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Resumen

El sindrome antifosfolipido es una trombofilia adquirida causada por un grupo heterogéneo de
autoanticuerpos dirigidos principalmente contra proteinas de unién a fosfolipidos (anticuerpos
antifosfolipidos - aAFL). Paradéjicamente, algunos de estos anticuerpos se comportan in vitro
como inhibidores de la cascada de la coagulacién, un fenémeno denominado "anticoagulante
lupico". Entre los multiples mecanismos patogénicos asociados al sindrome antifosfolipido, se
ha descrito que los aAFL inducen la activacion y disfuncién del endotelio vascular a través de
vias de sefalizacion que involucran las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK).
Asi mismo, se sabe que los aAFL inducen en células endoteliales la liberacion de vesiculas
extracelulares medianas y grandes (VEm/g), fragmentos de membrana con presumibles
propiedades procoagulantes. En este trabajo abordamos la actividad de coagulacién de las
VEm/g endoteliales liberadas ante el estimulo con aAFL y su principal cofactor, la proteina
plasmatica 32 glicoproteina I. Exploramos cémo las vias de las MAPK estan implicadas en la
liberaciéon de las VEm/g y en su cardcter procoagulante, y como los anticuerpos tipo
anticoagulante lupico interactdan con estas estructuras para modificar su actividad de
coagulacion directa. Con esta finalidad, fue empleado un modelo in vitro de endotelio
estimulado con inmunoglobulinas G de mujeres con diferentes manifestaciones clinicas del
sindrome antifosfolipido y de grupos control, se realiz6 identificaciéon de vesiculas
extracelulares por citometria de flujo, y fue implementado un ensayo de coagulacion basado en
plasma recalcificado. Nuestros resultados muestran que la actividad de coagulaciéon de las
VEm/g liberadas a causa del estimulo con aAFL se encuentra condicionada por la actividad tipo
anticoagulante lupico de estos autoanticuerpos. Este efecto anticoagulante se ve revertido al
usar 32 glicoproteina I durante la estimulacion de las células endoteliales, lo cual recupera la
actividad de coagulacion de las VEm/g de una forma dependiente de las MAPK quinasas de
especificidad dual 1 y 2 (MEK1/2). En resumen, nuestros hallazgos sugieren que la (2
glicoproteina I es suficiente para revertir, mas no para sobrepasar, el efecto anticoagulante que
anticuerpos tipo anticoagulante ldpico ejercen sobre las VEm/g endoteliales. Asi, las VEm/g no
parecen constituir un factor procoagulante directo en el sindrome antifosfolipido, aunque su

relacién con otros mecanismos indirectos aun debe ser explorada.
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Abstract

Antiphospholipid syndrome is an acquired thrombophilia driven by a heterogeneous group of
autoantibodies primarily targeting phospholipid-binding proteins (antiphospholipid
antibodies - aPL). Paradoxically, some of these antibodies behave in vitro as inhibitors of the
coagulation cascade, a phenomenon referred to as “lupus anticoagulant”. Among the multiple
pathogenic mechanisms involved in antiphospholipid syndrome, aPL have been described to
induce activation/dysfunction of vascular endothelium through signalling pathways such as the
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways. Likewise, aPL are known to induce the
release of endothelial cell-derived medium/large extracellular vesicles (EDEVs), which are
membrane fragments with putative procoagulant properties. This work addresses the
coagulation activity of EDEVs released upon stimulation with aPL and its primary cofactor, 32
glycoprotein 1. We attempted to explore how MAPK pathways are involved in the release of
EDEVs and their coagulation properties; and how lupus anticoagulant-like antibodies interact
with EDEVs to modify their coagulation properties. For this purpose, an in vitro model of
immunoglobulin G-stimulated endothelium, flow cytometry of extracellular vesicles, and a
recalcified plasma-based assay were employed. Our results show that the coagulation activity
of EDEVs released upon stimulation with aPL is conditioned by the lupus anticoagulant-like
activity of autoantibodies. This anticoagulant effect is abrogated by using 2 glycoprotein I
during endothelial cell stimulation, which restores the coagulation activity of EDEVs in
mitogen-activated protein kinase kinases 1 and 2 (MEK1/2)-dependent manner. In summary,
our findings suggest that 32 glycoprotein I is sufficient to abrogate, but not to surpass, the
anticoagulant effect that lupus anticoagulant-like antibodies exert on EDEVs. Thus, EDEVs does
not seem to pose a direct procoagulant factor in antiphospholipid syndrome, although their

relationship with other indirect mechanisms remains to be explored.
Keywords

Antiphospholipid antibodies, lupus coagulation inhibitor, cell-derived extracellular vesicles,
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Daniel Alvarez - Universidad de Antioquia

Tabla de contenido

| 8L o0 Lo LT ol (0 o T 6

Capitulo 1: Contexto y conceptos - Anticuerpos antifosfolipidos, vesiculas

extracelulares y COagUIACION..............o s 8
1.1.  Sindrome antifosfolipido y anticuerpos antifoSfolipidos.........nnineessenssnsesesnsessssssnens 8
1.2, VeSICUIAS EXErACEIUIATES .....coeeueurieceeririesiisessisssssssssssssss s 9

1.2.1.  Definicion, funcionesy CONCePtos GENEIraAlES ... mnseiseensesssseessesssssessessesssssssssees 9
1.2.2.  Biogénesis de vesiculas extracelulares y su relacion con las MAPK..........oeneennenn. 12
G T 0 XYoo To (s 007 230 (2 ol Yo o111 Lo Uo] (o) 1 A0 14
1.4, ANtiCOAGUIANEE [UPICO ..vuueeeereerririeserrerseseissssss s 17
1.4.1.  Definicion Y CONLEXEO RISEOTICO ....veeereeeerreereererssesessesssessssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaseens 17
1.4.2.  Principios para la medicion del anticoagulante IUpiCo ..........ooneeoreeneesseeseessesseesseens 19
1.5.  Anticuerpos antifosfolipidos y vesiculas exXtracelulares ... onsnsensessessenses 19

Anexo 1: Microparticles: an alternative explanation to the behavior of vascular

ANEIPROSPROLIPIA SYNATOIME. ...t 23

Capitulo 2: Trabajo experimental - Actividad de coagulacion de vesiculas

extracelulares liberadas ante el estimulo con anticuerpos antifosfolipidos....................... 24

Anexo 2: Extracellular vesicles released upon antiphospholipid antibody stimulus: an actual

direct procoagulant mechanism or a new factor in the lupus anticoagulant paradox?.............. 24

Capitulo 3: Conclusiones y perspectivas - Un nuevo abordaje de la paradoja del

ANICOAGUIANTE TAPICO......... ettt s s 25

| 2 SY () W) 1 o3 T= KRR 29



Daniel Alvarez - Universidad de Antioquia

“Although patients with the antiphospholipid syndrome exist, they (like black
swans) are probably not found as frequently as enthusiastic medical personnel
might like. Only a small fraction of all patients with thrombosis or fetal loss will

have this syndrome, but the numbers are large enough and complications severe
enough to justify searching for them.”

E. Nigel Harris, 1987

“Lupus anticoagulants (LA) are somewhat akin to subatomic particles and
extrasolar planets, in that they are “detected” by inference.”

Gary W. Moore, 2014
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Introduccion

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una trombofilia adquirida de origen autoinmune, causada
por un grupo amplio y heterogéneo de autoanticuerpos dirigidos contra fosfolipidos?, proteinas
de unién a fosfolipidos, o complejos proteina-fosfolipido? (denominados en conjunto
anticuerpos antifosfolipidos - aAFL). Algunos de estos anticuerpos funcionan in vitro, en
presencia de bajas concentraciones de fosfolipidos, y por mecanismos que aun deben ser
esclarecidos, como inhibidores de la via comun de la cascada de la coagulacidn. A este fend6meno
se le conoce como anticoagulante lupico (AL)3. Mas all, la presencia de aAFL se ha asociado in
vivo a la ocurrencia de trombosis venosa, arterial, y de pequefios vasos, asi como a episodios de
morbilidad gestacional. Asi, el SAF se define como la entidad que retne estas manifestaciones
clinicas, acompafiadas de la seropositividad persistente para los aAFL*. Es posible afirmar que
los aAFL constituyen la causa directa del SAF, pues estos han sido utilizados con éxito para
inducir las manifestaciones clinicas propias de la enfermedad en modelos murinos, como por
ejemplo, trombosis mesentérica en ratas Wistar>, o restriccion en el crecimiento fetal en

ratones BALB/c®.

Una caracteristica funcional de los aAFL, descrita recientemente, es su capacidad para inducir
en células endoteliales la produccion de vesiculas extracelulares medianas y grandes (también
conocidas como microvesiculas o microparticulas)’. De hecho, es sabido que individuos con
aAFL, en comparacién con individuos sanos seronegativos, presentan una cantidad aumentada
de vesiculas extracelulares medianas y grandes (VEm/g), tanto de origen endotelial como

provenientes de monocitos y plaquetas8?®.

Desde su primera descripciéon en 1946, realizada por Chargaff y West, las VEm/g han sido
identificadas por su capacidad procoagulantel®. Asi, el primer indicio de la existencia de estas
estructuras fue la observacion de que en el plasma pobre en plaquetas perdura un remanente
de “agente tromboplastico” que es susceptible de ser aislado mediante centrifugacidn, e incluso
puede ser utilizado para restaurar las propiedades del plasma con tiempos de coagulacion
anormalmente prolongados. La naturaleza del agente tromboplastico identificado por Chargaff
y West fue mejor descrita por Wolf en 1967, quien lo definié como un material particulado de
origen plaquetario y rico en fosfolipidos o, en términos del autor, “polvo de plaquetas”1l. El
potencial procoagulante de las VEm/g sigue siendo una caracteristica de interés; no solo se ha
mostrado que pacientes con antecedentes de trombosis tienen una mayor cantidad de VEm/g
en plasma, sino que se ha podido establecer que el riesgo de trombosis incrementa
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progresivamente y de manera lineal con los niveles plasmaticos de VEm/g12. De hecho, en
experimentos posteriores a los realizados por Chargaff y West, tanto in vitrol3 como in vivol4,

las VEm/ghan sido utilizadas para potenciar la activacion del coagulo.

Se han descrito ampliamente dos mecanismos moleculares a través de los cuales las VEm/g
interactian directamente con componentes del plasma facilitando asi los eventos propios de la
cascada de la coagulacién. Por un lado, al incrementar la superficie total de fosfolipidos
anidnicos, en especial fosfatidilserina, las VEm/g permiten el ensamblaje de complejos
compuestos por factores de coagulaciéon con dominios de aminodacidos catiénicos modificados
(factores VII, IX, X y II). Esto as su vez potencia la formacién de fibrina y la generacién de
trombina en plasmal315. Por otro lado, algunas VEm/g pueden exhibir un potencial de
coagulacion aumentado dado que portan proteinas procoagulantes como la glicoproteina
transmembrana factor tisular (FT), la cual funciona como un iniciador de la cascada de la

coagulacion a través de la via extrinsecal4.

En este contexto las VEm/g, especialmente aquellas derivadas de células endoteliales, han sido
planteadas como un posible eslabdén entre la autoinmunidad y la trombosis en enfermedades
como lupus eritematoso sistémico (LES)1¢ y SAF17. No obstante, las veces que se han
interrogado las VEm/g en cuanto a sus propiedades funcionales, ha sido desconcertante que,
en individuos con aAFL, una cantidad aumentada de VEm/g no se relaciona con una mayor
disponibilidad de fosfolipidos anidénicos para la formacién de complejos protrombinasal8, ni
con una mayor actividad de coagulacion tipo FT19. Asi, se sugiere que, mas alla del nimero de
vesiculas, otras variables como las condiciones en las cuales el endotelio es activado para la
liberacion de VEm/g, o una posible interaccion entre las VEm/g endoteliales y los mismos
autoanticuerpos que inducen y condicionan su liberacion, podrian estar influyendo en la
actividad de coagulacion de estas estructuras. Estos aspectos son abordados en el presente

trabajo.
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Capitulo 1: Contexto y conceptos - Anticuerpos antifosfolipidos, vesiculas

extracelulares y coagulacion

1.1. Sindrome antifosfolipido y anticuerpos antifosfolipidos

El SAF es una enfermedad autoinmune definida por los criterios de clasificacién de Sapporo
actualizados*. Segin este consenso internacional, es posible atribuir a un individuo el sindrome
si cumple con al menos un criterio clinico y un criterio de laboratorio propios de la enfermedad.
Son criterios clinicos: uno o mas episodios de trombosis, bien sea venoso o arterial,
debidamente confirmado; una o méas pérdidas fetales posterior a la semana 10 de gestacion sin
ninguna otra causa determinada y con un feto evaluado como morfol6gicamente normal; tres o
mas pérdidas gestacionales consecutivas antes de la semana 10 excluida cualquier otra causa
subyacente; o uno o mas nacimientos prematuros antes de la semana 34 a causa de eclampsia,
preeclampsia o insuficiencia placentaria. Por su parte, son considerados criterios de laboratorio
la presencia persistente de titulos medios o altos de anticuerpos anti-cardiolipina (aCL),

anticuerpos anti- 32 glicoporteina I (aB2GPI), o la deteccién del AL* (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de Sapporo actualizados para la clasificacién del sindrome antifosfolipido.

Criterios clinicos
Uno o mas episodios clinicos de
trombosis que afecten venas, arterias o
pequeios vasos y/o,
Una o mas pérdidas fetales a la semana
10 de gestacién o después de la semana
10 de gestacién y/o,
Tres o mas abortos espontaneos no
explicados antes de la semana 10 de
gestacion y/o,
Uno o mas nacimientos prematuros a
causa de eclampsia, preeclampsia o

insuficiencia placentaria.

Criterios de laboratorio
Presencia de AL en plasma, detectado en
dos o mas ocasiones separadas por al
menos 12 semanas y/o,
Presencia de titulos medios o altos (por
encima del percentil 99) de anticuerpos
aCL y/o af32GPI (isotipos IgG o IgM),
detectados en dos ocasiones o mas

separadas por al menos 12 semanas.

AL, anticoagulante ldpico; aCL, anticuerpos anti-cardiolipina; aB2GP]I, anticuerpos anti-f32-glicoproteina
[; IgG, inmunoglobulinas G; IgM, inmunoglobulinas M.

Adaptado de: Miyakis S et al. International consensus statement on an update of the classification
criteria for definite antiphospholipid syndrome (APS). ] Thromb Haemost. 2006*.
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En contraste con su definicidn en el contexto clinico, el entendimiento de la fisiopatologia del
SAF, y los mecanismos moleculares que subyacen a las manifestaciones clinicas propias de la
enfermedad, adn es difuso y constituye un limitante para la postulacién de nuevas alternativas
terapéuticas. De hecho, hasta el momento en que se escribe este trabajo, el tratamiento
recomendado para la enfermedad esta dirigido fundamentalmente hacia el manejo del efecto
de hipercoagulabilidad de los aAFL mediante el uso de agentes anticoagulantes, trombo-
profilacticos y antiplaquetarios??; y no, como es esperado, hacia la interrupciéon de los

mecanismos patogénicos a través de los cuales los autoanticuerpos conducen a esta trombofilia.

Asi, por ejemplo, aunque de forma candénica se reconocen como parte de los criterios
diagnoésticos uinicamente los anticuerpos aCL, a32GPI y AL, de hecho, se ha descrito un gran
nimero de aAFL como anticuerpos anti-fosfatidilinositol, anti-fosfatidiletanolmina, anti-
fosfatidilserina, anti-acido fosfatidico, anti-fosfatidilserina/protrombina, anti-anexina V, y anti-
vimentina/cardiolipinaZ1-25; anticuerpos que podrian ser de importancia para el diagndstico y

prondstico de la enfermedad, o bien estar implicados en sus mecanismos patogénicos?21.

Asociado a la gran variedad de aAFL y posibles mecanismos patogénicos, algunos autores han
postulado que, posiblemente, las manifestaciones clinicas obstétricas y vasculares del SAF se
deben a anticuerpos con especificidades antigénicas diferentes y, por lo tanto, la enfermedad
podria diferenciarse en dos entidades independientes: SAF vascular y SAF obstétrico2¢. Esta
hipotesis se encuentra fundamentada en evidencias que muestran como aAFL monoclonales
activan algunos tipos de células por medio de vias diferentes27.28; y coémo anticuerpos
policlonales purificados de pacientes con manifestaciones clinicas de uno u otro tipo
(vasculares u obstétricas) inducen respuestas Unicas en células de trofoblasto2® y monocitos3°.
Esta discusién se aborda a profundidad en el anexo 1: “Microparticles. An alternative

explanation to the behavior of vascular antiphospholipid syndrome".

1.2. Vesiculas extracelulares

1.2.1. Definicién, funciones y conceptos generales

Las vesiculas extracelulares (VEs) son fragmentos de bicapa lipidica liberados naturalmente
por células, que, por definicién, no pueden replicarse3!l. Intercambiadas entre células como
mensajeros que portan proteinas3?, acidos nucleicos33, y lipidos de importancia biologica34, las
VEs cumplen diferentes funciones en contextos fisioldgicos al tiempo que estan implicadas en

estados patolégicos.


file:///D:/Descargas/Anexo%201.%20Álvarez%20D.%20et%20al.%20Microparticles.%20An%20alternative%20explanation%20to%20the%20behavior%20of%20vascular%20antiphospholipid%20syndrome.pdf
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Un ejemplo clasico de la participaciéon de VEs en procesos fisiologicos lo constituyen los
prostasomas. Como lo demuestran trabajos recientes, células del epitelio prostatico en la zona
de transicidn, a través de secrecion apocrina, liberan hacia el lumen del tracto reproductor
masculino fragmentos de membrana de 0.15 hasta mas de 1 um3> (Figura 1). Por su origen,
estas vesiculas han sido denominadas “prostasomas”. La importancia de los prostasomas en la
maduracion post-testicular de los espermatozoides ha sido motivo de interés por afios. Ya
desde la década de 1980, mediante el uso de cromatografia de exclusién por tamafio y
centrifugacidn, se logré demostrar que las VEs son un componente principal del plasma seminal
capaz de promover la movilidad progresiva de espermatozoides de individuos sanos3¢. Hoy es
sabido que los prostasomas cargan e importan a los espermatozoides proteinas implicadas en

la movilidad espermatica, como lo es la bomba calcio ATPasa 4 y la 6xido nitrico sintasa3’.

Figura 1. Ejemplo de la evolucién en el estudio de vesiculas extracelulares. Comparacion entre imagenes
de vesiculas extracelulares liberadas por células de la préstata, publicadas con casi 4 décadas de
diferencia. Izquierda, imagen de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) publicada en 1982, que
muestra la fracciéon cromatografica del plasma seminal que se encuentra enriquecida en vesiculas
extracelulares (tomado de: Stegmayr B et al. Urol Res. 1982). Derecha, imagen de microscopia
electronica de barrido (SEM) publicada en 2019, que muestra células de epitelio prostatico en proceso
de secrecion de vesiculas (tomado de: Fullwood NJ et al. Sci Rep. 2019).

Otro proceso fisioldgico cuya concepcion se ha visto modificada por la participacion de VEs es
la presentacion de antigenos. En un principio, se entiende que la condicion particular de los
receptores de linfocitos T, por la cual estos unicamente reconocen sus objetivos cognatos
cuando se encuentran en asociacion con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), implica que este reconocimiento solo ocurre en cercania estrecha con células
presentadoras que previamente han adquirido y procesado el respectivo antigeno. Sin
embargo, este concepto se ve retado al identificar que es posible inducir respuestas antigeno-
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especificas en células T, utilizando VEs de linfocitos B portadoras del CMH-clase II38. Evidencia
mas reciente muestra que células dendriticas maduras intercambian complejos antigeno-CMH
y moléculas co-estimuladoras a través de VEs (“dexosomas”), permitiendo asi que células
dendriticas que no han estado en contacto primario con el antigeno, amplifiquen la activacién
de linfocitos T CD4+3°. Las VEs derivadas de células presentadoras de antigeno se exploran en

la actualidad como una posible inmunoterapia en el cancer#0.

La versatilidad de las VEs para funcionar como mensajeros entre células reside en: 1) la alta
selectividad con la cual estas estructuras estan dirigidas a sus células destinatarias y 2) la
capacidad de las células remitentes para seleccionar el cargo a enviar en las vesiculas. Con
respecto a la selectividad de las VEs se sabe que, por ejemplo, en el contexto planteado
anteriormente, las vesiculas derivadas de linfocitos B portadoras del CMH-clase II se dirigen
con alta preferencia hacia células dendriticas foliculares cuando se afiaden a cultivos primarios
derivados de amigdalas palatinas humanas, ignorando células plasmaticas, macréfagos,
eritrocitos, mastocitos y basofilos*l. Ademas de esta preferencia, es destacable que un mismo
tipo de células pueda liberar distintas subpoblaciones de VEs que difieren en sus cargos3?, e
incluso, modificar el cargo de sus vesiculas hijas segun las vias de sefalizacion intracelular que
se encuentran activas*2. Las caracteristicas de las VEs liberadas por un determinado tipo de

célula varia segun el estimulo utilizado para inducir su liberacion*3.

Dos principales subpoblaciones de VEs son las microparticulas y los exosomas. Las
microparticulas surgen directamente de la protrusiéon de la membrana plasmatica y la posterior
liberacién de la ampolla resultante como una vesicula independiente. Los exosomas por su
parte se originan en cuerpos multivesiculares al interior de la célula, los cuales, al fusionarse
con la membrana plasmatica, liberan sus vesiculas intraluminales hacia el espacio

extracelular3144.45,

Dado que exosomas y microparticulas tienen origenes diferentes, y probablemente cargos
diferentes, se ha postulado que algunas moléculas podrian servir en el laboratorio como
marcadores para diferenciar entre ambas subpoblaciones. Sin embargo, andlisis recientes de
proteémica han mostrado que marcadores que clasicamente se entendian como putativos de
una u otra subpoblacién, como las moléculas del CMH-clase II o la flotilina 1, se encuentran
indistintamente en ambos tipos32. Estas limitaciones han llevado a utilizar otros métodos para
diferenciar las subpoblaciones de VEs. Asi, las guias de Informacién Minima para Estudios de
Vesiculas Extracelulares (MISEV2018) publicadas por la Sociedad Internacional para Vesiculas

Extracelulares (ISEV) establecen que, en la practica, utilizar los términos “microparticulas” o

11



Daniel Alvarez - Universidad de Antioquia
“exosomas” (sugiriendo que las VEs tienen su origen en una determinada via de biogénesis)
resulta “extraordinariamente dificil”, a menos que se utilicen métodos de imagen de célula viva
que permitan evidenciar el momento exacto en que las VEs son liberadas. Por este motivo, insta
al uso de términos operativos basados en caracteristicas fisicas como el tamano de las
vesiculas3l. En este trabajo utilizamos el término VEm/g para referirnos a particulas de
aproximadamente 0.5 a 2 um, dimensiones que se han relacionado con la subpoblacién de las
microparticulas. Una descripcién mas precisa de la definicién operativa utilizada durante el
trabajo experimental se establece en la seccidn métodos del anexo 2: “Extracellular vesicles
released upon antiphospholipid antibody stimulus: an actual direct procoagulant mechanism or

a new factor in the lupus anticoagulant paradox?”.

1.2.2. Biogénesis de vesiculas extracelulares y su relacion con las MAPK

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de biogénesis de las VEs pequefias (exosomas),
difiere del proceso referido paralas VEm/g (microparticulas). Las descripciones tempranas del
origen de las VEs pequefias fueron realizadas en el contexto del proceso de maduracion de
reticulocitos hacia eritrocitos. Una caracteristica de dicho proceso de maduracién es la pérdida
del receptor de transferrina, el cual, es internalizado en endosomas y posteriormente liberado
al medio extracelular en forma vesicular sin ser degradado. La ruta seguida por el receptor de
transferrina fue evidenciada por Pan y colaboradores a través de marcaje por “immunogold”
acoplado a microscopia electréonica. Sus imagenes muestran que la proteina marcada es
transferida a vesiculas dentro del lumen de los endosomas (vesiculas intraluminales). El cuerpo
multivesicular resultante podria fusionarse con un lisosoma para la degradacion de las
vesiculas intraluminales y sus cargos; en cambio, los autores demuestran su fusiéon con la
membrana plasmatica, lo que desencadena la liberacion de las vesiculas intraluminales hacia el
espacio extracelular (VEs pequenas)4®. Hallazgos recientes han permitido describir en detalle
como las proteinas del complejo de clasificacion endosomal necesario para el transporte
(ESCRT) actdan en la formacion de las vesiculas intraluminales y en la seleccion de sus cargos
en un proceso mediado por la ubiquitinacion de proteinas transmembrana#’. Luego, el destino
de los cuerpos multivesiculares es decidido por proteinas de la familia de las pequefias

GTPasas*849, También se han descrito procesos independientes a la maquinaria ESCRT#°.

A diferencia de las VEs pequefias, que cuentan con un modelo bien establecido de biogénesis

basado en cuerpos multivesiculares, los fen6menos que conducen a la liberacién de VEm/g solo
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han sido descritos parcialmente. Aun asi, hay algunas caracteristicas conocidas que se pueden

enumerar para entender mejor este proceso:

1)

2)

3)

La biogénesis de las VEm/g depende de un incremento en el calcio intracelular. Tanto
el uso de iond6foros de calcio como de inhibidores de la bomba calcio ATPasa del reticulo
sarco/endoplasmico (SERCA) son suficientes para inducir la liberacién de VEm/g en
plaquetas®>0. Dos fendmenos explican como el incremento del calcio citosélico resultante
influye en la biogénesis de las VEm/g: En primer lugar, se sabe que el calcio activa la
proteina TMEM16F>1. Esta es una escramblasa que, al transportar fosfolipidos
bidireccionalmente en la membrana plasmatica, contribuye a la pérdida de la asimetria
y provoca el desplazamiento reversible de fosfatidilserina (normalmente presente en la
cara interna) hacia la cara externa>l. Este fenémeno en si mismo tiene implicaciones en
la coagulacidén. Asi, plaquetas deficientes en TMEM16F tienen menor capacidad para
generar trombina>2, Por su parte, también se ha establecido que estas células tienen
afectada su capacidad para liberar VEm/g, de modo que se piensa que la exposicion de
fosfatidilserina esta implicada en la protrusién de la membrana plasmatica, y en general,
la fosfatidilserina se ha utilizado como marcador de las VEm/g53. El segundo fendmeno
que conecta el incremento del calcio citosélico con la liberaciéon de VEm/g, es la
activacion de la proteasa dependiente de calcio, calpaina. Se cree que esta proteina
degrada el citoesqueleto en las inmediaciones de la membrana plasmatica y permite asi
que esta se deforme y protruya hacia el exterior>?. Por esta razon, inhibir quimicamente
la calpaina suspende el efecto de estimulos que conducen a la liberacién de VEm/g5%.
Ademas, se ha encontrado que las VEm/g contienen calpaina activa®>.

La membrana celular cambia durante el proceso de biogénesis de las VEm/g, de hecho,
no solo la exposicion de fosfatidilserina, sino ademas otras modificaciones en la
composicion lipidica de la membrana, pueden conducir a la liberacién de VE. Un
mecanismo descrito en células expuestas a diferentes estimulos proinflamatorios, que
conduce a la liberacién de VEm/g, es la activacion de la enzima esfingomielina
fosfodiesterasa acida y su movimiento a la hoja externa de la membrana celulars657. Esta
enzima cataliza la conversién de esfingomielina a ceramida.

El citoesqueleto debe ser remodelado durante el proceso de producciéon de VEm/g. Esta
reorganizacion incluye la polimerizacién de actina, la activacion de la cadena ligera de
miosina no muscular 2 (MLC2) mediada por la quinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK), y consecuentes cambios en la dindmica actina-miosina mediados por proteinas

quinasas asociadas a Rho (ROCK)>8.
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La producciéon de VEm/g puede ser inducida por diferentes tipos de estrés y estimulos que
conducen a la activacién de las vias de sefializacién de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK). Tanto la activacién de la via de la proteina quinasa p38 activada por
mitogenos (p38MAPK), como la via de las proteinas quinasas-quinasas de especificidad dual
activadas por mitoégenos 1y 2 (MEK1/2), pueden inducir la produccién de VEm/g de manera
independiente o conjunta segun el tipo de estimulo implicado. Por ejemplo, se ha descrito que
sefiales proinflamatorias como factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en células endoteliales>?,
o agonistas de purinoceptores como ATP en astrocitos®, inducen la produccién de VEm/g a
través de la via de p38MAPK y de forma independiente a la via de MEK1/2. Por su parte,
mitégenos como ésteres de forbol, inducen la producciéon de VEm/g mediante la activacion de
la via de MEK1/2, en un proceso que se ve inalterado por inhibidores de p38MAPK?®0. Otros
estimulos como agonistas del receptor activado por proteasas PAR-2, o el analogo de
nucleésido gemcitabina, pueden inducir la producciéon de VEm/g mediante la activacién de
ambas vias simultdneamente>7.58, En cualquier caso, estudios con inhibidores sugieren que las
dos vias actdan de manera paralela e independiente en este proceso>8; mientras que la via de
p38MAPK se ha asociado especialmente a la activaciéon de la enzima esfingomielina
fosfodiesterasa acidasé>7, la activacion de la via de MEK1/2 parece conducir a la fosforilacion

de MLCK, lo cual tiene efectos directos sobre el citoesqueleto>8.

En el contexto del SAF, si bien se ha observado que el estimulo con anticuerpos af2GPI induce
la produccion de VEm/g a través de la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina, en un
proceso que depende de ROCK y MLCK (sugiriendo que la via de MEK1/2 podria estar
implicada), hasta el momento la via de sefializaciéon responsable permanece sin ser definida®.
Esta discusién resulta relevante, pues la activacion de una u otra via de las MAPK, puede influir
en el cargo procoagulante de las VEm/g, como lo demuestra el estudio de la expresion de FT en

vesiculas liberadas por células endoteliales*2.

1.3. Cascada de la coagulacion

La hemostasia es el equilibrio fisiol6gico de un conjunto de procesos que tienen como finalidad
evitar la pérdida de sangre ante la disrupcion del circuito vascular, al cual se acoplan procesos
que, simultdneamente, previenen la formacidon o estabilizaciéon inusitada de trombos que
podrian impedir el flujo sanguineo normal®2. Una parte fundamental de la hemostasia la
compone la cascada de la coagulacion, también conocida como hemostasia secundaria. Desde

su modelo mas simple, basado en los cuatro factores descritos en 1905 por Morawitz
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(fibrinégeno, trombina, tromboquinasa y calcio), hasta el modelo aun vigente de la cascada
(inicialmente “waterfall” y posteriormente “cascade”), expuesto en 1964 por Davie y Ratnoff, la
coagulacion se entiende como un proceso en el cual las propiedades fisicas de la sangre
cambian gracias a la activacidn secuencial de proteinas que son al tiempo zimégenos/sustratos
de proteasas, y, una vez activas, proteasas; con excepcién de la fibrina, ultimo eslabén de la

cascada cuya funcién en si misma es ser material para el coagulo o trombo©3-65,

La coagulacion es un proceso complejo. Por un lado, implica un entramado de no menos de 21
reacciones enzimaticas en las cuales, a diferencia de los modelos originales, hoy se entiende que
interactian por lo menos 11 factores de manera no secuencial®®. Por otro lado, se han descrito
diferentes vias a través de las cuales la coagulacién interactia de forma bidireccional, siendo
afectada y afectando otros procesos biol6gicos como la gestacion o la respuesta inmune®7.68,
Una descripcion completa de la cascada de la coagulacién puede encontrarse en cualquier texto
de fisiologia, revisiones®* y modelos matematicos®®. En este trabajo, nos limitaremos a entender
las principales reacciones implicadas en la activacion del trombo in vivo y sus modificaciones in

vitro, lo que se conoce como “via extrinseca” y “via comun”.

El evento proteolitico que inicia la cascada de la coagulacion in vivo es materia de discusidn. Los
ultimos hallazgos describen un bucle de activacion reciproca entre dos factores, no obstante, el
factor iniciador de dicho bucle se desconoce®. Se sabe que el factor VII activado (FVIIa)
funciona como una proteasa clave en el inicio de la cascada, dando paso a las siguientes
reacciones®. Una fraccion del FVII permanece activada en sangre bajo condiciones basales,
cantidad que se ve reducida a su 10% en individuos con deficiencia severa del FIX (hemofilia
B)70. La antigua suposicion de que el FIX seria el responsable de la presencia de cierta cantidad
circulante de FVIla en sangre, fue confirmada recientemente mediante el uso de factores
modificados que impiden la amplificacién por retroalimentacién positiva entre estos dos
factores. Mas importante adn, se demostro que la activacion del FVII puede darse en ausencia
de cofactores, e incluso por formas parcialmente activadas del FIX (FIXaa)¢°. Estas dos
caracteristicas hacen del factor IX un candidato promisorio en la iniciacion de la cascada de la
coagulacion. ;Bajo qué contexto, o en medio de qué reaccidon proteolitica, surgen formas
activadas o parcialmente activadas del FIX que desencadenan la formacion del trombo? Como
se menciondé anteriormente, se trata de un bucle de activacidon reciproca; aunque el FIX
(antiguamente llamado factor Christmas) fue originalmente descrito en el contexto de la via de
la coagulacion intrinseca, siendo activado por el FXIa73, in vivo, el mismo FVIla en complejo con

su cofactor (FT), activa el FIX en una via conocida como via cruzada (“crossover pathway”)472,
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Asi, el FIX y el FVII se activan mutuamente, y ambos, a su vez, pueden conducir por medio de
otras reacciones proteoliticas a la activacion del FX, puerta de la via comun de la cascada de la

coagulacion®® (Figura 2).

( Factor 1Xa b LG LU O PR LU LT
Factor VIla d

Venenao de
ﬂ ¢

vibora de Russell
Factor tisular (" | ((( . Factor Xa
.. L .._ ITT-'

5 -'I Fosfatidilserina ... _ . *

7]

Anticoagulante
lipico

Célula endotelial

Figura 2. Representacion grafica de la conformacién del complejo Xasa y sus posibles interacciones con
el veneno de vibora de Russell y los anticuerpos tipo anticoagulante lapico. Los factores VII y IX se
activan en un bucle de retroalimentacién positiva. El FVIIa se une a la proteina transmembrana factor
tisular. El FX se une a las superficies de fosfolipidos aniénicos y, desde alli, es presentado a los complejos
FVIIa:FT para su activacion proteolitica en el complejo Xasa. Los anticuerpos tipo anticoagulante lipico
inducen la produccién de vesiculas extracelulares con fosfolipidos anidnicos, al tiempo que,
paradojicamente, funcionan in vitro como anticoagulantes por mecanismos sin esclarecer. El veneno de
vibora de Russell contiene proteasas activadoras de los factores IX y X.

Larazon por la cual, aun cuando el 1% del FVII en estado basal se encuentra activado, la cascada
de la coagulacion no se desencadena de manera inusitada, es porque para dar paso a la
formacidon del complejo catalitico que permite la activacion del factor X (complejo Xasa), es

necesaria la presencia de dos componentes adicionales: fosfolipidos aniénicos y FT. De hecho,

16



Daniel Alvarez - Universidad de Antioquia
la activacién del FX en ausencia del complejo Xasa es millones de veces menos eficiente

cataliticamente®6.73,

El FT es una glicoproteina integral de membrana que funciona como receptor y cofactor del
FVIIa74. En condiciones basales, el FT funcionalmente activo es expresado por células que se
encuentran fisicamente separadas de la sangre, de modo que, cuando hay pérdida de la
integridad en los vasos sanguineos, este receptor se expone permitiendo la unién del FVIlay la
consecuente iniciacion de la cascada de la coagulacién’>. No obstante, también hay fuentes de
FT de origen sanguineo. Lo anterior implica que, bajo ciertos estimulos como lipopolisacarido,
algunas células en contacto directo con la sangre también pueden expresar FT. Junto con los

monocitos, las VEs son la principal fuente de FT de origen sanguineo?®.

Los fosfolipidos aniénicos por su parte sirven como una plataforma de presentaciéon e
interaccién entre factores de coagulacién que cuentan con dominios del aminodacido catiénico
modificado acido y-carboxiglutamico (simplificado como “dominios Gla”)77. La importancia de
la interaccién entre factores de la coagulacion y superficies de fosfolipidos aniénicos (proceso
dependiente de la presencia de calcio) queda de manifiesto cuando se eliminan los dominios
Gla de algunos de estos factores, lo cual reduce significativamente la eficiencia catalitica de sus
complejos’8. Modelos matematicos recientes han sugerido que, por ejemplo, el FX, sustrato del
complejo Xasa, no se une a los complejos FVIla:FT directamente desde la solucién. En cambio,
debe existir un pool comun de FX asociado a membrana que es presentado por los fosfolipidos
al complejo, y luego, una vez activado, es removido de las inmediaciones’?80, Los fosfolipidos
anionicos también participan en el ensamblaje del complejo protrombinasa, formado por el FXa

y su cofactor, el FV81,

1.4. Anticoagulante liipico

1.4.1. Definicion y contexto historico

El AL fue descrito en la década de 1950 por los autores Conley y Hartmann, quienes
identificaron la presencia de un inhibidor de la cascada de la coagulacion en el plasma de
algunos pacientes con LES. En su criterio, el inhibidor de naturaleza desconocida seria
responsable de un trastorno hemorragico82. Durante los afios posteriores diferentes grupos de
investigacion, y en especial el grupo del Dr. Hughes del Hammersmith Hospital en Londres,
reportaron que, paraddjicamente, la presencia de AL no se relaciona con la ocurrencia de
episodios hemorragicos, sino con antecedentes de trombosis en pacientes con diferentes

enfermedades autoinmunes83.84,
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Después de analizar grandes grupos de pacientes, fue posible asociar el AL a otro fenémeno
bioldgico: la presencia de resultados falsos positivos para la prueba seroldgica de sfifilis, lo que
para entonces constituia un criterio diagnostico del LES®>. Este hallazgo permitié al grupo del
Dr. Hughes postular como hipétesis que, tanto el fenémeno del AL como la trombosis vascular
asociada, se podrian explicar por la presencia de anticuerpos dirigidos contra el fosfolipido
anidnico cardiolipina, principal antigeno en los preparados complejos empleados en las
pruebas seroldgicas de sifilis. Esta hipdtesis fue desarrollada y parcialmente corroborada en
1986 mediante la implementacion de un radioinmunoensayo para la deteccidn de anticuerpos

aCL86, primer anticuerpo antifosfolipido reconocido.

En la actualidad, como se mencioné en secciones anteriores, se acepta que existe una gran
variedad de aAFL. La capacidad de algunos de estos autoanticuerpos para ejercer como
anticoagulantes in vitro, mientras funcionan como agentes procoagulantes in vivo, aun
constituye una paradoja. Esto es especialmente desconcertante en el ambito clinico pues,
aunque han sido descritos muchos aAFL, la evidencia sugiere que especificamente aquellos con

actividad AL estan asociados a trombosis87:88,

Por un lado, las propiedades procoagulantes de los aAFL han sido justificadas en su capacidad
para inducir en células endoteliales?, monocitos8? y plaquetas2? un fenotipo procoagulante y
proinflamatorio que finalmente se veria reflejado en un estado de hipercoagulabilidad. Estos
mecanismos se unen a la evidencia que muestra como los aAFL también interactdan con
proteinas plasmaticas y de superficie como proteina C activa (PCA)?°, anexina V91, o f2GPI92,
inhibiendo sus funciones fisiol6gicamente anticoagulantes. Una descripcién mas profunda de
los mecanismos patogénicos por los cuales los aAFL pueden conducir a trombosis vascular es

abordada en el anexo 1.

Por su parte, propiedades anticoagulantes han sido asociadas fundamentalmente a dos tipos de
aAFL: anticuerpos af32GPI y anticuerpos anti-protrombina (aPT). Seglin la evidencia hasta
ahora disponible, entre otros posibles mecanismos, los complejos formados por los
mencionados autoanticuerpos y sus respectivas proteinas antigénicas se unirian a superficies
de fosfolipidos anidnicos, compitiendo asi con factores de la cascada de la coagulacién por sitios
necesarios para la formacion de los complejos protrombinasa y Xasa?®3. Persiste la duda con
respecto a los mecanismos y las especificidades antigénicas de los anticuerpos responsables del
fenomeno AL. Mas aun, sigue sin ser esclarecida la razon por la cual, con unas muy pocas
excepciones (sindrome hemorragico de hipoprotrombinemia asociado a anticoagulante

lipico®4), la capacidad anticoagulante de los aAFL es insignificante en el &mbito clinico.
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1.4.2. Principios para la medicién del anticoagulante Iiipico
Al desconocerse hasta el momento la explicacion molecular e identidad exacta de los
autoanticuerpos responsables del AL, su detecciéon se sigue llevando a cabo de manera
indirecta. El principio basico para este fin, es la exclusién de otras causas que expliquen un
tiempo de coagulacién anormalmente prolongado32>. Una estrategia inicial en este proceso es
el uso de activadores de la coagulaciéon que acttiien directamente en los ultimos pasos de la
cascada, como el veneno de vibora de Russell (RVV), evadiendo asf las reacciones iniciales que
no dependen de la presencia de fosfolipidos (Figura 2). El componente mejor documentado del
RVV es una metaloproteinasa que funciona como activadora directa del FX (RVV-X)%, aunque
también se ha documentado que el veneno puede activar el FIX7!. Cuando el tiempo de
coagulacion en presencia de RVV diluido (dRVVT) se evaliia en ausencia y, posteriormente, en
presencia de un exceso de fosfolipidos, se puede establecer si existe un impedimento en el
desarrollo de los ultimos pasos de la cascada de la coagulacion, que es susceptible a ser
corregido con un exceso de fosfolipidos. La diferencia entre ambos tiempos, y su comparacion

con lo ocurrido en el plasma normal, se expresa en un indice normalizado (NR)395.

El caso anterior, sin embargo, puede darse en escenarios no relacionados con el AL. Dentro de
estos escenarios, resulta especialmente importante descartar que la deficiencia de factores
especificos en plasma (por ejemplo, FX), esté conduciendo a la prolongacidén inicial de los
tiempos de coagulacion. Con este fin, se mezcla el plasma problema con plasma normal, de tal
manera que cualquier deficiencia puede ser subsanada, mientras la presencia de inhibidores

permanece evidente (aunque en algunos casos sean indetectables por su dilucién)397.

En resumen, la deteccién del AL no se da por la evidencia inequivoca de la presencia de
determinados autoanticuerpos, en vez de ello esta se infiere cuando: 1) se detecta un tiempo de
coagulacion prolongado que, 2) se restablece bajo cantidades aumentadas de fosfolipidos
anionicos, y 3) no es el producto de una deficiencia especifica, sino de la presencia de un
inhibidor que actia en los ultimos pasos de la cascada de la coagulacién. Como se puede
esperar, a pesar de las comprobaciones realizadas, otros escenarios ain pueden presentar

caracteristicas similares®8. Esto supone una limitacién importante para la deteccion del AL.

1.5. Anticuerpos antifosfolipidos y vesiculas extracelulares
El endotelio ha sido descrito como un actor importante en el SAF. Los aAFL interactian con
células endoteliales a través de diferentes vias de sefializacion, desencadenando multiples

respuestas que se pueden agrupar en: 1) activaciéon, manifestada por la expresion de moléculas
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procoagulantes y proinflamatorias?9-101, asi como por un incremento en la proliferacionioz; y 2)
disfuncién, evidente en una menor producciéon de 6xido nitrico y una consecuente respuesta
atenuada a estimulos vasodilatadores como acetil-colinal93.104, Los efectos de la estimulacion

de células endoteliales con aAFL se resumen en el anexo 1.

Un fendmeno que acompaiia la activacion del endotelio, es el incremento en la produccién de
VEm/g7~%. La relacion entre aAFL y VEm/g endoteliales ha sido documentada en dos sentidos.
Por un lado, se ha descrito que individuos seropositivos (y en especial portadores de AL105106),
tienen una mayor cantidad de VEm/g endoteliales en sangre8?. También se ha identificado en
estos individuos un incremento en los niveles de VEm/g provenientes de plaquetas® y
monocitos8. Por otro lado, las inmunoglobulinas G (IgG) policlonales de pacientes con SAF
vascular han sido utilizadas in vitro para inducir en células endoteliales un incremento en la

producciéon de VEm/g2°.

Lo anterior es relevante para la fisiopatologia del SAF. Aunque las VEm/g en contextos
fisioloégicos funcionan como mensajeros entre células, estas estructuras también son fuente de
fosfolipidos anidnicos, caracteristica intrinseca que hace de una cantidad aumentada de VEm/g
en sangre, un factor de riesgo para trombosis2. Ademas, algunas VEm/g son fuente de FT de
origen sanguineo, una propiedad especialmente encontrada en contextos patolégicos, que dota
a las VEm/g de una mayor actividad procoagulantel4. Consecuentemente, las VEm/g
endoteliales en el SAF podrian contribuir al estado de hipercoagulabilidad que caracteriza a la

enfermedad.

A pesar de lo anterior, es desconcertante que, hasta el momento en que se escribe este trabajo,
no se ha encontrado una mayor actividad de coagulacién asociada a las VEm/g derivadas de
pacientes con aAFL1819 Esta observacion sugiere que otros factores como las condiciones
implicadas en la liberacién de las VEm/g, o una posible interacciéon entre aAFL y VEm/g,
podrian ser determinantes para entender la actividad de coagulacion de estas estructuras en el

contexto del SAF.

En cuanto a las condiciones que conducen a la liberacion de VEm/g endoteliales a causa del
estimulo con aAFL, al menos dos vias de sefalizaciéon podrian estar involucradas: la via de
p38MAPK y la via de MEK1/2. Como se mencion6 en secciones anteriores, dependiendo del
estimulo involucrado, ambas vias de sefializaciéon pueden conducir de manera paralela (solas o
simultaneamente) a la producciéon de VEm/g5657.59.60, Mas atin, se sabe que los aAFL pueden
activar ambas vias de sefializaciéon en monocitos!97. En células endoteliales se ha documentado

en especial la activacion de la via de p38MAPK a través de la interaccién entre complejos
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af2GPI/B2GPI y receptores tipo toll (TLR)?2108, Sin embargo, también se ha descrito que el
proceso de produccion de VEm/g endoteliales inducido por el estimulo con anticuerpos a2GPI,
estd mediado por ROCK y MLCK®1, proteinas que putativamente son activadas por la via de
MEK1/258. En conclusion, existe evidencia que apoya la participacién de ambas vias de las

MAPK.

Las vias de sefializacion asociadas al proceso de produccién de VEm/g pueden modificar
simultaneamente la actividad de coagulacion de las estructuras resultantes. Por ejemplo, se
sabe que, aunque la activacion de la via de p38MAPK induce un incremento en la produccién de
VEm/g, simultdneamente y durante las primeras dos horas de estimulo, esta proteina quinasa
también previene la incorporaciéon de FT en las VEm/g por medio de la fosforilacién de su
dominio intracelular en el residuo serina 258, una funcién que no es llevada a cabo por

MEK1/242.

Una segunda variable que podria influir en la actividad de coagulaciéon de las VEm/g es su
posible interaccién con los aAFL implicados en su produccién. Algunos autores han sugerido
que ensayos de coagulacion basados en la inmovilizaciéon de VEm/g por medio de superficies
de anexina V podrian verse alterados por la presencia de aAFL8. Mas importante aun, por
medio de citometria de flujo se ha descrito que aAFL se unen a las VEm/g, de modo que la
fosfatidilserina y la f2GPI de sus superficies es encriptadal%. Este fenémeno probablemente
explique la cantidad anormalmente alta de VEm/g negativas para la expresion de
fosfatidilserina reportada por otros autores®. Los efectos funcionales de la interacciéon
mencionada en el proceso de la coagulacién no han sido estudiados, en cambio, se ha aceptado
hasta el momento que la influencia anticoagulante de los aAFL sobre la fisiopatologia del SAF
es negligible, aunque paradoéjicamente la actividad tipo AL se relacione con el riesgo de

trombosis87.88,

Basados en la interrogante que supone la actividad de coagulacidon de las VEm/g en el SAF, y
una vez identificados los posibles factores que podrian responder a la ya planteada
contradicciéon entre el ndmero de vesiculas y su actividad de coagulacién, nosotros nos
interesamos en la funcién de las vias de las MAPK y la influencia de los anticuerpos AL en este
posible mecanismo patogénico. Asi, como pregunta inicial nos planteamos si ;es la produccion
de VEm/g inducida por aAFL, y la actividad de coagulacion asociada a las VEm/g liberadas,

dependiente de las vias de p38MAPK y MEK1/2?

Bajo la hipdtesis central de que los aAFL de pacientes con manifestaciones clinicas vasculares

del SAF inducen en células endoteliales la produccién de VEm/g procoagulantes, en un proceso
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mediado por las vias de senalizacion de p38MAPK y MEK1/2, nos planteamos como objetivo
central evaluar el papel de estas dos vias de sefializacién, en la produccién y en el caracter
procoagulante de VEm/g endoteliales, inducidas por aAFL de pacientes con diferentes

manifestaciones clinicas del SAF. Con esta finalidad fue propuesto en un principio:

1. Establecer la funcion de las proteinas p38MAPK y MEK1/2, en la produccioén in vitro de
VEm/g endoteliales, inducidas por aAFL de pacientes con diferentes manifestaciones
clinicas del SAF.

2. Determinar la relacién entre la actividad de p38MAPK, MEK1/2, y el potencial
procoagulante de las VEm/g, obtenidas de células endoteliales estimuladas con aAFL de
diferentes grupos de pacientes con SAF.

3. Evaluar el efecto modulador de los medicamentos heparina, aspirina e

hidroxicloroquina, sobre la producciéon de VEm/g y su potencial procoagulante.

Sin embargo, entendiendo que la activacion del coagulo en plasma recalcificado es el resultado
de la interaccién compleja entre diferentes moléculas y estructuras, donde probablemente los

anticuerpos con actividad tipo AL también podrian influir, nos planteamos adicionalmente:

4. Describir cémo la interaccién entre plasma recalcificado, vesiculas extracelulares
liberadas a causa del estimulo con anticuerpos antifosfolipidos, y los mismos
autoanticuerpos que inducen y condicionan su liberacion, influye en la activaciéon del

coagulo in vitro.
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Anexo 1: Microparticles: an alternative explanation to the behavior of vascular

antiphospholipid syndrome
Alvarez D. BSN; Rua C. BS, MSc; Cadavid J. AP. MD, MSc, DSc.

Abstract

Antiphospholipid syndrome is an autoimmune disease characterized by the persistent
presence of antiphospholipid antibodies, along with occurrence of vascular thrombosis and
pregnancy morbidity. The variety of antiphospholipid antibodies and their related mechanisms,
as well as the behavior of disease in wide groups of patients, have led some authors to propose
a differentiation of this syndrome into two independent entities: vascular and obstetric
antiphospholipid syndrome. Thus, previous studies have discussed whether specific
autoantibodies may be responsible for this differentiation or, in contrast, how the same
antibodies are able to generate two different clinical presentations. This discussion is yet to be
settled. The capability of serum IgG from patients with vascular thrombosis to trigger the
biogenesis of endothelial cell-derived microparticles in vitro is one of the previously discussed
differences between the clinical entities of antiphospholipid syndrome. These vesicles
constitute a prothrombotic mechanism as they can directly lead to clot activation in murine
models and recalcified human plasma. Nevertheless, other indirect mechanisms by which
microparticles can spread a procoagulant phenotype could be critical to understanding their
role in antiphospholipid syndrome. For this reason, questions regarding the cargo of
microparticles, and the signaling pathways involved in their biogenesis, are of interest in

attempting to explain the behavior of this autoimmune disease.
Keywords

Antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, cell-derived microparticles,

thrombosis, blood coagulation disorders.

Published in Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 2021

23



Daniel Alvarez - Universidad de Antioquia
Capitulo 2: Trabajo experimental - Actividad de coagulacion de vesiculas

extracelulares liberadas ante el estimulo con anticuerpos antifosfolipidos

Anexo 2: Extracellular vesicles released upon antiphospholipid antibody stimulus: an
actual direct procoagulant mechanism or a new factor in the lupus anticoagulant

paradox?

Alvarez D, BSN; Rua C. BS, MSc; Velasquez-Berrio M. BS, MSc; Catafio J.U. MD; Escudero C. MD, PhD;
Cadavid J. A.P. MD, MSc, DSc.

Abstract

Antiphospholipid antibodies (aPL) lead to a hypercoagulable state in vivo. Paradoxically, some
of these autoantibodies perform as inhibitors of the coagulation cascade in vitro (a
phenomenon referred to as “lupus anticoagulant”). The presence of lupus anticoagulant has
been related to an increased quantity of plasma extracellular vesicles, which may constitute a
direct procoagulant mechanism in antiphospholipid syndrome. This study investigates
whether endothelial cell-derived extracellular vesicles released upon stimulation with aPL
(aPL-EDEVs) are related or not to a higher direct coagulation activity. Using an in vitro model
of endothelium, flow cytometry and a recalcified plasma-based assay, we found that the
coagulation activity of aPL-EDEVs is mainly conditioned by the lupus anticoagulant-like activity
of autoantibodies. Nevertheless, in the presence of 2 glycoprotein I, a cofactor of aPL during
the stimulation of endothelial cells, the coagulation activity of EDEVs is restored in a mitogen-
activated protein kinase kinases 1 and 2 (MEK1/2)-dependent manner. This phenomenon was
especially evident when using immunoglobulins G from patients with vascular and obstetric
primary antiphospholipid syndrome who manifest refractoriness to treatment. Our findings
suggest that the role of aPL-EDEVs in the antiphospholipid syndrome-related hypercoagulable
state may not rely on their capacity to enhance clotting directly. Although 32 glycoprotein I
performs as an aPL procoagulant cofactor and restores the coagulation activity of extracellular
vesicles via MEK1/2 pathway, proportionally, autoantibodies interact with aPL-EDEVs and
exhaust their coagulation properties. Further analysis is required to establish whether lupus
anticoagulant-like autoantibodies opsonise extracellular vesicles and whether opsonised

vesicles may lead to thrombosis by indirect means.
Keywords

Antiphospholipid antibodies, cell-derived extracellular vesicles, lupus coagulation inhibitor,

thrombosis, mitogen-activated protein kinase kinases.
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Capitulo 3: Conclusiones y perspectivas - Un nuevo abordaje de la paradoja

del anticoagulante lupico

Una discusion amplia de los resultados obtenidos en nuestro trabajo experimental se puede
encontrar en la altima seccién del anexo 2. A continuacion, realizamos un resumen basado en

puntos relevantes y expandimos cuestiones asociadas a las perspectivas (Figura 3).

- EI SAF es una trombofilia adquirida caracterizada por la presencia de aAFL*. Los aAFL son
un grupo amplio y heterogéneo de autoanticuerpos dirigidos contra fosfolipidos
anionicos?, proteinas de union a fosfolipidos, o complejos proteina/fosfolipidol2. Aunque
se sabe que los aAFL son los causantes directos de trombosis vascular en el SAFS, se
desconoce la especificidad antigénica exacta de los autoanticuerpos que conducen a la
enfermedad.

- Algunos aAFL comparten la capacidad funcional de prolongar los tiempos de coagulacion
in vitro, comportandose como inhibidores de reacciones de la cascada de la coagulaciéon
que dependen de fosfolipidos aniénicos como cofactor (AL)°5110, Con unas pocas
excepciones, hasta ahora se ha entendido que la capacidad anticoagulante de los aAFL
carece de relevancia clinica%.

- Multiples mecanismos moleculares se han descrito in vitro para intentar explicar las
propiedades protrombdticas de los aAFL in vivo. Brevemente, se sabe que estos
autoanticuerpos interactian con proteinas plasmaticas y de superficie, e inhiben sus
funciones anticoagulantes®.92111, También es conocida la capacidad de algunos aAFL
(bien sean IgG policlonales de pacientes con SAF o anticuerpos monoclonales) para
inducir un estado procoagulante y proinflamatorio en monocitos00, plaquetas2? y células
endoteliales104,

- La activacion del endotelio mediada por aAFL incluye la liberacién de VEm/g. De hecho,
diferentes autores han descrito que individuos positivos para aAFL (y en especial,
positivos para AL), tienen una mayor cantidad de VEm/g de origen endotelial en plasma®.
Dada su composicioén lipidica y su capacidad para portar proteinas como el FT, las VEm/g
son agentes procoagulantes. En contextos no relacionados con aAFL, el riesgo de
trombosis aumenta proporcionalmente a la cantidad de VEm/g en plasmal2.

- A pesar del caracter procoagulante de las VEm/g y de la cantidad aumentada de VEm/g
en portadores de aAFL, cuando se ha medido la actividad de coagulacion de las VEm/g

derivadas de individuos positivos para aAFL, se ha fallado en encontrar una mayor
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actividad tipo factor tisularl® o una mayor disponibilidad de fosfatidilserina para la
formacién de complejos protrombinasals.

Nuestros resultados muestran que, en la interacciéon compleja entre plasma, VEm/g
endoteliales liberadas a causa del estimulo con aAFL, y los mismos autoanticuerpos que
condicionan la liberacién de las VEm/g, prevalece un efecto anticoagulante. Este efecto
anticoagulante: 1) no puede ser explicado por una menor cantidad de VEm/g en los
sobrenadantes enriquecidos, 2) es ejercido directamente por los aAFL sobre las VEm/g, y
3) presenta una relacion positiva y estadisticamente significativa con los valores medios
de dRVVT. Lo anterior nos conduce a sugerir que la actividad de coagulaciéon de las VEm/g
endoteliales liberadas a causa del estimulo con aAFL se encuentra condicionada por la
actividad tipo AL de los autoanticuerpos. La especificidad antigénica y los mecanismos de
los anticuerpos que conducen al efecto AL no se conoce con certeza, aunque trabajos
recientes de otros autores apuntan a la formacién de complejos inmunes entre
anticuerpos, antigenos y superficies de fosfolipidos aniénicos?3.

La B2GPI es una proteina plasmatica con motivos de unién a fosfolipidos aniénicos12,
Entre otras funciones, en un contexto fisiolégico, se ha atribuido a esta proteina la
capacidad de marcar VEs facilitando su reconocimiento y posterior depuracién por
fagocitos!13. Por su parte, en el contexto del SAF, la $2GPI ha mostrado ser un cofactor
necesario para el desencadenamiento de muchos de los mecanismos patogénicos de los
aAFL, dentro de los cuales se incluye la disfuncidon endoteliall%3. Durante nuestro trabajo
experimental identificamos que la 2GPI, como cofactor utilizado durante la estimulacion
de las células endoteliales, conduce a la recuperacion de la actividad de coagulacién de las
VEm/g, hasta entonces amortiguada por la actividad tipo AL de los autoanticuerpos. Para
todos los grupos de IgG, la recuperacion dependiente de B2GPI fue proporcional a la
actividad tipo AL. Ademas, al inhibir la via de MEK1/2, el efecto procoagulante de la 2GPI
fue suspendido (este mismo resultado no ocurre al inhibir p38MAPK).

El efecto procoagulante de la B2GPI podria explicarse bien por un incremento en la
cantidad de VEm/g liberadas, lo que generaria un exceso de fosfolipidos aniénicos capaz
de neutralizar el AL; o bien por modificaciones en los cargos
procoagulantes/anticoagulantes de las VEm/g liberadas. Nosotros no detectamos
cambios estadisticamente significativos en el conteo de VEm/g al usar f2GPI o al inhibir
MEK1/2.

Finalmente, el estimulo de células endoteliales con aAFL en presencia de $2GPI (como

ocurriria in vivo) es suficiente para suspender, mas no para sobrepasar, el efecto AL que
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los aAFL ejercen directamente sobre las VEm/g endoteliales. Este hallazgo podria
contribuir a explicar por qué el efecto anticoagulante de algunos aAFL no es relevante in
vivo, pero también, por qué las VEm/g en presencia de aAFL no representan un factor

procoagulante directo.

¢Como nuestras conclusiones podrian aportar a una mejor comprension del efecto de los aAFL?
Recientemente, esfuerzos se han llevado a cabo en la busqueda de los aAFL especificos
responsables de las manifestaciones vasculares del SAF. Si bien resultados promisorios se han
obtenido al evaluar anticuerpos aB2GPI dirigidos contra el dominio I (af2GPI-DI)?, y
anticuerpos dirigidos contra el complejo protrombina/fosfatidilserina (aPT/PS)114115 ]a
evidencia sugiere que mas de un autoanticuerpo debe ser responsable de la enfermedad. En
este sentido, la evaluacién de caracteristicas funcionales que logren agrupar los aAFL con

capacidad protrombdtica podria ser mas tutil que la busqueda de autoanticuerpos especificos.

Lo anterior resulta congruente con la utilizaciéon del AL como prueba diagnéstica. Aunque la
deteccion del AL es la prueba mas antigua en el diagnéstico del SAF, y refleja una capacidad
funcional que contradice, paradéjicamente, el significado clinico de la presencia de aAFL, sigue
siendo un mejor predictor de trombosis que la evaluacién aislada de cualquiera de los otros
aAFL utilizados hasta el momento para el diagndstico de la enfermedad®7.88. En otras palabras,
dentro del amplio grupo de los aAFL, aquellos con propiedades anticoagulantes in vitro

constituyen un factor de riesgo independiente para un primer episodio de trombosis.

A pesar de su importancia, las pruebas que permiten la detecciéon del AL enfrentan retos
relevantes en la actualidad. El uso de anticoagulantes orales antagonistas de vitamina K, centro
de la terapéutica del SAF vascular, obliga a la implementacién de técnicas modificadas con
sensibilidad reducida3?7. Mas atin, anticoagulantes orales inhibidores directos de factores de la
cascada de la coagulacion se comportan como falsos positivos en esta prueba?®. Asi, encontrar
nuevas caracteristicas funcionales que compartan anticuerpos tipo AL, puede ser clave para la

comprension, el diagnostico y el pronodstico del SAF.

Otros autores han sugerido recientemente que anticuerpos a32GPI podrian opsonizar la B2GPI
unida a las VEm/g1%9, Aqui planteamos como una nueva hipétesis que los anticuerpos AL
comparten como capacidad funcional la opsonizacion de VEm/g endoteliales. Nuevas
investigaciones son necesarias para establecer si esta hipotesis es correcta, y si las VEm/g
opsonizadas pueden conducir a trombosis por medios indirectos, probablemente, a través de
su interacciéon con fagocitos (como se ha mostrado en otros contextos)!16117 y las mismas

células endoteliales!18,
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Figura 3. Modelo propuesto y representacion grafica de la hipétesis resultante. La actividad de
coagulacion de las vesiculas extracelulares medianas y grandes liberadas a causa del estimulo con
anticuerpos antifosfolipidos se encuentra condicionada por la actividad tipo anticoagulante lipico de
los mismos autoanticuerpos. No obstante, al utilizar la B2-glicoproteina-I como cofactor de los
anticuerpos durante el estimulo de las células endoteliales, se reestablece la actividad de coagulacién de
las vesiculas proporcionalmente y en una manera dependiente de la via de las proteinas quinasas
quinasas activadas por mitogenos de especificidad dual 1 y 2 (MEK1/2). Nuestros resultados y los de
otros autores nos llevan a sugerir que, probablemente, los anticuerpos tipo anticoagulante lupico
forman complejos inmunes con las vesiculas extracelulares medianas y grandes de origen endotelial.
Estos complejos podrian conducir a trombosis por medios indirectos, a través de su interaccién con
otras células como fagocitos. Asi, las vesiculas extracelulares en complejo con anticuerpos
antifosfolipidos no serian depuradas a través de su reconocimiento por receptores de lipoproteinas
como normalmente ocurre, sino a través de vias mediadas por receptores Fc que conducirian a una
respuesta proinflamatoria y procoagulante en el fagocito. B2GPI, 2 glicoproteina I; MEK1/2, proteinas
quinasas quinasas activadas por mitégenos de especificidad dual 1 y 2; Fc, fraccién cristalizable.
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