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Resumen 

 

El síndrome antifosfolipídico (SAF) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la 

presencia persistente de anticuerpos antifosfolipídicos (aAFL) y morbilidad gestacional o 

trombosis. Los aAFL se unen al endotelio e inducen activación y disfunción endotelial. Esta 

alteración endotelial favorece el desarrollo de las manifestaciones clínicas del SAF y es un 

componente clave en el desencadenamiento de los casos más severos de este síndrome. Las 

pacientes con SAF pueden ser clasificadas en diferentes grupos de acuerdo con las 

manifestaciones clínicas. Esta clasificación incluye la presencia de SAF primario o asociado 

a otras enfermedades como el lupus eritematoso sistémico (LES), SAF trombótico (trombosis 

sola) o SAF obstétrico (morbilidad gestacional), el cual puede presentarse con o sin 

trombosis. De las pacientes con SAF obstétrico, únicamente el 70% logra el éxito gestacional 

con la terapia convencional de heparina y aspirina. El 30%  restante presenta refractariedad 

a este tratamiento. Para estas pacientes se ha propuesto el uso de hidroxicloroquina, pero aún 

no son claros los mecanisnos de accción involucrados. El entendimiento de los mecanismos 

de activación y disfunción endotelial en los diferentes grupos de pacientes con SAF, 

pertimitiría el estudio de nuevas terapias específicamente para los casos refractarios. El 

objetivo de este trabajo fue evaluar diferencias en la activación y disfunción endotelial, 

inducida por los aAFL de pacientes con SAF obstétrico refractario en contraste con los aAFL 

de pacientes con otras manifestaciones clínicas de este síndrome. Se evaluó el efecto del 

suero y las inmunoglobulinas G (IgG) de los diferentes grupos de pacientes y controles sobre 

varios modelos de activación y disfunción endotelial. Los resultados del trabajo indicaron 

que los aAFL de pacientes con distintas características clínicas del SAF inducen activación 

y disfunción endotelial por diferentes mecanismos, y que en algunos casos se puede o no 

requerir la adición de cofactores como la β2GPI. En adición a lo anterior, se evaluó el efecto 

modulador de la aspirina, la heparina y la hidroxicloroquina sobre la disfunción endotelial y 

se encontró que tanto la heparina como la hidroxicloroquina únicamente modulaban la 

disfunción endotelial inducida por las IgG de pacientes con SAF obstétrico refractario 

primario. Nuestro diseño experimental permite evaluar nuevas terapias para los casos más 

severos y refractarios del SAF en diferentes poblaciones de pacientes. 
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Abstract 

 

Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disorder characterized by pregnancy 

morbidity or thrombosis and persistent antiphospholipid antibodies (aPL) that bind to the 

endothelium and induce endothelial activation. These endothelial alterations are associated 

with the induction of clinical manifestation and are the key components for the development 

of severe pathological processes in APS. Patients with APS can be grouped according to the 

clinical manifestations of this syndrome. This classification includes the presence of primary 

or secondary APS when other diseases are present, such as systemic lupus erythematosus 

(SLE), thrombotic APS (thrombosis alone), or obstetric APS, which can present with 

pregnancy morbidity alone or with thrombosis. 70% of patients with obstetric APS get 

pregnancy success with conventional treatment regimens. The remaining 30% are refractory 

to this treatment. Hydroxychloroquine has been used in patients with obstetric and refractory 

APS, however, the mechanism of action involved in these patients has not been fully 

understood yet. The elucidation of the mechanisms underlying these alterations according to 

the different groups of patients with APS could help establish new therapies, particularly 

necessary for severe and refractory cases. Therefore, this study aimed to evaluate the 

differences in endothelial activation and dysfunction induced by aPL between patients with 

refractory obstetric APS and other APS clinical manifestations. The effect of serum and 

immunoglobulins G (IgG) on different models of endothelial activation and dysfunction was 

evaluated. Our results indicated that the aPL from patients with different clinical 

manifestations of APS induce activation and endothelial dysfunction by different 

mechanisms, in some cases, β2GPI was required. In addition to the above, aspirin, heparin 

and hydroxychloroquine's modulating effect on endothelial dysfunction were evaluated. We 

found that both heparin and hydroxychloroquine modulated endothelial dysfunction induced 

by patients with primary refractory obstetric APS. Our experimental design will allow us to 

evaluate in future assays new therapies for the most severe and refractory cases of APS in 

different patient populations. 
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Este trabajo fue realizado en el marco del proyecto titulado “Mecanismos de daño y 

disfunción endotelial en el síndrome antifosfolípido: ¿hay diferencias de acuerdo con las 

manifestaciones clínicas del síndrome?” aprobado por Minciencias con el apoyo financiero 

de la convocatoria 757 de doctorados nacionales Minciencias (código de registro 62949, 

contrato 748-2018). El desarrollo de este estudio permitió realizar una amplia descripción de 

los mecanismos de activación y disfunción endotelial de acuerdo con las manifestaciones 

clínicas de pacientes con SAF. 

En el capítulo I de este trabajo se realizó una revisión de la literatura donde se detectó que a 

pesar de la existencia de numerosos reportes sobre los efectos patológicos de los aAFL 

especialmente sobre el endotelio, no se habían establecido las posibles diferencias de estos 

mecanismos patológicos que llevaban a la presentación de las diversas manifestaciones 

clínicas del SAF. Esto se planteó como un aspecto clave ya que en la actualidad existen 

pacientes con SAF refractario para las cuales es necesario proponer el estudio de nuevas 

estrategias terapéuticas más eficaces. En esta revisión de la literatura también indicamos que 

la falta de una clasificación correcta de las pacientes con SAF de acuerdo con las 

manifestaciones clínicas en los estudios en los cuales se evaluaban los efectos patológicos de 

los aAFL sobre el endotelio, representaba un obstáculo para el entendimiento de la 

enfermedad, considerando la ausencia de tratamientos eficaces para los casos más severos 

(Anexo 1). Además, se detectó la necesidad de una mayor claridad en la descripción de la 

importancia del principal antígeno del SAF, la β2GPI, la cual se asocia directamente con la 

severidad del SAF obstétrico (Anexo 2). En las revisiones anteriormente descritas se 

encontró que la falta de reportes con la clasificación de las pacientes de acuerdo con las 

manifestaciones clínicas limitaba el uso de medicamentos como la hidroxicloroquina, que 

han sido usados empíricamente en el SAF obstétrico refractario, requiriendo mayor claridad 

acerca de su mecanismo de acción. Lo anterior nos llevó a plantear posibles actividades 

moduladoras de este fármaco en el SAF y a resaltar los vacíos en el conocimiento, que podrán 

ser estudiados en trabajos futuros (Anexo 3 Manuscrito en preparación por los coautores 

para someter a la revista Am J Reprod Immunol). La información recopilada y revisada 

permitió plantear los vacíos en el conocimiento que dieron lugar al planteamiento del 

problema, la pregunta de investigación, la hipótesis, objetivo general y objetivos específicos 

del trabajo. 

En el capítulo II de esta tesis se tenían las herramientas para el desarrollo del trabajo 

experimental. En principio con las pacientes con SAF que se habían captado a la fecha, se 

realizó una clasificación de acuerdo con la presencia de trombosis, morbilidad gestacional o 

ambas. De estas pacientes se usó el suero y se realizaron ensayos preliminares que 

permitieron encontrar diferencias en los mecanismos de activación endotelial (Anexo 4). Una 

vez completado el número de pacientes del estudio se realizó una purificación de las IgG de 

los sueros con el fin de evaluar el efecto de los aAFL sobre la activación y disfunción 

endotelial, con la adición o no, de la β2GPI. En este estudio evidenciamos diferencias en los 

mecanismos de activación y disfunción endotelial entre todos los grupos con SAF así como 

la dependencia o no del cofactor β2GPI para mediar esta alteración endotelial en algunos 

casos (Anexo 5). En este mismo manuscrito se determinó que la heparina y la 
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hidroxicloroquina eran efectivas únicamente en modular la disfunción endotelial inducida 

por los aAFL de pacientes con SAF obstétrico refractario primario.  

En el capítulo III  se discuten los resultados obtenidos en el capítulo II, con el fin de proponer 

los mecanismos de activación y disfunción endotelial según las características clínicas de las 

pacientes. También se incluyen las conclusiones y perspectivas de este trabajo además de las 

presentaciones realizadas en eventos nacionales e internacionales (Anexo 6). La financiación 

por Minciencias del proyecto “Mecanismos de daño y disfunción endotelial en el síndrome 

antifosfolípido: ¿hay diferencias de acuerdo con las manifestaciones clínicas del síndrome?” 

permitió participar en un apoyo adicional para promover la apropiación social del 

conocimiento en la cual se desarrolló un afiche, un plegable y un manual para los pacientes 

del grupo de apoyo SAF-COLOMBIA (creado también a partir de esta estrategia) y demás 

pacientes con SAF (Anexo 7).  

Finalmente, en el capítulo IV se presenta el resultado de la participación que tuve en 

simultánea con el desarrollo de mi tesis, en dos trabajos de maestría que incluyen el estudio 

de otros mecanismos patológicos de los aAFL sobre el endotelio. En el primer trabajo 

realizado por Carlos Mario Rodríguez, participé en el diseño de los ensayos, el análisis de 

los datos y el plantemiento del problema de los posibles mecanismos de estrés endotelial 

inducidos por los aAFL, que incluyen la hiperpolarización mitocondrial y la activación de 

diana de rapamicina en mamífero (mTOR) en asociación con la autofagia. Los resultados de 

este trabajo fueron publicados y fui incluída como segundo autor según todo lo realizado 

(Anexo 8). En el segundo trabajo realizado por Manuel Granada, participé en el diseño de 

los ensayos, la elaboración del manuscrito y reanálisis de los datos (Anexo 9, (Manuscrito 

en preparación por el coautores para ser sometido a Am J Reprod Immunol) con la misma 

contribución que el primer autor. En este último manuscrito se encontraron diferencias en los 

mecanismos asociados con la activación y disfunción endotelial entre los grupos de pacientes 

con SAF, y además se describió un mecanismo modulador de la aspirina mediado por las 

lipoxinas inducidas por la aspirina.  
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CAPÍTULO I. Introducción general, plantemiento del problema, pregunta de 

investigación, hipótesis, objetivo general y objetivos específicos:   

 

1. INTRODUCCIÓN GENERAL  

 

1.1 Generalidades del endotelio  

 

El endotelio se define como una estructura celular dinámica que forma una monocapa en toda 

la vasculatura y está en contacto continuo con la sangre; se estima que contiene 1 a 6 x1013 

células en su área de 7 m2 de superficie, y un peso de 1-1,8 Kg aproximadamente en su masa 

total (1).  

 

1.1.1 El endotelio: acercamiento histórico  

 

El endotelio fue descrito por primera vez en 1847 mediante la observación de un 

revestimiento celular o pared capilar, que años después sería detectada en los vasos linfáticos 

como una sola capa de células (2). Sin embargo, el término endotelio fue usado por primera 

vez en 1865 para definir la capa interna de los vasos sanguíneos (3). En 1973, los ensayos de 

Jaffe y colaboradores fueron claves para el estudio in vitro del endotelio humano, ya que se 

lograron aislar células endoteliales de vena de cordón umbilical (HUVEC) (4). En 1974, se 

establecieron las características del cultivo de las HUVEC considerando que al ser una fuente 

de endotelio humano de fácil acceso, representaban una mejor opción para el estudio de los 

mecanismos biológicos de estas células en contraste con el endotelio de otras especies, 

permitiendo en 1986 el uso de este modelo para evaluar las funciones de este tipo celular en 

la vasopermeabilidad, y su implementación hasta la actualidad, en el estudio del endotelio 

venoso (5-7). Posteriormente se demostró que el endotelio producía un factor relajante que 

resultó ser el óxido nítrico o nitric oxide (NO), un gas que se produce a partir de la L-arginina 

ante el estímulo con diversos agonistas mediante la enzima óxido nítrico sintasa o nitric oxide 

synthase (NOS) (8). Esta enzima tiene tres isoformas: endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS) 

expresadas constitutivamente en el endotelio; y la isoforma inducible o (iNOS) activada 

principalmente en procesos inflamatorios (9-11). Según estos hallazgos, en el endotelio se 

expresan las tres isoformas de la NOS, pero la eNOS es la principal responsable de la 

producción de NO en el sistema cardiovascular (12). 

 

1.1.2 Funciones del endotelio en condiciones homeostáticas 

 

1.1.2.1 Endotelio como regulador de la coagulación y la inflamación 
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Las células endoteliales funcionan como reguladoras del paso de nutrientes y células del 

sistema inmune desde la circulación sanguínea hacia los tejidos (1). En condiciones 

homeostáticas, el endotelio se mantiene en un estado “inactivo” (Figura 1) con función 

anticoagulante y antiinflamatoria (Figura 1) o un estado “activo” cuando se requiere dar una 

respuesta inflamatoria (13). El efecto antiinflamatorio endotelial es modulado por la tensión 

de cizallamiento (conocida como shear stress), la cual indica la fuerza por unidad de área 

que ejerce la sangre sobre la pared de los vasos (14). Los patrones del flujo sanguíneo 

modulan la activación de factores de transcripción como el factor nuclear potenciador de las 

cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB), y en consecuencia la expresión de 

moléculas de adhesión para inhibir la unión de leucocitos (15) (Figura 1). En el proceso de 

la coagulación y la formación de trombos ocurre una disrupción en la función anticoagulante 

del endotelio (16). Este proceso se genera en tres fases: iniciación, amplificación y 

propagación. La trombosis se desencadena con un iniciador que causa reacciones asociadas 

con inflamación y activación endotelial (17). Esta activación se caracteriza por la expresión 

de FT tanto en el endotelio como en las células del músculo liso, el cual desencadena la 

cascada de la coagulación por la vía extrínseca (17). En la amplificación, las plaquetas 

adheridas se activan por la trombina y forman agregados. Finalmente, en la fase de 

propagación, la formación de trombina se amplifica en las plaquetas activadas. Este sistema 

es sensible a la alteración de cualquiera de las vías anticoagulantes indicadas en la figura 1. 

 

 
 

Figura 1. Función anticoagulante y antiinflamatoria del endotelio. 1) El inhibidor de la 

vía del factor tisular (TFPI) inhibe al factor tisular (FT) mediante la unión con el complejo 

que incluye al FT, al factor Xa y al factor VIIa, bloqueando a su vez la activación de la vía 

extrínseca de la coagulación. 2) La trombina/trombomodulina (T/TM) generan la activación 

de la proteína C (PC) acelerada por el receptor de proteína C endotelial (EPCR) que induce 

junto con la proteína S (PS) la hidrólisis de factores de la coagulación V y VIIa. 3) La 

formación del complejo EPCR y la PC activada (PCa) induce su efecto antiinflamatorio 
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mediante la activación del receptor 1 activado por proteasa (PAR-1), el cual inhibe la 

translocación del factor NF-κB al núcleo que a su vez regula los genes asociados con la 

expresión de moléculas de adhesión como la E-selectina, la molécula de adhesión intercelular 

I (ICAM-I) y la molécula de adhesión celular vascular-I (VCAM-I). 4) La unión del heparán 

sulfato (HS) y la antitrombina III (ATIII) inhiben la generación de fibrina y trombina 

mediante la inactivación de factores de la coagulación. 5) El CD39, degrada a los activadores 

plaquetarios adenosina trifosfato (ATP) y adenosina disfosfato (ADP), en adenosina 

monofosfato (AMP) que inhibe la activación plaquetaria. 5) El NO endotelial generado activa 

a la guanilil ciclasa soluble para sintetizar guanosin 3´, 5´ monofosfafo cíclico (cGMP), que 

activa a las proteínas quinasas dependientes de cGMP e inhibe a la fosfodiesterasa 3 (PDE3), 

que degrada al monofosfato de adenosina cíclico (cAMP). Al inhibir esta fosfodiesterasa se 

eleva el cAMP que activa a la proteína quinasa dependientes de cAMP (PKA) que fosforila 

en la serina 239 a la fosfoproteína estimulada por vasodilatadores (VASP). 5)  Así como el 

NO induce el incremento de cAMP, la prostaciclina también lo aumenta, permitiendo la 

fosforilación de VASP y en consecuencia inhiben la activación plaquetaria. 6 ) La tensión de 

cizallamiento en condiciones homeostáticas ejerce un efecto antiinflamatorio en el endotelio 

inhibiendo la activación del factor NF-κB evitando la expresión de moléculas de adhesión y 

por ende la interacción con leucocitos. Las vías que indican inhibición o inactivación se 

muestran con líneas punteadas (18-27). (Imagen realizada por Manuela Velásquez Berrio). 

 

1.1.2.2 Endotelio como regulador del tono vascular 

 

Una de las principales funciones del endotelio es mantener el tono vascular, mediante 

diversos factores incluyendo al NO, el cual además de regular el crecimiento celular y protege 

al vaso sanguíneo (28). En la producción de NO, las NOS generan interacciones proteína-

proteína y se incluyen diferentes cofactores. Las NOS forman homodímeros y usan a los 

electrones NADPH donados para catalizar la oxidación de L-arginina a L-citrulina y NO 

mediante la hidroxilación de L-arginina a Nω-hidroxi-L-arginina. Esta al ser oxidada por el 

efecto catalizador que ejerce la misma enzima se tranforma en L-citrulina liberándose el NO 

(29). Las NOS pueden activarse mediante diferentes vías de señalización. Específicamente 

la eNOS se activa de manera dependiente e independiente del calcio. La fosforilación en la 

serina 1177 en el dominio reductasa, conduce a una mayor sensibilidad al calcio. En esta vía 

intervienen otras proteínas como la proteína quinasa B (Akt), lo cual ha sido evidenciado al 

inhibir la vía fosfatidilinositol 3 quinasa/Akt o al inducir la mutación del sitio de unión de la 

Akt en la eNOS, que genera una atenuación en la fosforilación de la serina 1177 bloqueando 

su activación (30). En la vía dependiente de calcio, inicialmente se requiere la unión de 

acetilcolina, bradiquinina e histamina a sus receptores en la superficie de la membrana celular 

endotelial, para aumentar el calcio intracelular que se une a la calmodulina, conduciendo a la 

activación del dominio de unión a calmodulina de la eNOS, requerido para la producción de 

NO (31). En contraste, en la vía independiente de calcio, la tensión de cizallamiento ejercida 

por la sangre sobre el endotelio y las hormonas como la adiponectina o la insulina, inician la 
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activación de la eNOS (31). Una vez se produce el NO por la activación previa de la eNOS, 

llega a las células del músculo liso vascular y activa la guanilato ciclasa conduciendo a la 

vasodilatación mediada por cGMP, el cual activa a la proteína quinasa G que evita la entrada 

de calcio e induce su salida desde el citosol al exterior.  

 

1.1.2.3 Endotelio y la preservación de su integridad 

 

Un endotelio sano posee la capacidad endógena de repararse así mismo mediante diferentes 

mecanismos que implican la replicación de células ya diferenciadas que reemplazan a las 

células faltantes a causa de alguna lesión (32). En adición a este mecanismo, también se ha 

evidenciado que en la circulación, las células progenitoras endoteliales circulantes se 

diferencian y adquieren características de endotelio para reparar el vaso, sin embargo estas 

células son mínimamente proliferativas y derivadas de un linaje monocítico mieloide, que 

más que ser una fuente de células nuevas, ejercen un efecto paracrino sobre las células 

endoteliales residentes mediante la inducción de la producción del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) que promueve  su proliferación (33). 

 

1.1.3 Activación y disfunción endotelial 

 

Como se señaló previamente, cuando el endotelio es agredido cambia a su estado “activo”. 

La activación y disfunción endoteliales son distintos estados del endotelio que pueden 

asociarse, y que se desencadenan en diferentes contextos patológicos como resultado del 

tabaquismo, aterosclerosis, diabetes, infecciones, hipertensión y autoinmunidad, entre otros 

(34-38). En cada uno de estos estados patológicos se puede generar activación endotelial que 

lleva a disfunción, o directamente a una de estas dos condiciones de manera independiente.  

 

1.1.3.1 Activación endotelial: inflamación y factores de transcripción involucrados   

 

En la activación endotelial los cambios en el patrón de flujo o tensión de cizallamiento 

activan al NF-κB induciendo la expresión de moléculas de adhesión (39). En adición a lo 

anterior, el estímulo patológico desencadenante puede generar un desequilibrio entre los 

factores oxidantes y antioxidantes celulares, llevando a estrés oxidativo que contribuye a la 

activación del NF-κB (40). El endotelio activado se caracteriza por la expresión de moléculas 

de adhesión como E-selectina, ICAM-I y VCAM-I (41). Desde la década de los 80, se 

evidenció que al endotelio tratado con citoquinas proinflamatorias se unían de 20 a 40 veces 

más leucocitos que al endotelio no estimulado (42). Específicamente, citoquinas como el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) al unirse con su receptor, activa la vía de señalización 

que involucra a los factores de transcripción NF-κB y a la proteína activadora 1 (AP-1) que 

participan en la inducción de estas moléculas de adhesión  (41). Las moléculas de adhesión 

median la interacción con leucocitos en el endotelio de las vénulas postcapilares para 

promover la migración transendotelial. En el primer paso hacia la activación endotelial, el 
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desencadenante inflamatorio induce la expresión de P-selectina (preformada en los cuerpos 

de Weibel-Palade), VCAM-1 y Sialil Lewis X (S-Lex) en el endotelio, que se unen al ligando-

1 de la glicoproteína P-selectina (PSGL-1), VLA-4 y L-selectina expresados en leucocitos, 

los cuales se unen a sus respectivos receptores en el endotelio en la fase de captura y 

rodamiento rápido. En estas fases iniciales se generan uniones débiles entre leucocitos y 

endotelio; posteriormente la E-selectina expresada se une al PSGL-1 y al ligando-1 de E-

selectina (ESL-1) de los leucocitos. En esta misma fase, la ICAM-1 endotelial se une a la 

Mac-1 y a la LFA-1 leucocitaria dando lugar a la activación y adhesión mediada por 

quimiocinas en el endotelio y la expresión de VCAM-1 que proporciona estabilidad a esta 

interacción (43). Después de esta adhesión se genera la locomoción y diapédesis, en las 

cuales los leucocitos realizan la migración transendotelial, hacia la membrana basal y el 

tejido insterticial (44).  

 

1.1.3.1 Disfunción endotelial: liberación de óxido nítrico y producción de vesículas 

extracelulares 

 

Los antioxidantes como superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y catalasa ayudan a 

mantener el NO, pero al perderse el balance con los oxidantes, estos últimos aumentan y 

consumen al NO conduciendo a disfunción endotelial (45). Sin embargo, en enfermedades 

como la diabetes tipo II y la hipertensión, la disfunción endotelial se induce directamente por 

la producción de inhibidores de la eNOS que reducen el NO (46, 47). Con esta disminución 

de NO se incrementa la expresión de moléculas de adhesión que en condiciones normales 

serían inhibidas por el mismo NO mediante la reducción de la activación del factor NF-κB 

(48, 49).  La asociación entre eventos que llevan a activación y disfunción endotelial indica 

que uno podría llevar al otro, e incluso potenciarse y desencadenar un estado procoagulante. 

Este estado alterado del endotelio se amplifica mediante la liberación celular de unas 

partículas llamadas vesículas extracelulares, que además de facilitar la comunicación 

intercelular modulan los  procesos de inflamación y posteriormente, de reparación (50). 

Según la Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares, estas son partículas 

compuestas por bicapas de lípidos que transportan una gran variedad de moléculas como 

RNA, DNA y proteínas (51). Sin embargo, no existe un consenso sobre marcadores 

específicos ni tipos únicos de moléculas transportadas por diferentes subtipos de vesículas 

extraceluales que se han reportado en la literatura como exosomas (de origen endosomal) y 

ectosomas/micropartículas (derivados de la membrana plasmática) por lo cual actualmente 

todas estas estructuras se denominan vesículas extracelulares (52). Estas vesículas se pueden 

detectar mediante su composición bioquímica por la positividad para el marcaje con Anexina 

V y pueden ser pequeñas si miden menos de 200 nanómetros y medianas/grandes si miden 

más (52, 53). En diversas enfermedades las versículas extracelulares han sido implementadas 

como biomarcadores que pueden predecir el estado endotelial (54). En alteraciones 

cardiovasculares se ha encontrado un incremento en la producción vesículas extracelulares 

endoteliales detectadas por el marcaje con CD31 y anexina V (55). El incremento en la 
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generación de vesículas extracelulares derivadas del endotelio se ha asociado con disfunción 

endotelial-vascular (56). Este incremento indica a su vez el estado del endotelio alterado  que 

podría ser de utilidad en el estudio de enfermedades que involucran eventos relacionados con 

activación y disfunción endotelial (56).  

 
1.2 Activación y disfunción endotelial en el síndrome antifosfolipídico y cofactores 

involucrados 

 

Tanto la trombosis como la morbilidad gestacional se pueden presentar simultáneamente o 

por separado en el SAF, una enfermedad autoinmune que además de estas manifestaciones 

se caracteriza por la presencia persistente de anticuerpos antifosfolipídicos aAFL como el 

anticoagulante lúpico (AL), los anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) y los anti- β2 

glicoproteína I (aβ2GPI) (57). El SAF presenta una incidencia anual de 2,1 por 100.000 

habitantes en adultos mayores de 18 años y una prevalencia de 50 por 100.000 habitantes sin 

diferencias entre sexos (58). En población general la prevalencia de los aAFL se encuentra 

entre el 1 y el 5% de los casos (59). Estos aAFL pueden desencadenar la activación y 

disfunción endotelial y en consecuencia las manifestaciones clínicas de trombosis y 

morbilidad gestacional por diferentes mecanismos mediados o no por la β2GPI (60). 

Los aAFL inducen activación y disfunción endotelial por diferentes mecanismos que en 

consecuencia conducen a la morbilidad gestacional y la trombosis.  

 

Los aAFL podrían desencadenar la trombosis por medio de (Figura 2A): 1) La disminución 

de la activación de la eNOS por la unión a la β2GPI que a su vez se asocia con el receptor 

ApoER2 que activa a la proteína fosfatasa 2 A (PP2A) reduciendo la fosforilación de la eNOS 

en la serina 1177 en humanos y 1179 en bovinos, esta disminución bloquea la producción de 

NO el cual es requerido para inhibir la activación plaquetaria en condiciones homeostáticas 

(Figura 1) (61, 62); 2) El Incremento en la producción de la proteína quimioatrayente de 

monocitos -1 y del factor tisular, lo cual incrementa la activación endotelial y la activación 

de la cascada de la coagulación (63-65); 3) El aumento en la adhesión de los monocitos al 

endotelio por la unión a la Anexina A2 y la β2GPI (66); 4) La inducción de la unión de C5a 

con C5aR que podría incrementar el factor tisular (65, 67) y 5) la generación de vesículas 

extracelulares (micropartículas) que podrían presentar un efecto procoagulante (68).  

 

En el desarrollo de la morbilidad gestacional los aAFL podrían desencadenar activación y 

disfunción endotelial por mecanismos como (Figura 2B): 1) Incremento en la generación de 

especies reactivas del oxígeno asociadas con la activación de p38 MAPK y el NF-κB que en 

consecuencia inducen la expresión de factor tisular, moléculas de adhesión y citoquinas 

proinflamatorias (69). Esta misma vía puede activarse por el factor de diferenciación 

mieloide 88 (MyD88) mediante la unión de aAFL/β2GPI/receptor tipo Toll (TLR) 2 ó 4 

favoreciendo la activación endotelial (70, 71). El incremento en la producción de las especies 

reactivas del oxígeno consume la liberación de NO y en consecuencia genera disfunción 
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endotelial (72); 2) Activación de diana de rapamicina en mamífero (mTOR) que altera el 

endotelio induciendo hiperplasia endotelial (73); 3) Reducción de la remodelación vascular 

por alteración de la angiogénesis que altera la palcentación (Anexo 2)(74); e inducción de 

inflamación por unión de C3a con C3aR que impide la función endotelial en la placentación 

(75). Aunque se han planteado asociaciones de los eventos de activación y disfunción del 

endotelio con el desarrollo de la trombosis y la morbilidad gestacional, en los diferentes 

estudios por lo general no se clasifican a los pacientes por las manifestaciones clínicas, el 

sexo, ni se incluyen grupos de individios con mayor severidad de la enfermdad o refractarios 

a los tratamientos actuales. Entender estas diferencias en los mecanismos patológicos que 

pueden desencadenar los aAFL sobre el endotelio en los diferentes grupos de pacientes 

permitiría el inicio del estudio de nuevas estrategias terapéuticas especialmente para los casos 

más graves o refractarios. En adición a esto, tampoco es claro si la β2GPI es requerida o no 

en el desarrollo de la trombosis, la morbildiad gestacional o la refractariedad, aunque se ha 

planteado su asociación en ambas manifestaciones clínicas del SAF (Anexo 1 y 2). Lo 

anterior limita el estudio de nuevos tratamientos para los casos refractarios. Para estos casos 

refractarios se ha planteado el uso de la hidroxicloroquina, sin embargo no son claros los 

mecanismos de acción que permiten la modulación de los efectos de los aAFL ni se conoce 

en que tipo de pacientes con mayor severidad podría ser efectivo este medicamento 

posiblemente por la falta de clasificación de los mismos pacientes en trabajos previos 

(Información ampliada en el anexo 3). 
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Figura 2. Mecanismos de activación y disfunción endotelial inducidos por los aAFL. (A) 

Mecanismos de activación y disfunción endotelial asociados con el desarrollo de trombosis 

inducidos por los aAFL: (1) Reducción de la generación de óxido nítrico vía ApoER2; (2) 

Incremento en la producción de MCP-1, lo cual favorece la adhesión de los monocitos al 

endotelio y la producción del factor tisular (TF); (3) La unión de los aAFL aβ2GPI al 

complejo anexina A2/β2GPI induce el incremento en la expresión de moléculas de adhesión; 

(4) La generación del C5a por activación del complemento que induce la expresión del TF e 

(5) Incremento en la producción de micropartículas endoteliales. (B) Mecanismos de 

activación y disfunción endotelial asociados con SAF obstétrico con o sin trombosis 

inducidos por los aAFL: (1) Inducción de inflamación vía TLR/MyD88/MAPK y NF-kB; (2) 

Inducción de proliferación mediada por mTOR; (3) Reducción en la remodelación vascular 

e (4) Inflamación y daño placentario asociados con activación del complemento. (Anexo.1. 

Velásquez, M., y colaboradores (2018). Front. Physiol. doi:10.3389/fphys.2018.0184). 

La particpación de la  

 

 

2. Planteamiento del problema 
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Los aAFL funcionan como iniciadores de la activación y disfunción endotelial, lo que podría 

asociarse con el desarrollo de las manifestaciones clínicas de la enfermedad, pero esta 

relación aún no ha sido bien caracterizada (60) (información ampliada en el anexo 1, 4 y 

5). Los pacientes con SAF se clasifican en diferentes grupos dependiendo de la severidad de 

las manifestaciones clínicas y los títulos de aAFL presentes. Existen grupos de pacientes con 

SAF obstétrico que únicamente tienen morbilidad gestacional y positividad para uno de los 

aAFL, que en la mayoría de los casos logran el éxito gestacional con el tratamiento 

convencional de heparina y aspirina (76). En contraste, existe un grupo de pacientes con SAF 

obstétrico, que aparte de presentar morbilidad gestacional tienen trombosis y títulos altos de 

aAFL para las cuales la terapia convencional no es efectiva, pero se ha demostrado que la 

adición de hidroxicloroquina (HCQ) al tratamiento, mejora el resultado gestacional (77). La 

severidad en las manifestaciones clínicas de estas pacientes con morbilidad gestacional y 

trombosis, junto con los altos niveles de aAFL, podrían estar generando eventos relacionados 

con activación y disfunción endotelial de mayor severidad (60, 78, 79). Los aAFL inducen 

activación y disfunción endotelial evidenciadas por el aumento del estrés oxidativo, la 

expresión de moléculas de adhesión, la generación de vesículas extracelulares y la reducción 

de NO, pero no se ha establecido la asociación de estos eventos con las características clínicas 

de las pacientes. Establecer esta relación mediante modelos in vitro de activación y 

disfunción endotelial, proporcionaría herramientas para evaluar nuevas estrategias 

terapéuticas en los casos refractarios o más severos de este síndrome.  

 

3. Pregunta de investigación 

 

¿Existen diferencias en la disfunción endotelial y sus mecanismos, inducida por los aAFL 

de pacientes con SAF obstétrico refractario, en contraste con los aAFL de pacientes con 

otras manifestaciones clínicas de este síndrome, que sí responden a la terapia 

convencional con heparina/aspirina? 

 
4. Hipótesis 

Los aAFL de pacientes con SAF obstétrico refractario inducen activación y disfunción 

endotelial a través de mecanismos diferentes a los inducidos por los aAFL de pacientes con 

otras manifestaciones clínicas de este síndrome. 

5. Objetivo general  

 

Evaluar diferencias en la activación y disfunción endotelial, inducida por los aAFL de 

pacientes con SAF obstétrico refractario en contraste con los aAFL de pacientes con otras 

manifestaciones clínicas de este síndrome.  

 

5.1 Objetivos específicos   
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1. Evaluar indicadores de activación y disfunción endotelial inducida por los aAFL de 

pacientes con SAF obstétrico refractario, en contraste con los aAFL de pacientes con 

otras manifestaciones clínicas de este síndrome, mediante eventos como: estrés 

oxidativo, adhesión de leucocitos y generación de vesículas extracelulares 

(micropartículas). 

2.  Identificar si la disfunción endotelial inducida por los aAFL de los diferentes grupos 

de pacientes con SAF, se asocia con disminución en la biodisponibilidad de óxido 

nítrico e incremento en la expresión de la endotelina- 1. 

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

hidroxicloroquina, sobre la disfunción endotelial inducida por los aAFL de los 

diferentes grupos de pacientes con SAF. 
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CAPÍTULO II. Artículos originales con los resultados de los objetivos de la tesis: 

 

6. Activación endotelial inducida por el suero de diferentes grupos de pacientes con 

síndrome antifosfolipídico 

• Anexo 4 

Velasquez, M., Granada, M.A., Galvis, J.C., Alvarez, A.M., and Cadavid, Á.P. (2019). 

Oxidative stress in endothelial cells induced by the serum of women with different clinical 

manifestations of the antiphospholipid syndrome. Biomedica 39(4), 673-688. doi: 

10.7705/biomedica.4701 

7. Activación y disfunción endotelial inducida por los anticuerpos antifosfolipídico de 

diferentes grupos de pacientes con SAF 

• Anexo 5 

Velásquez M, Peláez LF, Rojas M, Narvaez-Sanchez R, Velásquez JA, Escudero C, San 

Martín S and Cadavid Á.P (2021) Differences in Endothelial Activation and Dysfunction 

Induced by Antiphospholipid Antibodies Among Groups of Patients With Thrombotic, 

Refractory, and Non-refractory Antiphospholipid Syndrome. Front. Physiol. 12:764702. doi: 

10.3389/fphys.2021.764702. 
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8. DISCUSIÓN GENERAL 

 

El principal hallazgo de este trabajo indica que los aAFL de pacientes con SAF obstétrico 

refractario inducen activación y disfunción endotelial a través de mecanismos diferentes a 

los inducidos por los aAFL de pacientes con otras manifestaciones clínicas de este síndrome. 

Lo anterior, podría definir el tipo de terapia más eficaz según la manisfestación clínica de la 

enfermedad, especialmente en los casos refractarios. En la mayoría de reportes previos sobre 

el efecto deletéreo de los aAFL en el endotelio, la estratificación de las pacientes de acuerdo 

a las características clínicas no había sido tomada en cuenta, lo que ha dificultado entender 

el desarrollo de la refractariedad o mayor severidad del SAF y en consecuencia la posibilidad 

de proponer el uso de nuevas terapias (60). El estudio del efecto de los aAFL sobre el 

endotelio es clave para determinar cómo estos autoanticuerpos desencadenan la trombosis y 

la morbilidad gestacional. En condiciones homeostáticas el endotelio regula la respuesta 

inmune y los eventos trombóticos, pero en la activación y disfunción endotelial estas 

funciones podrían alterarse, por lo cual para un estudio más adecuado del endotelio deben 

implementarse diferentes metodologías que modelen estos procesos. Con el fin de 

proporcionar un entendimiento más completo del efecto de los aAFL sobre la activación y 

disfunción endotelial, en este trabajo se incluyeron diferentes modelos in vitro.  La activación 

endotelial se evaluó mediante la detección de la expresión de moléculas de adhesión, unión 

de leucocitos al endotelio y la producción de especies reactivas del oxígeno. La disfunción 

endotelial se determinó por la generación de factores procoagulantes como las vesículas 

extracelulares y la liberación de NO, VEGF y endotelina-1. 

 

8.1 Activación endotelial en el SAF trombótico o vascular  

 

En ensayos preliminares evidenciamos que el suero de pacientes con SAF trombótico o 

vascular, incrementaba el estrés oxidativo endotelial comparado con el control de suero 

humano normal (80). En los ensayos posteriores se separó este grupo considerando la 

presencia de SAF vascular primario o SAF asociado a lupus eritematoso sistémico (LES) y 

se purificaron las IgG del suero de estas mismas pacientes. Esta clasificación permitió 

observar diferencias en los mecanismos de activación endotelial entre pacientes con SAF 

trombótico primario y asociado a LES. Además se encontró que, al purificar las IgG, el efecto 
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pro-oxidante endotelial no se observaba, lo que sugiere que en adición a los aAFL otros 

factores no evaluados en este estudio presentes en el suero de estas pacientes favorecen la 

producción de especies reactivas del oxígeno endotelial asociadas con trombosis. Otros 

autores han encontrado que en pacientes con trombosis se observan marcadores séricos de 

estrés oxidativo que pueden asociarse con factores genéticos o ambientales, incluyendo los 

relacionados con la dieta (81). Sin embargo, específicamente las IgG de las pacientes con 

SAF trombótico primario indujeron otros mecanismos asociados con activación endotelial 

en presencia de la β2GPI como la expresión de E-selectina y la producción de vesículas 

extracelulares Anexina V+. La expresión de la E-selectina se ha usado ampliamente como 

un indicador de activación endotelial ya que esta proteína participa en la unión con los 

leucocitos (82). Sin embargo, en nuestros resultados de adhesión de monocitos al endotelio, 

el efecto de estas IgG no se observó a pesar de evidenciarse el incremento en la E-selectina, 

lo cual podría indicar que se requieren de otras moléculas como la VCAM-1 para observar 

esta unión in vitro. En contraste, y únicamente en presencia de la β2GPI, estas mismas IgG 

incrementaron el número de vesículas extracelulares derivadas del endotelio positivas para 

anexina V, con o sin CD31. La actividad procoagulante de estas vesículas extracelulares 

derivadas de endotelio se ha establecido por la positividad para la Anexina V, la cual permite 

detectar las vesículas extracelulares positivas para la fosfatidilserina, un fosfolípido que 

contribuye a la transformación del factor tisular de su forma inactiva a su estado activo y que, 

como receptor del factor VIIa, inicia la cascada de la coagulación por la vía extrínseca (83). 

Un estudio evidenció un incremento de las vesículas extracelulares circulantes derivadas del 

endotelio positivas para anexina V en una muestra de 47 hombres y mujeres con SAF, de los 

cuales el 63% presentaba trombosis, pero no se encontró una asociación entre la presencia de 

esas vesículas extracelulares en los pacientes con o sin trombosis, pero no es claro si la 

presentanción de la enfermedad primaria o asociada a LES podría afectar la ausencia de esta 

asociación (84). En otros reportes tampoco es claro si en los pacientes con SAF que 

presentaban trombosis existe un incremento en las vesículas extracelulares endoteliales, 

porque no se clasificaron en SAF primario y SAF asociado a LES (85-88). Por lo anterior, 

en nuestro estudio se consideró la presencia del LES, encontrándose este efecto únicamente 

para las IgG del grupo con SAF trombótico primario y dependiente de la adición de β2GPI al 

endotelio. En conclusión, la β2GPI estaría favoreciendo el desarrollo de trombosis en el grupo 

con SAF trombótico primario mediante la expresión de la E-selectina y la generación de 

vesículas extracelulares derivadas del endotelio cargadas con fosfatidilserina, que además 

amplifican el estado procoagulante. 

 

Por otra parte, sin la adición de β2GPI, tanto las IgG de mujeres con SAF trombótico primario 

como el asociado a LES, aumentaron la producción de VEGF en células endoteliales. Se ha 

planteado que el incremento de VEGF en pacientes con SAF que presentan trombosis se debe 

a la producción de este factor por los monocitos y plaquetas como un mecanismo regulador 

que promueve la resolución de trombos (89). Sin embargo, cuando este VEGF es producido 

directamente por el endotelio podría inducir una proliferación endotelial elevada la cual ha 
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sido encontrada en la vasculatura renal de pacientes con SAF que desarrollan nefropatía y 

que también evidenciamos en nuestros resultados por los anticuerpos de pacientes con SAF 

trombótico (90). Esta proliferación endotelial elevada conduce a la necesidad de un trasplante 

renal y posterior tratamiento con sirolimus para inhibirla (90). Además, este incremento en 

el VEGF asociado con el desarrollo de trombosis en el SAF, también se ha relacionado con 

la inducción de hiperplasia de la íntima del vaso en el sitio del trombo (91). Nuestros 

resultados indican que los aAFL en el SAF vascular contribuyen al desarrollo de la trombosis 

mediante la producción del VEGF endotelial que estaría induciendo tal hiperplasia vascular.   

 

8.2 Mecanismo de activación y disfunción endotelial en el SAF obstétrico primario 

refractario (RI+) y su modulación por la heparina y la hidroxicloroquina 

 

La activación endotelial inducida por las IgG de pacientes con RI+ fue dependiente de la 

β2GPI, en contraste con la disfunción endotelial inducida por estas mismas IgG, que se 

observó con o sin la adición de esta glicoproteína. La activación endotelial se evidenció 

mediante el incremento en la expresión de E-selectina, VCAM-1 y en la adhesión de 

monocitos al endotelio. La β2GPI es el principal antígeno en el SAF y funciona como cofactor 

de los aAFL. Esta propiedad de cofactor se da por su capacidad para unirse con diferentes 

receptores como el TLR2, TLR4 y Anexina A2 que activa la vía de señalización involucrada 

con la expresión de moléculas de adhesión (66, 70, 71, 92). En el inicio de la inflamación, la 

E-selectina se requiere para la adhesión de los leucocitos al endotelio principalmente en las 

fases de rodamiento del leucocito mediante uniones débiles, que posteriormente son 

estabilizadas por VCAM-1 (93-95). La E-selectina es una glicoproteína de 115 kDa que no 

tiene una expresión constitutiva en la membrana celular, pero aumenta en presencia de 

citoquinas inflamatorias. En concordancia con nuestros resultados, otros autores han 

encontrado que al estimular a las HUVEC con IgG de pacientes con SAF se incrementa la 

expresión de E-selectina (96, 97). Los aβ2GPI incrementan la expresión de E-selectina 

endotelial y esta es modulada por fluvastatina y simvastatina (98). Por su parte, la molécula 

de adhesión VCAM-1, es una proteína transmembrana perteneciente a la superfamilia de 

inmunoglobulinas que en condiciones de homeostasis vascular/endotelial se reduce, pero es 

rápidamente inducida por mediadores inflamatorios. VCAM-1 interactúa con el antígeno 

leucocitario 4 muy tardío (VLA-4) expresado en monocitos, lo cual permite las interacciones 

célula-célula (93, 99). Tanto en modelos murinos como en pacientes con SAF, se ha 

encontrado un incremento de VCAM-1 en su forma soluble, además de su inducción en el 

endotelio por los aAFL (96, 97, 100). En ratones BALB/c estimulados con IgG de pacientes 

con SAF, se demostró en células endoteliales de aorta un incremento tanto de E-selectina 

como de VCAM-1 que se modulaban por la adición del inhibidor del NF-κB (101). La vía 

que involucra la activación de p38MAPK también se activa para inducir moléculas de 

adhesión por los aAFL. En ratones tratados con IgG de pacientes con SAF primario y el 

inhibidor de la p38MAPK, se observó una reducción de VCAM-1 en el endotelio de aorta 

con la adición del inhibidor (93, 96, 97, 99-102). La E-selectina y la VCAM-1 han sido 
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ampliamente estudiadas como un indicador de la activación endotelial en el SAF, sin 

embargo no se habían evaluado posibles diferencias considerando la relevancia de la 

presentación clínica de la enfermedad, la refractariedad de los diferentes grupos de pacientes 

y además la participación de la β2GPI. La clasificación de las pacientes de nuestro estudio y 

la adición de la β2GPI humana al endotelio, permitieron observar que este mecanismo 

patológico de los aAFL se presenta en el SAF primario, y que su efecto es aún mayor en 

pacientes refractarias con ambas manifestaciones clínicas (vascular y obstétrica), de manera 

dependiente a la presencia de la β2GPI.  

Estas mismas IgG de pacientes RI+ que activaron el endotelio, indujeron disfunción 

endotelial evidenciada por una reducción del NO con o sin β2GPI. El NO inhibe la expresión 

de las moléculas de adhesión y la unión de leucocitos al endotelio disminuyendo la actividad 

del NF-κB (49, 103). Si el NO se reduce, se genera un microambiente protrombótico y de 

activación endotelial que implica además una pérdida en la regulación de la reactividad 

plaquetaria (104). El NO se libera por la activación de la NOS o por donantes de NO. Los 

aAFL inhiben la activación de la eNOS. Este mecanismo de inhibición fue descrito por 

Sacharidou y colaboradores como dependiente de la β2GPI. Inicialmente, los aAFL se unen 

al endotelio por la β2GPI que se asocia con el receptor 2 de la apolipoproteína E (ApoER2); 

esta unión activa a la proteína fosfatasa 2-A que media la desfosforilación de la Akt y la 

eNOS inhibiendo su activación (61). Estos eventos conducen a la inducción de trombosis 

evidenciada en un modelo murino por estos mismos autores (61). En contraste, nuestros 

resultados indican que esta reducción de NO también se genera de manera independiente a 

la presencia de la β2GPI. Sin embargo, los mecanismos moleculares deben ser estudiados en 

trabajos futuros. 

La reducción de NO además de asociarse con el desarrollo de trombosis, también se relaciona 

con la morbilidad gestacional. El NO se requiere para una formación adecuada de la red 

vascular placentaria y el mantenimiento de su tono vascular (105). Bajos niveles de NO 

incrementan la vasoconstricción y la hipertensión que alteran la formación placentaria  (106). 

En un modelo de hipertensión en ratas, generado mediante la inhibición del NO, se encontró 

una alteración en la remodelación de las arterias espirales uterinas (107).  

Los hallazgos de nuestro trabajo indican que la activación y disfunción endotelial son 

mecanismos asociados que pueden potenciarse mutuamente y conducir al desarrollo de las 

manifestaciones clínicas del SAF. Esto representa un avance en el estudio de las pacientes 

con SAF obstétrico refractario, las cuales requieren un esquema de tratamiento diferente a 

los demás grupos de mujeres con SAF obstétrico. En la mayoría de los ensayos clínicos de 

pacientes con SAF obstétrico, se obtiene el éxito gestacional en un 75%-80% de los casos 

entre los cuales por lo general se encuentran pacientes positivas para uno solo de los aAFL y 

morbilidad gestacional únicamente (78, 108, 109). En pacientes refractarias al tratamiento 

con aspirina a bajas dosis y heparina de bajo peso molecular se planteó desde 1985 el uso de 

otras estrategias como la administración de inmunoglobulina intravenosa (IVIG) que 

disminuye la actividad del anticoagulante lúpico (110-112). Sin embargo, la implementación 

de IVIG en el SAF obstétrico refractario es controversial, ya que en algunos casos disminuyó 
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el éxito gestacional; esto llevó a proponer el uso de prednisolona e hidroxicloroquina en 

adición al tratamiento convencional, además de las terapias biológicas con anticuerpos 

monoclonales que son de alto costo (78). Aunque los tratamientos propuestos para las 

pacientes con SAF obstétrico refractario han sido favorables en algunos casos, su uso aún es 

empírico y los mecanismos patológicos de los aAFL que llevan a esta severidad no son claros. 

El estudio de los efectos de estos autoanticuerpos para evaluar nuevas terapias que puedan 

ser más eficaces continúa siendo un objetivo de interés actual (78). En concordancia con los 

resultados de las pacientes incluidas en nuestro estudio, se ha reportado que las mujeres con 

SAF obstétrico refractario presentan con mayor frecuencia triple positividad de los aAFL, 

trombosis y otras enfermedades autoinmunes como el LES, pero también pueden tener SAF 

primario como nuestro grupo de RI+ (78).  Nuestro estudio aporta al esclarecimiento de uno 

de los mecanismos patológicos de los aAFL en el SAF obstétrico primario refractario (RI+) 

en la inducción de disfunción endotelial. Esta disfunción fue modulada por la enoxaparina o 

heparina de bajo peso molecular (ENX) y la HCQ. La ENX restauró la liberación de NO con 

la adición o no de la β2GPI y la HCQ únicamente moduló la producción de NO reducida en 

presencia de la β2GPI. El mecanismo modulador de la HCQ se podría explicar mediante la 

desintegración de complejos moleculares de β2GPI/aβ2GPI que ejerce este fármaco (113). 

Más recientemente, Miranda y colaboradores evidenciaron que la HCQ restaura la 

fosforilación de la eNOS reducida por los aAFL y modula el estado procoagulante generado 

en el SAF (100). Por su parte la ENX también incrementa la fosforilación de la eNOS lo que 

podría estar explicando lo observado en nuestro estudio (114). Lo anteriormente descrito 

sugiere que para este tipo de pacientes con refractariedad, la ENX y la HCQ juntas podrían 

ser una alternativa eficaz y se debería considerar además la adición de estatinas que en otros 

estudios han mostrado un efecto modulador sobre la activación endotelial inducida por los 

aAFL (98). 

 

8.3 Producción de vesículas extracelulares derivadas del endotelio y desbalance entre 

factores vasodilatadores y vasoconstrictores, asociados con disfunción endotelial en el 

SAF obstétrico no refractario (NR+) 

 

Las IgG de mujeres con NR+ con la adición de la β2GP, disminuyeron la biodisponibilidad 

de NO y aumentaron las vesículas extracelulares procoagulantes. Sin la adición de la β2GP, 

estas mismas IgG indujeron la producción de endotelina-1 y redujeron la producción de 

VEGF. Previamente se había evidenciado que las IgG de pacientes con SAF que presentaban 

trombosis, con o sin morbilidad gestacional, incrementaban la generación de vesículas 

extracelulares endoteliales in vitro (68). En otro reporte se encontró que las vesículas 

extracelulares endoteliales aumentaban únicamente en el plasma de pacientes con SAF 

trombótico en contraste con las mujeres con SAF obstétrico, en las cuales no se encontró una 

cantidad significativa (115). Aunque en las pacientes con SAF obstétrico las vesículas 

extracelulares endoteliales no se han asociado con el desarrollo de la morbilidad gestacional, 

se sabe que son las vesículas extracelulares de origen plaquetario las que pueden generar 
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daño placentario y contribuir a la activación endotelial (116). El incremento de vesículas 

extracelulares derivadas del endotelio en pacientes con SAF se ha correlacionado 

positivamente con la presencia de aβ2GPI de los isotipos IgG e IgM (84). Se ha planteado 

que los aβ2GPI activan el endotelio el cual desencadena el desarrollo de la trombosis por un 

aumento en la liberación de vesículas extracelulares endoteliales procoagulantes, mediante 

la fosforilación de la cadena reguladora de la miosina no muscular de clase II (RLC), que 

regula el ensamblaje del citoesqueleto (117). La producción de estas vesículas extracelulares 

endoteliales procoagulantes se bloqueó con la inhibición de la fosforilación del RLC en 

HUVEC preincubadas con β2GPI y posterior estímulo con aβ2GPI de ratón y de pacientes 

con SAF (117). Uno de los principales marcadores para detectar vesículas extracelulares 

endoteliales es el CD31, una molécula de adhesión intercelular endotelial que se conserva en 

el 99% de las HUVEC de diferentes clonas (80). En el presente trabajo, los aβ2GPI presentes 

en las IgG de mujeres con SAF primario sin refractariedad (NR+), con morbilidad gestacional 

y trombosis, indujeron un incremento en el número de eventos de vesículas extracelulares 

procoagulantes (CD31+/Anexina V+) de 0.5 m con respecto a los demás grupos de estudio 

y a las mismas IgG sin la β2GPI, lo que podría estar explicando uno de los mecanismos 

desencadenantes de la trombosis. Estas IgG de pacientes con NR+ también incrementaron 

las vesículas extracelulares positivas para CD31+ de 1 m en comparación con el control de 

IgG-SHN y las IgG de este mismo grupo en ausencia de la β2GPI. Las vesículas 

extracelulares CD31+/Anexina V+ además de ser procoagulantes, pueden reducir los niveles 

de células endoteliales progenitoras las cuales son requeridas en la reparación vascular y se 

han observado disminuidas en pacientes con SAF primario, contribuyendo al daño vascular 

(118, 119). Las vesículas extracelulares positivas para CD31 se han reportado elevadas hasta 

2.85 veces más en pacientes con otras enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple 

en comparación con individuos sanos; sin embargo, no es muy claro que proteínas cargo se 

estarían transportando (120). Las vesículas extracelulares pueden generarse desde la 

membrana plasmática y ser positivas en su superficie para múltiples componentes celulares 

como integrinas, balsas lipídicas, factor tisular, moléculas de adhesión, fosfolípidos, 

antígenos propios y otros receptores, pero en el interior pueden tener proteínas como 

citoquinas y diferentes tipos de ARN como son los microRNA, mensajero e interferente 

(121).  

La reducción de NO, VEGF y el aumento en la producción del vasoconstrictor endotelina-1, 

inducido por estas IgG de NR+ con la adición de la β2GPI se ha asociado con el desarrollo 

de la morbilidad gestacional como lo indican Saleh y colaboradores (122). A diferencia del 

SAF trombótico en el cual observamos un incremento en el VEGF asociado con el desarrollo 

de trombosis, en pacientes que también presentan morbilidad gestacional, el VEGF 

disminuye e incrementa la endotelina-1 conduciendo a malformación placentaria (123). En 

pacientes con NR+ el desarrollo de la trombosis y la morbilidad gestacional se asocian con 

la disfunción endotelial que puede ser inducida por aAFL dependientes e independientes de 

la β2GPI. 
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8.4 Estrés oxidativo, producción de vesículas extracelulares y desbalance entre factores 

vasodilatadores y vasoconstrictores como indicadores de activación y disfunción endotelial 

en el SAF obstétrico refractario (RII+) asociado a LES  

  

Las IgG de pacientes con RII+ disminuyeron la biodisponibilidad de NO, generaron vesículas 

extracelulares derivadas de endotelio, endotelina-1 y estrés oxidativo (producción de O2- 

mitocondrial). En el presente trabajo además de tener en cuenta las manifestaciones clínicas 

de trombosis y morbilidad gestacional de las pacientes, consideramos la refractariedad y el 

SAF asociado a LES. Esta clasificación nos permitió encontrar diferencias en los mecanismos 

patológicos de los aAFL sobre los eventos de activación endotelial incluso entre las pacientes 

con las mismas manifestaciones clínicas. Este es el caso de las IgG de las mujeres con LES 

refractarias para el SAF obstétrico (RII+), que indujeron estrés oxidativo endotelial 

evidenciado por la producción de O2- mitocondrial comparado con el grupo de SAF primario 

no refractario (NR+) y el control de SHN. Este resultado fue independiente de la β2GPI, lo 

que sugiere que este efecto se podría estar generando por anticuerpos anticardiolipina (aCL) 

que no requieren a este cofactor, y por otros autoanticuerpos diferentes a los aAFL. Se ha 

reportado que aCL monoclonales de humano inyectados en ratones BALB/c, inducen la 

producción de O2-; sin embargo, estos anticuerpos también presentaban reactividad a la 

β2GPI por lo que no era clara su participación en este evento (124).  Simoncini y 

colaboradores evidenciaron que después de eliminar a los aβ2GPI, los aAFL de pacientes 

con SAF inducían la producción de especies reactivas del oxígeno en células endoteliales, en 

contraste con el control de suero humano normal indicando la relevancia de los aCL 

independientes de β2GPI (69, 124).  Otros autores han reportado que el suero de pacientes 

con LES positivas para anticuerpos anti-ADN de doble cadena, inducen la producción de 

especies reactivas del oxígeno intracelulares y la actividad de la oxidasa nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato, considerada la principal catalizadora de la producción de O2- 

(125, 126). Aunque en los reportes mencionados no se clasificaron los pacientes por las 

manifestaciones clínicas, en nuestro trabajo se pudo evidenciar que los autoanticuerpos 

independientes de β2GPI de mujeres con (RII+) podrían desencadenar la trombosis y la 

morbilidad gestacional mediante el estrés oxidativo endotelial, lo cual sugiere el potencial 

uso de antioxidantes en este tipo de pacientes refractarias al tratamiento convencional lo cual 

ya ha sido propuesto por otros autores para el tratamiento del SAF en general (69, 127). El 

estrés oxidativo generado por estos anticuerpos también se asocia con la reducción del NO, 

que es consumido por las especies reactivas del oxígeno, que en adición al incremento de la 

endotelina-1 favorecen la vasoconstricción, y a que las vesículas extracelulares derivadas de 

endotelio también favorecen la disfunción endotelial  mediante una mayor reducción del NO 

(72, 128, 129).  

 

En el presente estudio, la clasificación de los pacientes por manifestaciones clínicas y la 

adición de β2GPI a las HUVEC permitió comprender algunas de las diferencias que 
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presentan los aAFL en la inducción de activación y disfunción endotelial representando una 

metodología adecuada en el estudio del SAF en trabajos futuros (Figura 3) (modelo de 

activación y disfunción endotelial en el SAF, anexo 5). Sin embargo, el número de 

individuos fue limitado, considerando la dificultad de reclutar pacientes con autoinmunidad 

bien caracterizadas, debido a la baja prevalencia de este tipo de enfermedades, más aún con 

refractariedad. Según nuestros resultados la ENX y la HCQ solo modulan la disfunción 

generada en el SAF obstétrico refractario primario (RI+) lo cual podría ser implementado en 

el tratamiento de este tipo de pacientes, pero indica que en las mujeres con RII+ se deben 

probar otras estrategias terapéuticas posiblemente asociadas con antioxidantes y 

moduladores del NO.  

 

 
 

Figura 3. Modelo de activación y disfunción endotelial en los diferentes grupos de 

pacientes con SAF.  Los aAFL (aPL en inglés) de los diferentes grupos de pacientes inducen 

activación y disfunción endotelial por distintos mecanismos. (A) En el SAF trombótico o 

vascular primario (VTI) los aAFL inducen incremento de E-selectina, generación de 

vesículas extracelulares (micropartículas) procoagulantes (Anexina V+) y producción de 

VEGF. (B) En el SAF obstétrico primario  refractario (RI+) los aAFL inducen la expresión 

de E-selectina y VCAM-1 que favorecen la adhesión de monocitos. Estos mismos aAFL 

disminuyen la biodisponibilidad del NO y este efecto patológico fue modulado por la 

heparina y la hidroxicloroquina. (C) En el SAF obstétrico no refractario (NR+) los aAFL 

disminuyen la biodisponibilidad de NO, incrementan la generación de vesículas 

extracelulares procoagulantes, aumentan la producción de endotelina-1 y reducen la 

producción de VEGF. (D) En el SAF obstétrico refractario asociado a LES los aAFL 
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disminuyen la liberación de NO, incrementan la generación de vesículas extracelulares, 

endotelina-1 e inducen estrés oxidativo (Velásquez M et al.  Front. Physiol.2021). En el panel 

A la sigla PS en inglés (phosphatidylserine) indica fosfatidilserina. Los aAFL que no se 

encuentran unidos a la β2GPI indican los mecanismos patológicos para los cuales la adición 

de este cofactor no fue requerido. 

 

 

 

9. CONCLUSIONES  

 

• La activación y disfunción endotelial en el SAF se observaron en diferentes contextos, 

y el mecanismo de inducción varió según las características clínicas de las pacientes 

y la presencia de cofactores para los aAFL, como la β2GPI.  

 

• La disfunción endotelial fue inducida por las IgG de los tres grupos de mujeres con 

trombosis y morbilidad gestacional, lo que sugiere una asociación con el desarrollo 

de estas manifestaciones clínicas. 

 

• La aspirina, como se utilizó en nuestro modelo, no modula la disfunción endotelial 

inducida por las IgG de los tres grupos de mujeres con trombosis y morbilidad 

gestacional.  

 

• La ENX modula la disfunción endotelial generada por IgG de RI+ con o sin β2GPI.  

 

• La HCQ no moduló la disfunción endotelial inducida por las IgG de RI+ en ausencia 

de β2GPI lo que indica que este fármaco únicamente revierte el efecto de los aAFL 

aβ2GPI presentes. 

 

 

10. PERSPECTIVAS 

 

• El efecto de los medicamentos usados sobre el modelo de disfunción endotelial in 

vitro podría considerarse al implementar la aspirina, la ENX y la HCQ en el 

tratamiento de pacientes con SAF refractario, específicamente con SAF primario 

refractario (RI+) para los cuales únicamente la ENX y la HCQ fueron moduladoras. 

Considerando lo anterior, se propone plantear un estudio clínico con estos 

medicamentos, pacientes con SAF refractario y la evaluación de la disfunción 

endotelial por métodos no invasivos. 
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• En trabajos futuros con aAFL de pacientes con SAF obstétrico refractario primario 

se propone adicionar además de la ENX y la HCQ que revierten la disfunción 

endotelial, estatinas para disminuir la activación de estas mismas células evidenciada 

por el aumento en la expresión de moléculas de adhesión. Estas moléculas de 

adhesión incrementadas por los aAFL han mostrado ser moduladas por las estatinas 

según otros autores, de esta manera se estaría tratando la activación y la disfunción 

endotelial. 

 

• En pacientes con SAF refractario asociado a LES podría proponerse el estudio de 

antioxidantes para modular la activación y disfunción endotelial considerando que 

según nuestros resultados se genera estrés oxidativo y disminución de NO. Esta 

disminución de NO como se mencionó previamente podría estarse generando por las 

especies reactivas del oxígeno que lo consumen. 

 

• En estudios futuros de pacientes con SAF debe considerarse la clasificación en 

diferentes grupos según la manifestación clínica de este síndrome y la inclusión de 

un mayor tamaño muestral. 
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