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PRESENTACION

La hemostasia es el equilibrio fisioldgico de un conjun-
to de procesos procoagulantes que tienen como fina-
lidad evitar la pérdida de sangre ante la disrupciéon del
circuito vascular, al cual se acoplan procesos anticoa-
gulantes que simultdneamente previenen la formaciéon
o estabilizacion inusitada de codgulos que impidan el
flujo sanguineo normal. Existen diferentes trastornos
que se asocian a la ruptura del equilibrio hemostatico,
entre ellos destaca el sindrome antifosfolipido (SAF),
enfermedad autoinmune que clésicamente se ha rela-
cionado con un estado procoagulante, solo 0 en con-
junto con episodios de morbilidad gestacional. Dife-
rentes autores han realizado esfuerzos para entender la
relacion entre inmunidad y coagulacion, logrando ex-
plicar tentativamente por multiples mecanismos cmo
los anticuerpos antifosfolipidos (aAFL), causa directa
del SAE conducen al desarrollo de trombosis vascular.
Dentro de estos mecanismos la activacién directa del
endotelio, y asociado a ello, la liberacion de vesiculas
extracelulares (VE), ha sido un foco de interés reciente.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El SAF es una enfermedad autoinmune que se caracte-
riza por la presencia persistente de aAFL, acompanado
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por la ocurrencia de al menos una manifestacion cli-
nica clésica, es decir, trombosis vascular o morbilidad
gestacional. Aunque resulta claro que los aAFL cons-
tituyen el factor causal de ambos tipos de manifesta-
ciones clinicas clésicas, algunos autores han planteado
que las presentaciones vascular y obstétrica de la en-
fermedad podrian obedecer a mecanismos patogéni-
cos independientes, observacién basada en el efecto
diferencial de algunos autoanticuerpos in vitro. Uno
de los mecanismos que podria ayudar a entender la
diferencia entre las manifestaciones clinicas del SAF, es
la capacidad de algunos aAFL para inducir en el endo-
telio la liberacion de microparticulas. Las microparti-
culas son fragmentos de bicapa lipidica a través de las
cuales las células intercambian diferentes moléculas.
A pesar de su valor fisioldgico como mensajeros, estas
vesiculas constituyen un mecanismo procoagulante
directo en la medida que aumentan la superficie total
de fosfolipidos anidnicos, y cargan en su membrana la
glicoproteina factor tisular. Por este motivo, tentativas
diferencias en la produccién y el potencial procoagu-
lante de las microparticulas liberadas a causa del esti-
mulo por aAFL (variables estrechamente relacionadas
con las vias de sefializacion implicadas en su produc-
cién), podrian explicar la divergencia entre los diferen-
tes cuadros clinicos del SAE

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de las proteinas p38MAPK y MEK1/2,
en la produccién y en el caracter procoagulante de
vesiculas extracelulares endoteliales, inducidas por
anticuerpos antifosfolipidos de pacientes con diferen-
tes manifestaciones clinicas del SAF

METODOLOGIA

Se plantea un modelo in vitro de SAF basado en célu-
las endoteliales de vena de cordén umbilical humano
(HUVEC), estimuladas con las IgG de pacientes con di-
ferentes manifestaciones clinicas del SAF En algunos
casos se realizaré pretratamiento de las células con los
inhibidores SB203580 (para p38MAPK) y U0126 (para
MEK1/2). Las VE producidas bajo cada una de las con-
diciones serdn recolectadas del sobrenadante, aisla-
das por centrifugacion, y finalmente, cuantificadas y
caracterizadas por medio de citometria de flujo, en
tamano y expresién de CD31 y fosfatidil serina. EI po-
tencial procoagulante de estas vesiculas serd determi-
nado mediante un ensayo de plasma humano normal
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recalcificado. EI tiempo de retraso, el potencial de
coagulacion global, y el ratio maximo de coagulacién
seran calculados y comparados entre poblaciones de
vesiculas. Para confirmar el efecto de los inhibidores
sobre los fendmenos estudiados, la fosforilacion de
p38MAPK serd determinada por medio de citometria
fosfo-especifica. Finalmente, se determinard el efecto
de las moléculas de aspirina, heparina e hidroxicloro-
quina (farmacos usados en el manejo del SAF), en los
fendmenos de estudio.

RESULTADOS PRELIMINARES

Durante las etapas iniciales de este proyecto se ha de-
mostrado el funcionamiento de los protocolos estan-
darizados para el aislamiento y lectura de VE por ci-
tometria de flujo, y la medida del potencial global de
coagulacion en plasma recalcificado. Posteriormente,
mediante el uso de la IgG purificada de una pacien-
te con SAE cuyo efecto ha sido demostrado en otros
sistemas, se logrd determinar que los aAFL tienen un
efecto positivo sobre el potencial procoagulante de la
fraccién del sobrenadante correspondiente a las VE.
Este efecto es notorio desde una hora de estimulo. Al
realizar la sustraccion del potencial global de coagu-
lacién atribuible a la acumulacién basal de VE en el
sobrenadante, y comparar el efecto de los aAFL con
el producido por la IgG de suero humano normal, se
observa que, con el paso de las horas, la resolucién
del efecto procoagulante de los aAFL decae. Esto nos
permite concluir que los aAFL a una concentracion
de 250 ug/mL, y en un tiempo no mayor a 2 horas,
inducen en las células endoteliales un incremento en
la produccién de VE, un incremento en el potencial
procoagulante de las VE, o ambos fendmenos simul-
tdneamente. Horas después, debido a la produccién
basal de VE, y probablemente a la recaptacion y acla-
ramiento de las vesiculas en el sobrenadante, el efec-
to de los aAFL se vuelve difuso.
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