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4. ABSTRACT

EFFECT OF PRIMARY ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME'S SERUM ON CELL
ADHESION MOLECULES EXPRESSION FROM HUMAN ENDOTHELIAL
CELLS.

Antiphospholipid antibodies (aPL) are directed against a wide variety of cell surface
components, membrane phospholipids and endothelial cells. aPL activate
endothelium by inducing a pro-inflammatory and procoagulant phenotype. These
antibodies are able to activate endothelial cells by adhesion molecules expression.
We evaluate the effect of serum from primary antiphospholipid syndrome (PAPS)
patients on vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) and intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) expression in human umbilical vascular endothelial cells
(HUVEC).

HUVEC monolayer culture from healthy women was obtained. Endothelial cells
were exposed to PAPS and healthy controls serum. VCAM-1 and ICAM-1
expression was measured semi- quantitatively by immunocitochemistry and
expressed as pixel/area.

PAPS serum enhanced VCAM-1 and ICAM-1 expression on HUVEC in 96% and
79% respectively in comparison with healthy controls serum.

VCAM-1 pixel/area values from PAPS and controls were 136.3 + 20.7 vs 69.3 +
14.3 respectively. ICAM-1 pixel/area values were 158.7 + 25.2 vs 88.0 + 12.1 for
PAPS and controls.

Our results confirm that aPL stimulate the endothelium through adhesion
molecules expression. This in vitro model will allow us to study the impact of
various treatment modalities over the expression of molecules involved in

endothelial activation.
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5. RESUMEN

EFECTO DEL SUERO DE PACIENTES CON SINDROME DE ANTICUERPOS
ANTIFOSFOLIPIDO PRIMARIO SOBRE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE
ADHESION EN CELULAS ENDOTELIALES.

El suero de pacientes con sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario
(SAFP) contiene anticuerpos antifosfolipidos (aPL) contra gran variedad de
componentes de la superficie celular, fosfolipidos de membrana, células
endoteliales, etc. Estos anticuerpos son capaces de activar las células endoteliales
mediante expresion de moléculas de adhesion.

Evaluamos el efecto del suero de pacientes con SAFP sobre la expresion de
molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1) y molécula de adhesién
intercelular 1 (ICAM-1) en células de endotelio vascular umbilicales humanas
(HUVEC).

Se realizé cultivo monocapa HUVEC de mujeres sanas. Las células endoteliales
fueron expuestas a suero de sujetos sanos y a suero de pacientes SAFP. La
expresion de VCAM-1 e ICAM-1 fue evaluada semicuantitativamente con
inmunocitoquimica y expresada en pixeles/area de imagenes digitalizadas.

El suero de SAFP aumento la expresién basal de VCAM-1 e ICAM-1 en 96% vy
79% respectivamente en comparacion con los sujetos sanos.

La expresion de VCAM-1 en sujetos sanos y SAFP fue de 69.3 + 14.3 vs 136.3 +
20.7 pixeles/area y en el caso de ICAM-1 fue de 88.0 + 12.1 vs 158.7 + 25.2
pixeles/area respectivamente.

Nuestros resultados confirman que los anticuerpos aPL estimulan el endotelio a
través de la expresién de moléculas de adhesion. Este modelo in vitro nos
permitira estudiar el impacto de varias modalidades de tratamiento sobre la

expresion de moléculas de adhesion involucradas en la activacion endotelial.
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6. INTRODUCCION

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAF) es la principal trombofilia en el
area reumatoldgica. Se asocia a eventos de trombosis tanto arterial como venosa
y a ciertas condiciones de morbimortalidad obstétrica. Los eventos trombosis y
condiciones obstétricas constituyen criterios clinicos para su diagndstico, pero se
debe documentar también la presencia de anticuerpos antifosfolipidos circulantes
en los pacientes.

Actualmente hay evidencia de procesos de aterosclerosis acelerada en los
pacientes con SAF. Se ha propuesto que existen fendbmenos de activacion
endotelial como mecanismos patogénicos de los anticuerpos antifosfolipidos. Este
conocimiento proviene de algunos estudios in vitro que utilizan modelos roedores
de SAF 6 bien un numero escaso de pacientes.

Por otro lado el tratamiento actual de los pacientes con SAF va encaminado a
evitar los factores de riesgo para trombosis, y desde el punto de vista
farmacoldégico se utiliza aspirina para prevensién primaria y anticoagulantes orales
para prevension secundaria.

Dado que existen otras condiciones clinicas del SAF involucradas con la funcién
endotelial como aterosclerosis acelerada y progresion de valvulopatia para las
cuales la anticuagulacion oral no ha mostrado beneficios es importante continuar
el desarrollo de modelos in vitro que puedan evaluar de manera inicial el potencial
beneficio de otros farmacos.

En este trabajo nos proponemos explorar el efecto del suero total de los pacientes
con SAF mediante la evaluacion semicuantitativa de dos moléculas de adhesion
celular involucradas con activacion endotelial: molécula de adhesion vascular— 1y

molécula de adhesién intercelular -1.
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7. ANTECEDENTES

7.1. SINDROME DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDO

El sindrome de anticuerpos antifosfolipido (SAF) es una enfermedad
multisistémica en donde prevalece un estado de hipercoagulabilidad, las
caracteristicas clinicas mas reconocidas son los eventos trombadticos, pérdidas
fetales recurrentes y trombocitopenia.

El SAF es una causa comun de trombofilia adquirida, por lo menos representa
unos 35 000 casos nuevos de trombosis venosa asociada a SAF y 5 000 nuevos
casos de trombosis arterial (1). Durante el embarazo se incrementan los factores
procoagulantes, como el fibrindbgeno, factores de la coagulacién V, VII, VIl y factor
de Von Willebrand. Ademas, existe una reduccion de la proteina S con resistencia
adquirida a la proteina C, de tal manera que favorece un estado procoagulante
para evitar excesivo sangrado durante en parto. Asi, esto favorece la tendencia a
coagulacion en condiciones fisioldgicas, las cuales hay que diferenciar de un
estado procoagulante patologico. En el caso del SAF se ha asociado la presencia
de anticuerpos antifosfolipidos (aPL) hasta en 27% al evaluar el estado
protrombdtico durante el embarazo en pacientes con datos clinicos de
tromboembolismo venoso, tales como éstasis venosa, cambios de coloracion y
dafio vascular en comparacion con pacientes embarazadas sin datos clinicos de
tromboembolismo (2).

La presencia de aPL eleva el riesgo de presentar recurrencia de eventos
trombdticos de 3 a 10 veces (1) y se han asociado a 37% de los eventos
tromboembdlicos por enfermedad valvular coronaria, en comparacion a 11% en
los pacientes con enfermedad valvular cardiaca que no tienen aPL (3).

A pesar del reconocimiento de la importancia clinica de los anticuerpos
antifosfolipidos desde trabajos reportados en 1983, fue hasta 1988 en Sapporo,
Japon, en donde los criterios clasificatorios del SAF se propusieron en el 8avo.
Simposio Internacional de Anticuerpos Antifosfolipidos. El SAF se define por los
criterios de Sapporo en criterios clinicos y de laboratorio (4).

Los criterios clinicos se dividen en trombosis vascular y criterios obstétricos.
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Los eventos de trombosis vascular incluyen uno 6 mas episodios de trombosis
venosa O arterial, 6 trombosis de vasos pequenos confirmada por estudios de
imagen 0 histopatologia en cualquier érgano con excepcion de trombosis venosa
superficial.

Se consideran tres condiciones como criterios obstétricos:

1) Una 6 mas muertes inexplicables dentro de las 10 primeras semanas de
gestacion (SDG) con feto con morfologia normal.

2) Uno 6 mas partos prematuros después de la 34® SDG con producto
morfolégicamente normal debido a preeclamsia, eclampsia ¢ insuficiencia
placentaria severa.

3) Tres 6 mas abortos espontaneos inexplicables consecutivos antes de las 10
SDG habiendo excluido como causas anormalidades maternas anatdémicas 6
metabdlicas, asi como paternas.

En los criterios de laboratorio se consideran las siguientes 2 situaciones:

1) Demostrar la presencia de anticuerpos anticardiolipinas IgG 6 IgM presentes
por lo menos en 2 ocasiones con 6 semanas de diferencia, medido por ensayo
enzimatico estandarizado inmunoabsorbente (ELISA) para anticuerpos
anticardiolipina (aCL) dependientes de beta 2 glicoproteina | (B2GPl).

2) Evidenciar la presencia de anticoagulante Iupico (AL) medido en 2 ocasiones
por lo menos con 6 meses de diferencia, demostrando coagulaciéon prolongada
dependiente de fosfolipidos. Esta ultima se realiza demostrando la prolongacion
del tiempo parcial de tromboplastina activada, tiempo de coagulaciéon con kaolina,
tiempo con dilucion de veneno de vibora de Russell, tiempo de protrombina 6
tiempo de texarin. También se requieren las siguientes condiciones: la falta de
correccion del tiempo de coagulacion prolongado cuando se mezcla con plasma
normal repletado de plaquetas; acortamiento 6 correcciéon del tiempo de
coagulacion prolongado con la adicion de exceso de fosfolipido; asi como la
exclusién de otras causas de coagulopatias, como heparina ¢ inhibidor del factor
VII. Para considerar que el SAF se encuentra presente en un individuo por lo

menos debe cumplir un criterio clinico y un criterio de laboratorio (4).
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Existen otras caracteristicas clinicas y de laboratorio que se pueden presentar en
estos pacientes ademas de los criterios de Sapporo. Tales caracteristicas clinicas
son livedo reticularis, trombocitopenia, usualmente de 50 000 a 100 000
plaquetas/mm?®, anemia hemolitica autoinmune, enfermedad valvular cardiaca,
mielopatia y sindromes similares a esclerosis multiple, sindromes neurolégicos no
focales, corea, sindrome de oclusion vascular catastréfico 6 también llamado SAF
catastrofico, hipertension arterial pulmonar y falla renal por microangiopatia
trombdtica. Las caracteristicas de laboratorio y gabinete que también se pueden
encontrar son las siguientes: anticuerpos anticardiolipinas del tipo inmunoglobulina
A, anticuerpos anti f2GPI, anticuerpos anti fosfatidilserina, anti fosfatidilinositol,
anti fosfatidilglicerol, anti fosfatidiletanolamina, proteinuria, pruebas de
hemoaglutinacion para sifilis falsas positivas y lesiones hiperintensas en la fase T2
en resonancia magnética de craneo.

Dadas las multiples manifestaciones clinicas del SAF recintemente se han
revisado los criterios de Sapporo en el 11° Congreso Internacnional de
Anticuerpos Antifosfolipidos en Sydney, Australia (5).

En esta revision, dentro de los criterios clinicos de trombosis vascular se considera
la presencia o ausencia de factores adicionales para trombosis estableciendo los
subgrupos a y b respectivamente en este criterio clinico.

Actualmente, también se incluye en los criterios de laboratorio la determinacion de
anti B2GPI, tanto isotipo 1IgG como IgM, y la determinacion de laboratorio de los
aCL, AL ¢ anti B2GPI se debe realizar a las 12 semanas en vez de 6 semanas de
diferencia.

En estos criterios modificados se establecen 4 tipos de SAF con base en los
criterios de laboratorio cumplidos:

Tipo |: mas de un criterio de laboratorio presente en cualquier combinacion.

Tipo Il a: presencia aislada de AL

Tipo Il b: presencia aislada de aCL

Tipo Il c: presencia aislada de anti B2GPI

En los criterios de Sapporo revisados ademas se consideran las manifestaciones

del SAF mas frecuentes, aun cuando no pueden ser consideradas estrictamente
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para su diagnéstico, tales como, enfermedad valvular cardiaca, livedo reticularis,
trombocitopenia, neuropatia, manifestaciones neurologicas, aCL isotipo IgA, anti
B2GP1 isotipo IgA, anticuerpos anti fosfatidilserina, anticuerpos anti
fosfatidiletanolamina, anticuerpos antiprotrombina aislada, y anticuerpos contra el
complejo fosfatidilserina-protrombina. Estas manifestaciones en particular se
revisaron estableciendo criterios especificos para cada una.

El SAF se puede presentar en forma conjunta a enfermedades autoinmunes
sistémicas tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome
de Sjogren, entre otras, en tal circunstancia se denomina secundario. Cuando no
se encuentra evidencia de otra enfermedad autoinmune sistémica asociada se
denomina como SAF primario (6).

Los pacientes con SAF que también son portadores de lupus eritematoso
sistétmico y los pacientes con SAF primario tienen perfiles clinicos similares
aunque hay algunas diferencias. Las valvulopatias, anemia hemolitica autoinmune,
complemento C4 bajo y neutropenia son mas comunes en los pacientes con SAF
secundario a lupus eritematoso sistémico que en los pacientes con SAF primario.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el lupus existe un contexto mas
amplio de autoinmunidad y por ello no solo participan los anticuerpos
antifosfolipidos en la patéogena del estado procoagulante ya que hay otros
anticuerpos y sistemas alterados dependiendo del grado de afectacion del lupus.
Por estas diferencias clinicas y fisiopatologicas se debe establecer en primer lugar
la interaccion del endotelio y anticuerpos antifosfolipidos considerando SAF
primario, sin asumir que ambos procesos son iguales.

Una de las condiciones mas severas del SAF es el SAF catastrofico. Este se
define como una afectacién sistémica con trombosis en tres o mas dérganos
desarrollandose simultaneamente en un periodo de tiempo menor a una semana
con confirmacion histopatoldgica y presencia de anticuerpos antifosfolopidos que
amenaza la vida (7). La mortalidad de esta variante fluctua alrededor del 45%.
Independientemente del desenlace mortal del SAF catastroéfico, los sobrevivientes
tienen complicaciones dependiendo de los territorios afectados por los eventos

tromboticos y esto repercute en su calidad de vida.
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7.2. TRATAMIENTO DEL SINDROME DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS
El tratamiento del SAF en general estda encaminado a evitar las complicaciones
trombdticas y eliminar los factores de riesgo trombdético que los pacientes ya
tienen. Se recomienda la practica regular de ejercicio, reduccion de peso,
reduccién de niveles de colesterol cuando estos estan por arriba de valores
normales y evitar el tabaquismo para disminuir otros factores de riesgo para
trombofilia aunado a tratamiento anticoagulante (1, 8, 9).

El tratamiento farmacolégico actual del SAF esta dirigido a reducir el riesgo de
eventos tromboembdlicos. La mayoria de estudios clinicos se basan en el uso de
aspirina como profilaxis primaria para trombosis, asi como heparina y aspirina en
combinacion en pacientes embarazadas (1). Si bien la profilaxis secundaria
requiere el empleo de anticoagulacion oral por tiempo indefinido, aun se encuentra
controvertido el valor éptimo de indice de anticoagulacion (INR, international index
ratio). En un estudio reciente en pacientes con SAF se mostr6 que el nivel alto de
anticoagulacion oral definido como INR de 3.0 a 4.0, no era superior en la
prevencion de eventos trombdticos comparados con pacientes con
anticoagulacion de intensidad moderada (INR 0.2-3.0) y sin cambios significativos
en los eventos adversos hemorragicos (8).

El uso de corticoesteroides e inmunomoduladores aun se encuentra con menor
evidencia clinica que apoyen su uso en los pacientes con SAF (8, 9),
especialmente en los pacientes que tienen SAF secundario, ya que generalmente
se enfocan a aliviar los sintomas del proceso reumatoldgico subyacente, pero no
se han mostrado efectos bien comprobados respecto a su eficacia en el proceso
trombatico.

En el SAF también se ha encontrado disminucién en los mecanismos de
regulacion del estrés oxidativo, por lo que se sugiere por algunos autores el uso
de vitaminas, aprovechando sus propiedades antioxidantes como tratamiento
adjunto a estos pacientes (9).

Definitivamente el tratamiento con anticoagulantes orales es necesario en estos
pacientes. Sin embargo, no es totalmente efectivo y sus riesgos son altos, por lo

que se deberan explorar nuevos tratamientos adyuvantes por el momento.
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7.3. ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS

Los anticuerpos antifosfolipidos constituyen un grupo heterogéneo de anticuerpos
circulantes principalmente dirigidos contra componentes de tipo fosfolipido
cargados negativamente. Se dividen en 2 grupos principalmente: los anticuerpos
anticardiolipinas (aCL) y el anticoagulante lupico (AL). Recientemente se ha
agregado como marcador del SAF la determinacién de anticuerpos anti p2GP1,
asi como otros anticuerpos dirigidos contra protrombina, proteina C, proteina S,
activador tisular de plasminégeno, anexina V, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, esfingomielina, trombomodulina, factor Xll, cininégenos de alto y
bajo peso molecular, factor VII/VIlla y componentes del complemento H y C4b.
Clinicamente los pacientes que presentan AL tienen resultados no valorables en
las pruebas de coagulacion ya que interfiere con sus resultados (6), reaccionando
paraddjicamente con los eventos de trombofilia observados en los ensayos
clinicos (10). Los posibles mecanismos que pueden explicar los efectos de los aPL
implican que los aPL pueden unirse en forma cruzada a componentes de las
membranas celulares y producir activacion celular. También pueden alterar las
reacciones hemostaticas dependientes de fosfolipidos mediante la union a la
superficie celular de células inflamatorias y células endoteliales modificando la
expresion de moléculas de adhesion (1, 6, 10, 11) y secrecidon de citocinas
proinflamatorias.

Se propone que a causa de la elevacién persistente de anticuerpos aPL presentes
en los pacientes se puede producir activacion 6 dafio endotelial. El proceso inicia
con la activacién 6 apoptosis de plaquetas, células endoteliales 6 trofoblastos,
cuando se encuentra la molécula de fosfatidilserina cargada negativamente. Asi la
B2GP1 se une a la fosfatidilserina y se inicia la cascada de activacion celular que
permite la expresidon de moléculas de adhesion. La expresion de este tipo de
moléculas favorece la formacion de agregados plaquetarios y desencadena la
trombosis. A nivel placentario, los anticuerpos antifosfolipidos estan dirigidos
contra fosfatidilserina y un anticoagulante placentario natural, la anexina V,
interrumpiendo un mecanismo natural encaminado a proteger al feto de los efectos

protrombdticos de la madre en gestacidn. In vitro se ha comprobado que los
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anticuerpos antifosfolipidos inducen la expresion de moléculas de adhesién y la
consecuente adherencia de leucocitos al endotelio (1, 10, 11).

Otro mecanismo mediante el cual se ha encontrado un papel que sugiere la
asociaciéon entre un fendmeno trombdtico y la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos es la reciente evidencia de una asociacion entre un proceso de
ateroesclerosis acelerada y anticuerpos antifosfolipidos, considerando la
aterosclerosis como un proceso inflamatorio 6 autoinmune. Hasta el momento hay
evidencia de que los aPL tienen actividad cruzada con lipoproteina de baja
densidad (LDL) oxidada y ésta se une por medio de macréfagos, favoreciendo el
proceso de aterosclerosis a nivel de la placa aterosclerosa. Por otro lado, en
modelos con roedores se presenta aterosclerosis acelerada cuando hay
exposicion a la B2GP1.

La paroxonasa es una enzima con actividad antioxidante, se encuentran formando
parte de la lipoproteina de alta densidad (HDL) y actualmente se ha relacionado
disminucién de su actividad en presencia de aPL tanto en pacientes con SAF
secundario a lupus como primario.

En estos pacientes hay IgG anti HDL e IgG anti B2GP1 (10).

En el SAF se propone que también hay un desequilibrio del estrés oxidativo, de tal
manera que la lipoperoxidacion de lipidos, que es un marcador de estrés oxidativo,
se encuentra aumentado (6, 11).

Respecto a la medicién de aPL se pueden expresar en forma semicuantitativa
segun el Simposio Internacional sobre Anticuerpos Antifosfolipidos, considerando
para lgG/IgM como valores positivos bajos (5-15/<6.0), positivos medios (15-80/6-
50), 6 altos positivos (>80/>50unidades), respectivamente.

El concepto de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos seronegativo no existe,
pero por el contrario si se pueden encontrar valores positivos bajos de anticuerpos
antifosfolipidos positivos en poblacion sana hasta en un 2%. Estas personas son
asintomaticas, es decir, sin evidencia clinica de SAF y hasta el momento la
conducta depende de los factores de riesgo asociados a cada paciente. Por lo
general ameritan seguimiento estrecho posterior y profilaxis con aspirina a dosis
bajas (1, 6).
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7.4. MOLECULAS DE ADHESION CELULAR

Desde principios de siglo pasado se observo que al disociar mecanicamente las
células de dos especies diferentes de esponjas marinas, y colocar en medio
liquido una mezcla de ellas, éstas se reunian nuevamente formando las mismas
esponjas originales. Esto demostro que las células de un organismo se reconocen
entre si y tiende a adherirse. Las moléculas responsables de de este fenomeno
son denominadas "Moléculas de Adhesion Celular" (CAM, término anglosajon).
Estas moléculas son un conjunto muy complejo cuyas funciones van mas alla del
simple reconocimiento y adherencia celular, ya que se encuentran involucradas en
procesos fisioldgicos y fisiopatologicos (13).

Las moléculas de adhesion celular son glicoproteinas ubicadas en la superficie
celular, las cuales tienen interacciones especificas célula-célula. Estas
glicoproteinas tienen en un extremo un grupo carboxilo, el llamado carboxi-
terminal, que se encuentra fijjo en el citoplasma y en el cito-esqueleto.
Inmediatamente después del carboxi-terminal se encuentra la region
transmembrana, que atraviesa la membrana celular. El resto de la glicoproteina se
ubica extracelularmente y termina en un grupo amino, el amino-terminal que da la
especificidad a la molécula para unirse a otras moléculas de adhesién. De acuerdo
al numero de cadenas las moléculas de adhesién pueden ser monoméricas,
formadas por una sola cadena glicoproteina, diméricas constituidas por dos
cadenas idénticas y heterodiméricas, en las cuales ambas cadenas son diferentes.
Existen cinco familias estructurales de moléculas de adhesion: cadherinas,
moléculas del supergen de las inmunoglobulinas, integrinas, selectinas, vy
proteoglicanos. La molécula de adhesién celular vascular -1 (VCAM-1) y molécula
de adhesién intercelular-1 (ICAM-1) pertenecen la familia del supergen de
inmunoglobulinas. El tiempo que tarda la expresidon de estas moléculas de
adhesion varia de 12 a 48 horas, ya que se requiere el proceso de sintesis de
proteinas. Se considera que este hecho es parte del proceso de activacion de la

célula endotelial, el cual tiene un papel importante en la fisiopatologia de SAF por
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estar directamente involucradas en los procesos inflamatorios, tromboéticos y

aterosclerosis de esta enfermedad (13).

7.5. ENDOTELIO, MOLECULAS DE ADHESION CELULAR Y ANTICUERPOS
ANTIFOSFOLIPIDOS

Las células endoteliales al recubrir la basta superficie del interior del sistema
cardiovascular en el organismo, se encuentran como interfase inmediata para el
desarrollo de procesos fisiologicos y patoldgicos (14). El endotelio como tal realiza
multiples funciones: esta involucrado en la regulacion de la coagulacién, adhesién
leucocitaria, en la inflamacion, control del tono vascular, de crecimiento de
musculo liso vascular y actua también como una barrera transvascular al flujo de
liquidos y solutos. Lejos de ser un participante pasivo de estos efectos, es un
tejido dinamico, secretando y modulando sustancias vasoactivas, influenciando el
comportamiento de otros tipos celulares y regulando la produccion y composicion
de la matriz extracelular. Asi, las funciones antitrombdticas en la célula endotelial
incluyen la produccién de o6xido nitrico, prostaciclinas, factor activador de
plasminégeno tisular y proteoglicanos similares a heparina, trombomodulina e
inhibidor del factor de activacion tisular (1). En el caso de los pacientes con SAF,
el endotelio tiene un papel importante en la patogenia de la trombofilia (1, 10, 11,
15), no sdélo por alteracion de los mecanismos de hemostasia, si no por su
interaccion en procesos que favorecen la aterosclerosis. En condiciones normales
se ha sugerido que la presencia de B2GPIl en la superficie endotelial tiene un
papel en el transporte de lipoproteinas hacia la célula endotelial. Recientemente
se ha encontrado evidencia de arterosclerosis temprana en los pacientes con SAF
primario, manifestada por engrosamiento de la capa media e intima de las arterias
carotideas (16), es probable que se asocie con enfermedad vascular cerebral. Se
ha encontrado también que algunos aPL son capaces de reaccionar en forma
cruzada con LDL oxidada la cual es importante en el desarrollo de la
aterosclerosis (13, 17, 18). Por otro lado, se ha encontrado que la 2GPIl puede
permitir 6 facilitar la expresién de moléculas de adhesion en la superficie de la

célula endotelial como VCAM-1, ICAM-1 y selectina E, todas proteinas de
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membrana cuya funcion es facilitar la migracion celular de células inflamatorias
hacia capa la intima y media de la estructura vascular en el proceso de la
aterosclerosis (10, 11, 15, 17, 19).

Existen ya modelos animales en los cuales se han desarrollado proteinas capaces
de producir SAF en roedores a partir de la inoculacién de citomegalovirus y la
induccién de anticuerpos antifosfolipidos mediante esta infeccidon (20). Ademas en
modelos in vitro se han documentado efectos patogénicos de aPL en cultivo de
células endoteliales de vena de corddén umbilical humano (HUVEC) manifestados
por la expresion de VCAM-1, ICAM-1 y selectina E detectadas por ELISA y

reportando de 7 a 24% mayor adhesion leucocitaria en dichos cultivos (21).
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8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento actual de SAF se ha enfocado a evitar los eventos de trombosis,
mediante el uso de aspirina y anticoagulantes orales como recursos mas
ampliamente aceptados. Actualmente, existe evidencia de que en el SAF se
presenta aterosclerosis acelerada y que los factores de riesgo tradicionales de
riesgo cardiovascular no son tan precisos para determinar el riesgo de eventos
cardiovasculares en pacientes con enfermedades inmunologicas como lupus
eritematoso sistémico y el mismo SAF. Esto sugiere que en los pacientes con SAF
no solo existe alteraciéon en la hemostasia, si no que también se encuentran
involucrados mecanismos que favorecen la aterosclerosis como un proceso
autoinmunitario. Por ello es importante disponer de modelos preclinicos en donde
se puedan evaluar alternativas farmacolégicas de tratamiento y de esta manera su

uso racional.
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9. JUSTIFICACION

Dado que actualmente se dispone de modelos in vitro con material biolégico
animal 6 bien con un escaso numero de pacientes y que es prioritario explorar
alternativas de tratamiento farmacologico para algunas condiciones clinicas
relacionadas con activacion endotelial como aterosclerosis acelerada y progresion
de valvulopatias, las cuales a pesar de tratamiento anticoagulante no tienen
mejoria, es necesario determinar de manera inicial el efecto de nuevos farmacos a
nivel endotelial.

En este trabajo se propone un modelo in vitro de SAF con células endoteliales
humanas estimuladas con material biolégico humano, tanto de individuos sanos
como pacientes con SAF para evaluar la expresion de moléculas de adhesion y de

esta manera proponer el uso racional de nuevos tratamientos farmacologicos
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10. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto del suero total de pacientes con SAF primario sobre la
expresion de moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 de células endoteliales

humanas en cultivo?
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11. OBJETIVO

Determinar el efecto del suero total de pacientes con SAF primario en la
expresion de VCAM-1 e ICAM1 en células endoteliales humanas en cultivo

monocapa.
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12. HIPOTESIS

El suero de pacientes con SAF primario es capaz de inducir un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales

humanas en cultivo monocapa en comparacion con el suero de individuos sanos.
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13. METODOLOGIA

13.1. CARACTERISTICAS DE LOS LUGARES EN DONDE SE REALIZO EL
ESTUDIO

Esta investigacion se realizd en las instituciones involucradas (INC-IMSS-IPN). El
reclutamiento de los pacientes con SAF se llevdo a cabo en el Servicio de
Reumatologia del INC y de la UMAE La Raza. En el Laboratorio multidisciplinario
de la seccion de Postgrado de la ESM se llevaron a cabo las técnicas de biologia

molecular y cultivo endotelial necesarios para el desarrollo de esta investigacion.

13.2 DISENO
Es un estudio experimental in vitro, transversal, abierto, comparativo con grupo

control.

13.3 POBLACION
o Grupo SAF:
» Los sujetos elegibles fueron hombres 6 mujeres mayores de 18
afos con diagndstico de SAF primario segun los criterios de
Sapporo.
o Grupo Control:
= Donadores de sangre segura mayores de 18 afos pareados por
edad y sexo que aceptaron participar en el estudio como sujetos
del grupo control cuando acudieron a donar sangre después de
ser aceptados para donacidon de acuerdo a la norma oficial

mexicana para donacion de sangre segura.

13.4. CRITERIOS DE SELECCION
o Criterios de Inclusion
= Hombre y mujeres mayores de 18 anos con diagndstico de SAF
de acuerdo a los criterios de Sapporo para el grupo SAF.

» Consentimiento informado por escrito.
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o Criterios de No inclusion
* Procesos infecciosos de menos de 30 dias, al momento de su
inclusion al proyecto.
= Tratamiento concomitante con estatinas, antiacidos, resinas
ligadoras de acidos biliares, ciclosporina, daptomicina, ezetimibe,
fenofibrato, gemfibrozil, lovastatina/niacina, rifampicina.
» Falta de apego a tratamiento anticoagulante si es que lo tienen
considerandose como fuera de rango de anticoagulacién cuando
tenian INR menor a 2 6 bien mayor a 4
= Nivel de anticoagulacion fuera de rangos terapéuticos al
momento de la toma de la muestra sanguinea (INR, menor a 2 6
mayor a 4).
o Criterios de Exclusién

» No aplicaron para este estudio pivote.

13.5. DESCRIPCION DE VARIABLES
13.5.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
= Suero: SAF 6 Control.
= Tipo: cualitativa dicotomica.
= Escala: nominal.
= Valores: SAF o control.
= Descripcion operativa: se estimula HUVEC mediante la incubacion con

suero SAF o suero control.

13.5.2. VARIABLES DEPENDIENTES
= Moléculas de adhesioén: Molécula de adhesién celular vascular -1 (VCAM-1) y
molécula de adhesion intercelular -1 (ICAM-1).
= Tipo: cuantitativa numérica.
= Escala: continua.
= Unidad de Medicion: pixeles por area cuadrada en imagen digitalizada

de acuerdo a nm de fluorescencia.
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Descripcion operativa: se determind por medio de inmunocitoquimica la
fluorescencia de las VCAM-1, ICAM-1.

13.5.3. VARIABLES CONFUSORAS:

=  Evento trombdtico:

Tipo: Cuantitativa numérica.

Escala: discreta.

Unidad de medicion: numero evento por paciente.

Descripcion operativa: se defini6 como el desarrollo de enfermedad
vascular periférica, trombosis venosa ¢ arterial periférica, cardiopatia
isquemica por trombosis de arterias coronarias, enfermedad vascular
cerebral, tromboembolia pulmonar 6 cualquier estado nuevo de
trombosis a cualquier nivel del arbol vascular que se presente durante el
seguimiento del estudio, considerando en el caso de las pacientes

mujeres el numero de abortos.

= Anticuerpos antifosfolipidos:

Tipo: cuantitativa numérica.

Escala: continua.

Unidad de medicion: unidades internacionales.

Descripcidn operativa: fueron expresados semicuantitativamente segun
el Simposio Internacional sobre anticuerpos antifosfolipidos
considerando para IgG/IgM como valores positivos bajos (5-15/<6.0),
positivos medios (15-80/6-50), 6 altos positivos (>80/>50unidades),

respectivamente.

» Nivel de anticoagulacion.

Tipo: cuantitativa numérica.

Escala: continua.

Unidad de medicion: unidades de INR.

Descripcion operativa: se expres6 como el valor numérico de la tasa
ajustada internacional de anticoagulacion (international normalized ratio,
INR).
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= Colesterol, Triglicéridos, HDL, LDL.:
= Tipo: cuantitativa numérica.
= Escala: continua.
= Unidad de medicion: mg/dl.
= Descripcion operativa: definidas por la concentracion sérica de colesterol
total, triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad (HDL), y lipoproteinas
de baja densidad (LDL) de los pacientes al momento de la toma de las

muestras sanguineas.

13.6. DESCRIPCION OPERATIVA GENERAL DEL ESTUDIO

13.6.1. Obtencion del Cultivo Primario

El material bioldgico para cultivo de células endoteliales se obtuvo de cordones
umbilicales de mujeres sanas al momento de parto eutdcico, se extrajo con
técnicas estériles, se colocé en con solucion HANK'S (soluciéon ionicamente
balanceada) para quitar los elementos formes de la sangre. Se disecaron los
vasos del corddén umbilical y se hizo un corte longitudinal sobre la vena, el tejido
por su cara interna el cual fue removido finamente y tratado con una solucion de
colagenasa tipo IA y tipo IV (2mg/ml) durante 40 minutos. El sobrenadante se
utilizé para la el cultivo de células endoteliales. El sobrenadante se coloc6 en
medio de cultivo Dulbecco’s Eagle’s modificado, se centrifugd a 3000 rpm por 10
minutos. En dicho medio se obtuvieron capas celulares las cuales se separan y
lavan cada una 3 veces a través de centrifugacién a 3000 rpm durante 5 minutos y
resuspension. Finalmente las células fueron resuspendidas en medio Dulbecco’s
Eagle’s suplementado con suero fetal bovino al 10%, factor de crecimiento
endotelial (2ml/100ml de medio) y antibidtico/antimicético (2ml/100ml de medio), y
se sembraron en platillos de cultivo cubiertos con fibronectina en el mismo medio
de cultivo pero suplementado con Penicilina(Pen)-Estreptomicina(Strep)-
Anfotericina(Anf). Se colocaron en una estufa con ambiente humedo a 37°C y
concentracion atmosférica de CO; 5% y O, 95%. Las células fueron
caracterizadas por su morfologia clasica en adoquin y por la expresion del factor

de Von Willebran por medio de inmunocitoquimica (22, 23).
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13.6.2. Mantenimiento de la Linea Celular

Para mantenimiento de la linea se utilizé el medio de cultivo Dulbecco’s Eagle’s
suplementado con suero fetal bovino, factor de crecimiento endotelial y Pen-Strep-
Anf que se cambio cada 72 hrs. Las células fueron resembradas con una densidad
de 1x10° y se utilizaron para experimento cuando alcanzaron confluencia. Se
usaron entre los pasajes 4 y 10, periodo durante el cual mantienen sus

caracteristicas fenotipicas endoteliales.

13.6.3. Estimulacién Celular

Antes de realizar el experimento las células se deprivaron del medio de cultivo de
mantenimiento celular, remplazandolo por medio de cultivo que contenia Pen-
Strep-Anfo y 0.2% de suero fetal bovino, con la finalidad de sincronizar las células
en fase Gy del ciclo celular. Al momento de iniciar el experimento se desecho por
decantacion el medio de cultivo, ya que las células poseen adecuada adhesividad
al piso de los platillos. Posteriormente se lavaron las células 3 veces con 250ul de
solucién Krebs-Henseleit con pH de 7.4 a base de HEPES (K-H). Se preincubaron
durante 10 min con 250ul de la misma solucion anterior a 37°C para estabilizar las
células con esta nueva solucion. Después se agregaron 250ul de solucién K-H en
el caso del control, 250ul de suero sano 6 suero de paciente SAF. El tiempo de
estimulaciéon se evaluo a las 24, 48 y 72 horas ya que la expresion de moléculas
de adhesion depende de la sintesis de proteinas que puede requerir de 12 hasta

72 horas para desarrollarse.

13.6.4. Inmunocitoquimica.

Se preparé la camara de incubaciéon colocando 50ul de albumina sérica bovina
1.0% por cubreobjeto, por espacio de 30 minutos y en agitacion. Se realizaron
posteriormente 3 lavados con buffer de fosfatos 0.1M a pH=7.4 con agitacién por
espacio de 5 minutos. Se colocé el anticuerpo primario a una diluciéon 1:100, 50ul
por cubreobjetos por espacio de 1 hora a temperatura ambiente. Después, se

realizaron 3 lavados con buffer de fosfatos 0.1M a pH=7.4 con agitacién por
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espacio de 10 minutos. Posteriormente se colocd el anticuerpo secundario
(fluoresceinado para VCAM-1 y rodaminado para ICAM-1) a una dilucion 1:250,
50ul por cubreobjeto, por espacio de 2 horas a temperatura ambiente y en
oscuridad, después se realizaron nuevamente 3 lavados con buffer de fosfatos
0.1M a pH = 7.4 con agitacion por espacio de 10 minutos. Después, se monto el
portaobjetos. La albumina sérica bovina se disolvié con buffer de fosfatos 0.1M a
pH=7.4. Posteriormente, en un portaobjetos limpio se puso media gota del
protector y conservador de fluorescencia (Vectashield Mounting Medium for
Fluorescente with DAPI), se colocaron dos cubreobjetos por portaobjetos y se
colocaron los cubreobjetos con las células hacia abajo en contacto con la media
gota del protector, se sellaron los cubreobjetos con resina (barniz) y se observaron
en el microscopio de fluorescencia. El Vectashield con PI, delimitd los nucleos

pero fue necesario tener filtros de 535 nm para excitacion y 615 nm de emision.

13.6.5. Datos clinicos y niveles séricos de anticuerpos antifosfolipidos,
lipidos, biometria hematica, quimica sanguinea, pruebas de coagulacién y
pruebas de funcién hepatica.

Los datos clinicos de los pacientes con SAF y de los controles se tomaron por
interrogatorio directo y exploracion fisica inmediatamente antes de la toma
sanguinea. En todos los casos se reviso el expediente clinico para verificar los
valores de laboratorio al momento del diagnéstico.

A los pacientes con SAF se les determind AL, anticuerpos aCL IgG e IgM, y en
caso de ser negativos se les determind anticuerpos anti p2GP1. A todos los
pacientes se les determino velocidad de sedimentacién, proteina C reactiva, factor
reumatoide, anticuerpos antinucleares (ANA), especificidades para anti DNAdc,
SSA, SSB, RNP y Sm, asi como fracciones del complemento, prueba VDRL
(venereal disease research laboratory) C3 y C4 y complemento hemolitico 50%,
biometria hematica con diferencial de formula blanca, tiempo de protrombina,
tiempo parcial de tromboplastina activada, INR, glucosa, creatinina, acido urico,
albumina sérica, transaminasas, bilirruibinas, examen general de orina, depuracion

de creatinina y proteinuria en orina de 24 horas.
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Las determinaciones se llevaron a cabo con equipo Laboratory Instrument -1800
de acuerdo a los estandares de operacion y calidad del Laboratorio Central y del
Laboratorio de Reumatologia de la UMAE La Raza del IMSS asi como del

Laboratorio de Inmunologia del INC.

13.7. METODO DE OBSERVACION
Abierto.

13.8. TAMANO DE LA MUESTRA

Los experimentos de cultivo celular se realizaron por triplicado por cada paciente.
Se considero un numero arbitrario de 10 pacientes por grupo en forma inicial en
este estudio pivote, con reajuste de n de acuerdo a la diferencia de medias. Se
determiné la diferencia de medias de la expresién de moléculas de adhesion, con
base en su desviacion estandar, considerando un poder estadistico del 80% con

valor alfa de 0.05 con la siguiente formula (24):

(Zoa — 2B ) o
n = 2 .

ul —u2
Valor Z de a. = 1.96

Valor Zde 3 =-0.84

Valor ¢ = 20.7 pixeles/area para el caso de VCAM-1 grupo control

u1= 136.3 pixeles/area para grupo SAF

u2= 69.3 pixeles/area paragrupo control

Se consider6o la desviacion estandar observada de mayor magnitud en

pixeles/area. Se sustituyeron los valores de la siguiente forma:

= 1.49670822

(1.96 — (-0.84)) (20.7)~ 2
n= 2
[ 136.3 — 69.3 J

Se calculé por redondeo n = 2 pacientes minimo por grupo, por lo que se

consideraron adecuados los resultados de los ensayos iniciales. Cabe sefialar que
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los estudios previos en donde se ha utilizado HUVEC estimulado por fracciones
IgG de anticuerpos anticardiolipinas y anti B2GPI se llevaron a cabo con n=6 y n=2
pacientes con SAF respectivamente (25, 26), asi como n=10 para el caso del
grupo control en el estudio de anticardiolipinas IgG. En este estudio con base en la
asignacion consecutiva a los grupos se consiguieron 16 pacientes con SAF y 12

controles sanos.

13.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de inmunocitoquimica (pixeles/area) se expresan en promedios *
desviacién estandar (SD). La comparacion entre los grupos de las diferencias de
expresion de moléculas de adhesion se realizo con t de Student. Los datos
clinicos de los pacientes se expresan como porcentajes para las variables
cualitativas nominales y se expresan como promedios + SD para las variables
cuantitativas. Se realiz6 comparacién de variables demograficas y somatométricas
entre los pacientes con SAF y los controles. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando el valor de p fue menor a 0.05 tanto para
los datos de inmunocitoquimica en pixeles/area como para los datos clinicos de

los pacientes y controles.
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14. ASPECTOS ETICOS

Para la obtencion del suero humano se requiri6 de la puncién de una vena
periférica del paciente. Ello se realiz6 s6lo en caso de ser otorgado el
consentimiento informado por escrito del paciente.

El procedimiento riesgoso al cual se expuso el paciente fue la venopuncion de
vena periférica. Esta maniobra confiri6 riesgo minimo al estudio, ya que
potencialmente puede haber discreta afectacion del retorno venoso en caso de
seccionar incidentalmente la vena, o bien hematoma local. Nunca se realizé la
venopuncion si habia datos de diatesis hemorragica por anticoagulacion en caso
de que el paciente se encontrara con tratamiento anticoagulante, ni se hacia
venopuncion si tenia antecedentes de eventos vasculares en dicha extremidad
superior.

Durante el estudio no se presentaron eventos relacionados con la venopuncion.
Este proyecto fue autorizado por los Comités de Etica de las Instituciones

correspondientes.
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15. RESULTADOS

15.1. EFECTO DEL SUERO DE LOS PACIENTES CON SAF PRIMARIO
SOBRE LA EXPRESION DE MOLECULA DE ADHESION VASCULAR-1

La exposicion de las células endoteliales en cultivo monocapa a suero de
pacientes con SAF produjo mayor expresiéon de VCAM-1 en comparacion con los
niveles basales de su produccién cuando sélo fueron estimuladas con suero de
paciente sano.

Las células endoteliales se observaron con mayor intensidad cuando fueron
estimuladas con suero de pacientes con SAF (figura 2) que cuando fueron
estimuladas con suero de individuos sanos (figura 1). Las imagenes digitalizadas
mostraron 69.3 + 14.3 pixeles/area (promedio + desviacién estandar) para las
células expuestas al suero de individuos sanos y mostraron 136.3 + 20.7
pixeles/area para las células expuestas al suero de pacientes con SAF (tabla 1). El
analisis de los datos mostré diferencias estadisticamente significativas con valores

de p<0.001 entre estos dos grupos (grafica 1).

VCAM-1 Control SAF

n 12 16
Promedio 69.3 136.3
Desviaciéon estandar 14.3 20.7
Error estandar 3.98 3.7

IC 95% 60.6-78 128.5-144.0
Minimo-Maximo 47.2-98.8 85.8-174.0

Tabla 1. Efecto del suero control y del suero SAF sobre la expresion de VCAM-1.

La comparacion entre los grupos se realizé con t de Student, p<0.001.
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Figura 1. Imagen representativa de células endoteliales expuestas a suero control
con inmunocitoquimica para VCAM-1.

Figura 2. Imagen representativa de células endoteliales expuestas a suero SAF
con inmunocitoquimica para VCAM-1.
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Grafica 1. Efecto del suero control y SAF en la expresion de VCAM-1 medida por
inmunocitoquimica. Cada barra representa media * error estandar, la comparacion

entre ambos grupos se realizé con prueba t de Student, p< 0.001.
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15.2. EFECTO DEL SUERO DE PACIENTES CON SAF PRIMARIO SOBRE LA
EXPRESION MOLECULA DE ADHESION INTERCERLULAR-1

La exposicion de las células endoteliales en cultivo monocapa a suero de
pacientes con SAF produjo mayor expresion de ICAM-1 en comparaciéon con los
niveles basales de su produccion.

Las células endoteliales se observaron con mayor intensidad cuando fueron
estimuladas con suero de pacientes con SAF (figura 4) que cuando fueron
estimuladas con suero de individuos sanos (figura 3). Las imagenes digitalizadas
mostraron 88 + 12.1 pixeles/area para las células expuestas al suero de individuos
sanos y mostraron 158.7 + 25.2 pixeles/area para las células expuestas al suero
de pacientes con SAF (tabla 2). El andlisis preliminar de los datos mostrd
diferencias estadisticamente significativas con valores de p<0.001 entre estos dos

grupos (grafica 2).

ICAM-1 Control SAF

n 12 16
Promedio 88.0 158.7
Desviacién estandar 121 25.2
Error estandar 6.0 10.25

IC 95% 68.7-107.3 100.6-160.2
Minimo-Maximo 75.5-100.7 75.5-189.0

Tabla 2. Efecto del suero control y del suero SAF sobre la expresién de ICAM-1.

La comparacion entre los grupos se realizé con t de Student, p<0.001.
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Figura 3. Imagen representativa de células endoteliales expuestas a suero control
con inmunocitoquimica para ICAM-1.

Figura 4. Imagen representativa de células endoteliales expuestas a suero SAF
con inmunocitoquimica para ICAM-1.
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Grafica 2. Efecto del suero control y SAF en la expresion de ICAM-1 medida por
inmunocitoquimica. Cada barra representa media + error estandar, la comparacion

entre ambos grupos se realizd con prueba t de Student, p< 0.001.
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15.3. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON SAF Y CONTROLES

Los pacientes con SAF fueron discretamente mayores de edad en relacion a los
pacientes control con alrededor de una década de diferencia de edad. El grupo de
controles presento un mayor porcentaje de pacientes de sexo masculino en
relacion al grupo SAF. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los
controles y los pacientes con SAF respecto a peso, talla, indice de masa corporal,

cintura, cadera, indice cintura cadera (tabla 3).

SAF CONTROLES
VARIABLE n=16 Porcentaje = Promedio SD n=12 Porcentaje = Promedio SD valor p
Sexo femenino 13 81.30% 8 66.70% 0.39
Sexo masculino 3 18.80% 4 33.30% 0.39
Edad 47.81 12.35 38.08 6.8 0.02
Peso 71.83 13.03 75.62 12.76 0.47
Talla 160.07 10.59 163.08 7.39 0.42
IMC 32.98 11.22 35.68 10.92 0.55
Cintura 90.5 7.72 92.5 8.54 0.68
Cadera 99.5 10.08 103.25 5.31 0.34
Indice Cintura/Cadera 0.91 0.05 0.89 0.57 0.6

Tabla 3. Datos demograficos y somatométricos de los pacientes con SAF y los

controles. SD, desviacion estandar.

Los pacientes con SAF tenian alrededor de 10 afios de diagndstico y presentaron
en promedio 3 eventos vasculares trombodticos de los cuales predominaron los
eventos arteriales en relacion a los venosos 2:1 aproximadamente. Con respecto a
los antecedentes gineco-obstétricos, la misma cantidad de numero de gestaciones
apenas sobrepasa el promedio del numero de abortos, y las pérdidas fetales
ocurrieron alrededor de la 162 semana de gestacion.

De las manifestaciones clinicas asociadas a SAF solo los sintomas neurologicos,
valvulopatias y HAP moderada fueron mas frecuentes. Los sintomas neurologicos
reportados en la mayoria de los pacientes fueron cefalea migrafiosa (5/16),

seguida de hemiparesia como secuela de EVC (2/16), y amaurosis fugax por
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neuritis 6ptica retrobulbar (1/16). Las principales valvulopatias encontradas fueron
doble lesién mitral (2/16), insuficiencia mitral (2/16) 6 insuficiencia tricuspidea
(5/16) e insuficiencia aortica (1/16), sbélo un paciente tenia comunicacién
interauricular del tipo ostium secundum. El 25% de los pacientes con SAF no tenia
ninguna enfermedad concomitante, el resto cursaba con por lo menos una
enfermedad concomitante como hipertension arterial sistémica (6/16), diabetes
mellitus (2/16), obesidad mérbida (1/16), hipotiroidismo (3/16) depresidon (3/16),
neuropatia cronica obstructiva (3/16), aterosclerosis carotidea (2/16),
hipertrigliceridemia (2/16), hipoplasia renal derecha (1/16), laberintopatia vascular
(1/16), purpura trombocitopénica (1/16), sindrome quiasmatico por adenoma
hipofisiario (1/16), fibromialgia (2/16), cardiopatia reumatica inactiva (1/16) y
purpura trombocitopénica (1/16). Al momento de la toma sanguinea todos los
pacientes se encontraban en control de sus enfermedades concomitantes (grafica
3). Ningun paciente con SAF presentd corea, uUlceras en la extremidades ni SAF
catastrofico (tabla 4).

El 93.8% se encontraba anticoagulado con acenocumarina, sélo una paciente con
manifestaciones puramente obstétricas se encontraba en vigilancia con
tratamiento a base de aspirina, el resto de los pacientes anticoagulados tenian
INR de 2,74 + 0.56. Las muestras sanguineas se tomaron antes de la dosis
siguiente de sus tratamientos médicos (grafica 4). A los pacientes con depresion
se les habia suspendido por remisién su tratamiento antidepresivo al momento de
tomar la muestra sanguinea. Ademas, uno de los pacientes con neumopatia
cronica obstructiva utilizaba fluticasona inhalada y el paciente con purpura
trombocitopénica habia utilizado esteroides via oral y azatioprina, estos

tratamientos se habian suspendido varias semanas antes por mejoria.
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SAF

VARIABLE n=16 Porcentaje Promedio SD
Eventos vasculares totales 3.07 1.94
Eventos vasculares arteriales 2.36 1.68
Eventos vasculares venosos 1.54 1
Gestaciones 2.6 1.22
Abortos 2.2 1.09
Semanas de gestacion de producto 16 4.8
Preeclampsia 1.25 0.5
Afos de diagnostico 10.4 3.7
Livedo 3 18.80%

Valvulopatia 6 37.50%

Otras cardiopatias 1 6.30%

Hipertension arterial pulmonar 6 37.50%

Presion sistolica de la arteria pulmonar 45.83 12.82
Sintomas neurologicos 7 43.80%

Corea 0 0%

Ulceras en extremidades 0 0%

SAF catastrofico 0 0%

Anticardiolipina IgG 15 93.80%

Anticardiolipina IgM 3 18.80%

Anticoagulante ludico 1 6.30%

Anti B2GPI 1 6.30%

VDRL falso positivo 4 25%

ANA positivos 3 18.80%

C3 113.96 20.44
C4 16.82 5.11
Complemento hemolitico 50% 160 113
Velocidad de sedimentacion globular 19.8 12.57
Proteina C reactiva 0.42 0.32
INR 2.74 0.56
Tiempo de protrombina 29.7 10.9
Tiempo parcial de tromboplastina activada 65.58 334
Colesterol total 196 39.64
Colesterol HDL 43.2 6.61
Colesterol LDL 130.4 32.5
Triglicéridos 178.85 83.88
Hemoglobina 14.98 1.48
Hematocrito 43.37 4.62
Leucocitos 6439 1759
Linfocitos 1809 440
Neutrofilos 3866 1171
Monocitos 378 56
Eosinofilos 211 108
Basofilos 5.7 1.4
Bandas y formas inmaduras 0 0
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Plaquetas 226000 91138
Glucosa 93 31
Creatinina 0.82 0.22
Acido trico 5.54 1.8
Depuracion de creatinina 87.77 25.52
Proteinuria 182.2 8.6
Albumina sérica 4.16 0.4
Transaminasa glutdmico oxalacética 22.12 3.9
Transaminasa glutamico pirtivica 22.61 11.9
Bilirrubina total 0.45 0.09
Bilirrubina directa 0.15 0.02
Bilirrubina indirecta 0.29 0.09
221 164

Deshidrogenada lactica

Examen general de orina normal

16

100%

Tabla 4. Datos clinicos y de laboratorio de los pacientes con SAF. Los datos se

expresan como n y porcentaje para las variables cualitativas nominales y se

expresan en promedio + desviacion estandar (SD) para las variables cuantitativas.
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Grafica 3. Comorbilidad de los pacientes con SAF.
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Grafica 4. Tratamiento médico en los pacientes con SAF.
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16. DISCUSION

Los mecanismos patogénicos propuestos de los anticuerpos antifosfolipidos se
basan en el hecho de la activacion endotelial que favorece un fenotipo
protrombdético y de aterosclerosis acelerada.

Nuestros resultados corroboran el hecho de que los anticuerpos antifosfolipidos
tienden a aumentar la expresion de moléculas de adhesion como uno de sus
mecanismos patogénicos, asi como estudios previos in vivo e in vitro (20, 21, 25,
26).

Asi, el endotelio se encuentra activado persistentemente en los pacientes con
SAF, sin traducir estrictamente un proceso inflamatorio agudo como en el caso de
las vasculitis con infiltrado inflamatorio, pero si favoreciendo aterosclerosis y
trombosis mediante la perpetuacidon de un fenotipo trombédtico y activacion
endotelial. Este conocimiento nos permite comprender mas porque los pacientes
con SAF y probablemente otras enfermedades inmunoldgicas tienen procesos de
aterosclerosis acelerada (11), y por ello los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales de Framingham no alcanzan a estimar adecuadamente el riesgo de
eventos cardiovasculares en estos pacientes.

Actualmente el tratamiento médico del SAF se encuentra sélo enfocado al estado
protrombdtico de esta enfermedad. Sin embargo, no debemos dejar de considerar
la evidencia actual acerca de los procesos de aterosclerosis acelerada que estos
pacientes tienen, tomando en cuenta también que en si misma la aterosclerosis
puede ser un proceso altamente relacionado con otros procesos inflamatorios
(11,13).

Por ello es importante determinar inicialmente en modelos in vitro si algunas
alternativas de tratamiento farmacolégico pueden ofrecer otros beneficios al
tratamiento actual de los pacientes con SAF. Sobre todo ya que actualmente sélo
se les maneja en general con anticoagulantes orales y esto tiene un alto riesgo de
hemorragias (9). Asi, basados en el hecho de que los anticuerpos antifosfolipidos
pueden activar a la célula endotelial proponemos este modelo in vitro, simple, en

el cual se pueden ensayar de manera inicial el tratamiento farmacologico del SAF.
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La principal ventaja operativa de este modelo sencillo es que no necesita de la
purificacion de los anticuerpos antifosfolipidos del suero de los pacientes, ya que
se utiliza suero total, tanto de los pacientes como de los sujetos control. Es
importante recalcar que en este trabajo ademas de confirmar conocimientos
previos respecto a los mecanismos patogénicos de los anticuerpos
antifosfolipidos, el principal objetivo es ver si realmente hay activacion endotelial
por el mismo suero total de los pacientes, sin ninguna extraccion de sus
componentes, y de esta manera proponer un modelo simple para evaluar otras
alternativas de tratamiento farmacoldgico.

Otra ventaja es la naturaleza misma de ser un modelo in vitro ya que no hay
riesgos a los cuales se expongan los pacientes salvo la puncidon venosa, que en
este estudio no se presentd ninguna complicacion.

Otra de las ventajas es que se puede predecir con una base racional el uso de
ciertos farmacos. Para ilustrar este rubro, hay que considerar por ejemplo que no
todos los medicamentos son iguales, aunque pertenezcan a un mismo grupo de
farmacos. Actualmente las estatinas son un grupo de medicamentos inhibidores
de la hidroximetilglutaril coenzima A, enzima limitante de la sintesis de colesterol.
Recientemente se ha encontrado evidencia de que las estatinas poseen varios
efectos pleiotrépicos, los cuales podrian ser benéficos en el tratamiento de los
pacientes con SAF (27). Sin embargo, se ha encontrado incluso que un mismo
medicamento a la misma concentracion en el mismo modelo in vitro tuvo efectos
contrarios en la expresion de moléculas de adhesidon; se encontrd que la
fluvastatina 5uM disminuye la expresiéon de E-selectina e ICAM-1 en HUVEC
estimulado por fracciones IgG de pacientes con anticuerpos anti-p2GPI (26), y por
el contrario aumenta la expresion de VCAM-1, E-selectina, factor tisular y proteina
quimioatractante de monocitos -1 cuando HUVEC es estimulado con fracciones
IgG de pacientes con anticuerpos anticardiolipinas y anti B2GPI (25). Es por esto,
que se debe tener en cuenta una forma inicial de ensayo farmacologico en SAF
sin asumir que el comportamiento sera similar en todos los casos, ya que por si
mismo el contexto clinico del SAF es sumamente amplio. En este modelo tratamos

de minimizar el efecto de las multiples variables clinicas que se pueden atribuir a
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los procesos de los pacientes con SAF secundario por lo que sdlo se consideraron
pacientes con SAF primario.

Por otro lado el hecho de utilizar material biolégico humano para su realizacion,
disminuye los errores de inferencias a partir de modelos animales.

Ademas desde el punto de vista de costos tiene la ventaja de utilizar una
evaluacion mediante imagenes digitalizadas que desde el punto de vista
economico es menos costoso que otras técnicas cuantitativas biomoleculares.

No obstante, las misma ventajas de este modelo también le confieren per se sus
limitantes. Los modelos in vitro no evaluan en un sentido integral la respuesta de
un ser vivo total aunque se intentd minimizar con el uso del suero total. También
hay que considerar que la evaluacidén mediante pixeles por area es una medicidon
semicuantitativa y se requieren técnicas como Western blot y/o reaccion en
cadena de polimerasa de transcriptasa reversa (RT-PCR) para confirmar la
expresion cuantitativa de moléculas de adhesion.

A pesar de las limitantes que puede tener este modelo consideramos que es de
gran utilidad para estudiar otras alternativas de tratamiento en los pacientes con
SAF.

Por el momento, aun se encuentra pendiente la fase de experimentacion con
algunos farmacos pero el establecer los valores iniciales de expresion de
moléculas de adhesidén es importante plataforma para continuar el estudio del
papel de esos medicamentos en el tratamiento del SAF.

Una de las limitantes mas importante de este modelo es la gran variabilidad de las
manifestaciones clinicas de los pacientes, los cuales tienen por lo menos
diferencias significativas respecto a la edad y la distribucion de los pacientes por
sexo. Recientemente se ha corroborado que el sexo de los pacientes con SAF
primario puede tener algunas diferencias clinicas (28) por lo que sera conveniente
igualar la distribucion por sexo en futuras investigaciones. Otra de las limitantes de
este modelo esta también relacionada con el amplio espectro de manifestaciones
clinicas que los pacientes tiene en relacion a los sujetos control, ya que estos
ultimos son donadores sanos de acuerdo a la norma oficial mexicana para

donacion de sangre segura (29) que excluye algunas enfermedades
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concomitantes en los pacientes con SAF. Cabe mencionar que al disefo de este

estudio escapa el objetivo de correlacion con variables clinicas de los pacientes

con SAF ya que se trata de un modelo in vitro como exploracion inicial de

farmacos con potencias beneficio en esta enfermedad. No obstante esta ultima

limitante también aporta una ventaja, ya que en la realidad de la practica clinica

reumatologica, los pacientes con SAF se presentan de esa forma, con una gran

gama de manifestaciones. Por ello se amplio la muestra de los pacientes con SAF

de tal manera que por lo menos la mayoria de las manifestaciones se tuvieran en

el grupo de SAF en dos ocasiones de acuerdo al numero de muestra calculado

para la expresion de moléculas de adhesion en pixeles/area.

Tabla 5. Ventajas y desventajas de este modelo in vitro de SAF.

Ventaja

Desventaja

No

anticuerpos

requiere de la purificacion de

No todos los pacientes tienen el mismo

contexto clinico

Modelo in vitro que no confiere ningun

resgo a los pacientes salvo Ia

venopuncion

Utiliza productos bioldgicos humanos
completamente. Por ello mas valido que

los modelos in vivo animales.

Es evento in vitro, sbélo se puede
suponer una aproximaciéon a lo que
puede suceder en el ser humano sin el
holistico  del

efecto organismo

completo.

La medicién de pixeles/area es simple y

econdmica en relacion a técnicas

cuantitativas.

La mediacion de pixeles en una técnica

semicuatitativa sin  que se haya

valorado en este modelo su correlacion

con técnicas cuantitativas.

58




17. CONCLUSIONES

El suero de pacientes con SAF primario aumenta la expresion de moléculas de
adhesion tanto VCAM-1 como ICAM-1 en endotelio vascular de cordon umbilical

en cultivo monocapa.

Proponemos un modelo simple con el suero de pacientes con SAF primario y
HUVEC in vitro en el cual se puede corroborar de manera semicuantitativa la

expresion de moléculas de adhesion.
Este modelo in vitro permitira explorar el impacto de varias modalidades de

tratamiento sobre la expresion de moléculas de adhesion involucradas en la

activacion endotelial.
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18. GLOSARIO

Anticuerpos anticardiolipina

Anticoagulante ludico

Anfotericina

Anticuerpos antifosfolipidos

Beta 2 glicoproteina |

Ensayo enzimatico estandarizado inmunoabsorbente
Escuela Superior de Medicina

Solucién de Hank

Lipoproteina de alta densidad

Células endoteliales de vena de cordén umbilical humano
Molécula de adhesion intercelular -1

Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Instituto Nacional del Seguro Social

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
Internacional Index Ratio

Instituto Politécnico Nacional

Lipoproteinas de baja densidad

Penicilina

Revoluciones por minuto

Reaccidn en cadena de polimerasa de transcriptasa reversa
Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

Desviacion estandar

Estreptomicina

Unidad Médica de Alta Especialidad

Molécula de adhesion celular vascular -1
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