciones en el SAF, podrían compartirse mecanismos en 

la inducción de la disfunción endotelial por aAFL presentes en grupos de estudio con 

diferentes manifestaciones clínicas de esta enfermedad. El grupo de MG con aAFL no-

criterio, no mostró efectos sobre estos parámetros evaluados, lo cual contrasta con 

hallazgos previos de nuestro grupo de investigación. 
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Respecto a la activación de autofagia inducida por los aAFL en las células endoteliales, 

es importante destacar los mecanismos de inducción, ya que se pudo observar que 

existe una evidente alteración de la función mitocondrial, asociada con la activación de 

autofagia y ha sido relacionada con aumento de producción de ROS así como con un 

aumento del consumo de oxígeno, lo cual podría ser un mecanismo importante para 

evaluar en futuras investigaciones y de este modo, dilucidar más claramente cómo se 

generan estas alteraciones. Del mismo modo sería interesante realizar estudios con los 

cuales se pueda determinar que vías están implicadas en la activación de autofagia 

observada en estas células endoteliales y así comprender la finalidad de dicha 

activación. 

Es importante resaltar las implicaciones a nivel homeostático de estos hallazgos, debido 

a que los aAFL al inducir una alteración a nivel mitocondrial, pueden activar dos 

mecanismos que clásicamente se han considerado opuestos (autofagia y activación de 

mTOR), debido a su naturaleza metabólica, pero de los cuales se tiene suficiente 

evidencia para demostrar que puede haber una coexistencia entre ambos y que esto 

tiene implicaciones a nivel de la supervivencia celular, lo cual se propone en la Figura 

11. Es de tener en cuenta el impacto que esto puede tener en el SAF, pues demuestra 

una conexión entre la disrupción homeostática y el descontrol de los mecanismos que 

regulan la misma, observado en otras patologías como el cáncer, donde se activan estos 

mismos mecanismos inducidos por los aAFL en el endotelio.  

Por último, cabe destacar el papel que podrían jugar fármacos como la rapamicina o la 

hidroxicloroquina, porque regulan los mecanismos activados por los aAFL y porque 

podrían ser beneficiosos para el manejo de manifestaciones trombóticas e inflamatorias 

de los pacientes con SAF. 
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Tabla 2. Resumen de los efectos de los aAFL sobre células HUVEC. 
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Los aAFL interactúan con fosfolípidos de membrana en células endoteliales de forma 

directa o indirecta (β2GPI), generando estrés celular que induce hiperpolarización 

mitocondrial, induciendo la producción de ROS y activando mecanismos 

proinflamatorios, lo cual activa autofagia y mTOR, que pueden generar sobrevida a las 

células y proliferación celular de forma patológica, generando hiperplasia vascular y 

consecuentemente trombosis por oclusión de la luz de los vasos sanguíneos. Imagen: 

Carlos Mario Rodríguez C. 

 

 

 

Figura 14. Modelo de la activación de autofagia y mTOR, inducido por estrés 

celular en células endoteliales por los aAFL. 
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