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1. Resumen 

 

Introducción: Estudios previos han demostrado que múltiples 

mecanismos pueden conducir al desarrollo de trombosis y aterosclerosis 

en pacientes con SAF, incluyendo el efecto sinérgico de autoanticuerpos y 

moléculas protrombóticas, receptores de adhesión, mediadores 

inflamatorios y diversas moléculas de señalización intracelular. Asimismo, 

en los últimos años se han producido importantes avances en la 

comprensión de las bases moleculares de la aterotrombosis en el SAF.  

No obstante, aún se desconoce la relación entre los cambios ocurridos en 

los perfiles transcriptómicas de los monocitos de pacientes SAF, la 

presencia/títulos de autoanticuerpos y las manifestaciones clínicas. 

El análisis integrado a nivel transcriptómico entre la expresión génica 

(mRNA) y sus reguladores negativos, los microRNAs (miRNAs), podría 

identificar nuevas redes de interacción moleculares subyacentes al 

desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) en pacientes con SAF que 

contribuya al desarrollo de nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas 

futuras. 
 

Objetivo: Caracterizar fenotipos clínicos distintivos en pacientes con 

síndrome antifosfolípido (SAF) mediante el análisis integrado en plasma y 

monocitos de perfiles transcriptómicos e inflamatorios.  
 

Pacientes y Métodos: Monocitos de sangre periférica de 40 pacientes SAF 

y 40 donantes sanos (DS) se purificaron mediante selección 

inmunomagnética negativa. El análisis del transcriptoma y el miRNoma a 

partir de ARN total se realizó utilizando las plataformas Agilent G4112F y 

nCounter (Nanostring) respectivamente. Mediante el software IPA se 

realizó un análisis integrado entre los miRNAS y genes diferencialmente 
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expresados que presentaban complementariedad en su secuencia como 

potenciales dianas. La red de interacción RNAm-miRNA identificada se 

analizó en una cohorte paralela de pacientes trombóticos no 

autoinmunes. Se evaluaron perfiles inflamatorios y CV en plasma 

mediante ensayos multiplex; la fosforilación de proteínas intracelulares se 

analizó mediante array PathScan. En paralelo se realizó un estudio 

clínico/analítico exhaustivo.  In vitro, monocitos de DS se incubaron con  

AAF-IgG purificados y se evaluó su efecto sobre la expresión de 

genes/microARNs alterados. 

 

Resultados: El análisis de microarrays en monocitos SAF identificó 547 

genes diferencialmente expresados, implicados en trastornos 

inflamatorios, cardiovasculares (CV) y reproductivos, así como en 

patología renal y dermatológica. Análisis paralelos de activación de rutas 

intracelulares mostraron fosforilación de quinasas asociadas a trombosis 

e inflamación. El estudio del miRNoma reveló la expresión alterada de 22 

microARNs, implicados en vías moleculares relacionadas con respuesta 

inmune y enfermedad cardiovascular (ECV). La integración molecular del 

transcriptoma y el miRNoma identificó una firma de 9 microARNs como 

moduladores potenciales de 17 genes. Dicha firma molecular se mostró 

estable en el tiempo y distinta de la identificada en una cohorte de 

pacientes trombóticos no autoinmunes. Estudios de transfección y 

ensayos de luciferasa establecieron la interrelación entre microARNs y sus 

genes diana, así como su implicación en la regulación de la actividad 

procoagulante y la adhesión celular en monocitos. Los estudios in vitro 

demostraron la modulación por AAF-IgG en monocitos de varios genes y 

microARNs, los cuales mediaron los efectos de dichos autoanticuerpos 

sobre la función endotelial.  
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La firma molecular identificada permitió la clasificación no supervisada de 

los pacientes SAF en 3 clústeres con perfiles clínicos distintivos. Así, en el 

clúster 1 se encontraban los pacientes con mayor alteración de la firma de 

genes y miRNAs identificados y mostraban una mayor incidencia de 

factores de riesgo CV, presencia de placas de ateroma y prevalencia de 

autoanticuerpos. Por el contrario, el clúster 3 englobaba a los pacientes 

con menor alteración de la firma molecular, caracterizados por una 

reducida prevalencia de factores de riesgo CV, menor incidencia de placas 

de ateroma y baja positividad para AAF. El clúster 2 caracterizaba a un 

grupo de pacientes con alteración clínico-molecular intermedia. Los 

citados perfiles se observaron asimismo paralelos a la presencia de 

patrones específicos de expresión de mediadores inflamatorios y CV en 

plasma. 
 

Conclusiones: En su conjunto, el presente estudio demuestra que el 

análisis del perfil molecular obtenido con tecnologías de alto rendimiento 

y herramientas bioinformáticas avanzadas, en combinación con una 

caracterización clínica exhaustiva, constituye una aproximación 

experimental que permite identificar fenotipos clínicos relevantes 

distintivos, lo que podría favorecer en el futuro un manejo más 

personalizado de estos pacientes. 

 
 
 
 





 

 

 
INTRODUCCIÓN 
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2. Introducción  

 
2.1 Síndrome Antifosfolípido. Criterios diagnósticos y fisiopatología de 

la enfermedad. 

 
El síndrome antifosfolípido (SAF) es una enfermedad autoinmune 

multisistémica caracterizada por un estado de hipercoagulabilidad, 

involucrando tanto a vasos arteriales como venosos, y/o morbilidad 

obstétrica, acompañado de la presencia persistente de anticuerpos 

antifosfolípidos (AAF) en los que se engloban el anticoagulante lúpico (AL) 

los anticuerpos anti-cardiolipina (aCL), y los anticuerpos anti-beta2-

glicoproteína I (anti-ß2GPI). 
 

En diversas situaciones clínicas como algunas infecciones, neoplasias 

malignas e incluso por inducción de fármacos también pueden 

encontrarse AAF, aunque en estos casos los anticuerpos suelen ser 

transitorios, con títulos bajos y sin una clara asociación con las 

manifestaciones clínicas del SAF. 
 

El síndrome antifosfolípido se define como primario cuando no hay 

evidencia de enfermedad autoinmune, o secundario cuando está 

vinculado a otros procesos autoinmunes, principalmente el lupus 

eritematoso sistémico (LES)1. 
 

El SAF primario afecta predominantemente a adultos jóvenes de ambos 

sexos con una mediana de edad de 40 años, aunque se desarrolla 

principalmente en mujeres (ratio 5:1).  Se estima que la prevalencia de 

SAF en la población general es de 40 a 50 por 100.0002. 
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2.1.1 Criterios diagnósticos 

 
Los criterios de diagnóstico iniciales, conocidos como criterios de Sapporo, 

se publicaron en 1999 y se actualizaron en 2006. Dichos criterios 

requieren que se cumplan al menos un criterio clínico y un criterio de 

laboratorio3. 

 
 
2.1.1.1 Criterios clínicos 

 
Debe confirmarse uno de los siguientes hallazgos clínicos para el 

diagnóstico de SAF: 

 

Trombosis vascular 

Uno o más eventos de trombosis arterial, venosa o de vasos pequeños de 

cualquier órgano. La trombosis debe confirmarse objetivamente con 

imágenes o análisis histopatológicos adecuados. La trombosis debe estar 

presente sin inflamación significativa de la pared del vaso. Un episodio 

trombótico en el pasado puede incluirse como criterio, siempre que haya 

sido debidamente confirmado por medios diagnósticos apropiados y no 

haya otra causa de trombosis.  
 

Morbilidad del embarazo 

- Una o más muertes fetales inexplicables de fetos 

morfológicamente normales (morfología fetal normal confirmada 

por ecografía o examen directo) a las 10 semanas de gestación o 

más. 
 

-  Uno o más nacimientos prematuros de recién nacidos 

morfológicamente normales antes de la semana 34 de gestación. 
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La prematuridad debe ser secundaria a eclampsia, preeclampsia 

grave o insuficiencia placentaria. 
 

- Tres o más abortos espontáneos consecutivos antes de la décima 

semana de gestación tras descartar cualquier anomalía anatómica 

u hormonal en las causas cromosómicas de la madre y de los 

padres. 
 

 

2.1.1.2 Criterios de laboratorio: 

Se debe confirmar uno de los siguientes hallazgos de laboratorio para el 

diagnóstico de SAF. 
 

- Detección de anticoagulante lúpico en plasma en dos o más 

ocasiones, con doce o más semanas de diferencia, según las 

directrices publicadas por la Sociedad Internacional de 

Trombosis y Hemostasia (ISTH). 
 

- Detección de anticuerpos anticardiolipina IgG o IgM en suero o 

plasma en títulos moderados a altos (más de 40 GPL o más del 

percentil 99) medidos por ELISA estándar en dos o más 

ocasiones, con doce o más semanas de diferencia. 
 

- Detección de anticuerpos IgG o IgM anti-beta-2-glicoproteína I 

en suero o plasma en títulos moderados a altos (por encima del 

percentil 99) medidos por ELISA estándar, en dos o más 

ocasiones, con doce o más semanas de diferencia. 
 

 

En la tabla adjunta se detallan dichos criterios. 
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Tabla 1. Criterios diagnósticos de SAF. Adapted from Miyakis et al. J Thromb Haemost. 
2006;4:295–3061 (Shruti Chaturvedi, M.D and Keith R McCrae, M. Diagnosis and 
management of the antiphospholipid syndrome. Blood Rev 2017) 
 

 

2.1.2 Fisiopatología del Síndrome Antifosfolípido 

Las características clínicas del SAF varían significativamente entre 

pacientes, desde formas leves como sería el hallazgo de AAF en pacientes 

asintomáticos hasta formas  graves con una morbimortalidad muy elevada 

como ocurre en el SAF catastrófico4. 



  

8  

La trombosis arterial y/o venosa y las complicaciones relacionadas con el 

embarazo son las características distintivas de la enfermedad. Sin 

embargo, pueden añadirse otras manifestaciones clínicas frecuentes no 

incluidas en la actualidad como criterio diagnóstico5. 

 

2.1.2.1 Trombosis vascular 

 
La trombosis venosa es más frecuente que la trombosis arterial, siendo la 

trombosis venosa profunda de las extremidades inferiores3 la afectación 

venosa más común (descritas hasta en un 20-30% de los pacientes con 

SAF). Otras localizaciones de trombosis venosa incluyen al territorio renal, 

pulmonar, hepático, portal, axilar, subclavio, ocular y cerebral, así como la 

vena cava inferior. También puede ocurrir trombosis venosa superficial 

con menor frecuencia.  
 

La localización más común de trombosis arterial es la circulación arterial 

cerebral4, generalmente en forma de accidente cerebrovascular o 

accidente isquémico transitorio. También pueden producirse oclusiones 

en arterias retiniana, coronaria, renal y mesentérica, entre otras. 

 La aparición de compromiso neurológico y/o cardiaco en pacientes 

jóvenes sin otros factores de riesgo cardiovascular debe hacer sospechar 

SAF.  

 
 
2.1.2.2 Morbilidad del embarazo 

 
Además de los eventos trombóticos, las complicaciones del embarazo son 

el otro sello distintivo del SAF. Estas complicaciones incluyen muerte fetal 

después de las 10 semanas de gestación, parto prematuro debido a 
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preeclampsia severa o insuficiencia placentaria, o abortos recurrentes 

precoces (<10 semanas de gestación). Los defectos genéticos y 

cromosómicos constituyen una causa común de aborto precoz en 

población general, y aunque es un criterio sensible, es menos específico 

para SAF. 
 

La presencia de triple positividad para AAF (AL, aCL y anti-b2GPI), pérdidas 

de embarazo previas, antecedentes de trombosis y presencia 

concomitante de LES, son factores de riesgo de resultados adversos 

relacionados con el embarazo y pérdidas fetales en SAF. Otras 

complicaciones obstétricas incluyen preeclampsia, sufrimiento fetal, 

parto prematuro, retraso del crecimiento intrauterino, insuficiencia 

placentaria, desprendimiento de placenta y síndrome HELLP 

(complicación obstétrica caracterizada por la presencia de hemólisis, 

elevación de enzimas hepáticas y plaquetopenia) 1-4. 

 

 

2.1.2.3 Manifestaciones clínicas no incluidas en los criterios diagnósticos 

de SAF 

 
Existe un conjunto de manifestaciones clínicas además de los eventos 

trombóticos y de la morbilidad obstétrica que, siendo frecuentes y 

estando relacionados con la presencia de AAF, no se han incluido en la 

actualidad como criterios diagnósticos para SAF. Destacan la presencia de 

livedo reticularis, valvulopatía cardiaca, epilepsia, microangiopatía renal y 

trombocitopenia entre otras. En la tabla adjunta se detallan las 

manifestaciones más frecuentes6 
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Tabla 2. Principales manifestaciones clínicas del síndrome antifosfolípido no incluidas 
en los criterios revisados de clasificación de Sapporo (David Garcia, Doruk Erkan. 
Diagnosis and Management of the Antiphospholipid Syndrome. N Engl J Med 2018 May 
24;378(21):2010-2021). 
 

 

2.1.2.4 Síndrome Antifosfolípido catastrófico 

 
El SAF catastrófico (SAFC) es una complicación clínica poco frecuente en 

el SAF, ya que afecta a menos del 1% de los pacientes, pero puede 

desencadenar un fallo multiorgánico con una elevada mortalidad. Los 

criterios preliminares para la clasificación de SAFC se publicaron en 20037. 
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Se caracteriza por trombosis en múltiples órganos en un corto espacio de 

tiempo, siendo las arterias pequeñas y medianas las más frecuentemente 

afectadas.  La mayoría de los pacientes tienen afectación multiorgánica (y 

a menudo insuficiencia multiorgánica) en el momento de la presentación. 

Casi todos los órganos pueden verse afectados, variando de este modo la 

presentación clínica. La afectación renal es la más frecuente, seguida de 

afectación cerebral, pulmonar, cardiaca y cutanea8. 

 

 

2.1.3 Anticuerpos Antifosfolípido 

 
Los anticuerpos antifosfolípidos (AAF) representan un grupo heterogéneo 

de inmunoglobulinas que pueden ser de isotipos IgA, IgM o IgG, dirigidos 

contra componentes fosfolipídicos de la membrana celular.  
 

Existen diferentes fosfolípidos frente a los que actúan los AAF, entre los 

cuales algunos han demostrado ser muy relevantes en la patogenia de los 

fenómenos trombóticos, tales como la cardiolipina, fosfatidilserina, 

fosfatidilinositol o fosfatidilcolina. Además, los AAF también pueden 

actuar frente a proteínas de unión a fosfolípidos o cofactores, como la 

β2GP1, anexina V, proteínas C y S o la proteína de unión a la protrombina 

C4b9. 

 

2.1.3.1 Anticuerpos anti-cardiolipina y anti-beta2-Glicoproteína I 

 
Los anticuerpos anticardiolipinas (aCL) y los anti-beta2-Glicoproteína I 

(anti-β2GP1) se detectan mediante técnicas de enzimo-inmunoanálisis10. 

Su expresión alterada, junto con la del anticoagulante lúpico (AL), 

conforman los criterios de laboratorio para el diagnóstico del SAF.  



  

12  

Como se ha comentado anteriormente, además de los criterios clínicos, el 

diagnóstico de SAF requiere la presencia de AL o títulos moderados-altos 

de anticuerpos aCL o anti-ß2GPI de isotipo IgG o IgM.  
 

Es necesario igualmente que los niveles de dichos anticuerpos sean 

elevados (positivos en base a puntos de corte establecidos en cada caso) 

12 semanas después de la prueba positiva inicial, para excluir anticuerpos 

positivos de forma transitoria o clínicamente sin importancia. Si esa 

duración es menor de 12 semanas, o el tiempo entre las manifestaciones 

clínicas y las pruebas de laboratorio confirmadas es mayor de 5 años, el 

diagnóstico de SAF es cuestionable3. 

 
 
2.1.3.2 Anticoagulante lúpico (AL) 

 
El llamado efecto "anticoagulante lúpico" (AL) es una propiedad funcional 

de un grupo heterogéneo de anticuerpos, cuyo nombre deriva de su 

descripción original en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES).  

Los anticuerpos con actividad AL interfieren con la coagulación en ensayos 

in vitro y prolongan los tiempos de coagulación dependientes de 

fosfolípidos, como el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT)11. 

Se trata de anticuerpos heterogéneos, predominantemente de isotipos 

IgG e IgM que se dirigen específicamente al componente fosfolípidico de 

la membrana celular.   
 

Los anticuerpos contra beta2GPI o PT son la causa más común de un 

efecto AL. En general, el AL asociado con anticuerpos anti-beta2GPI 

parece conferir un mayor riesgo trombótico que el AL independiente de 

β2GPI. Además, el riesgo de trombosis aumenta con el número de AFF 

presentes. En particular, los pacientes con positividad para AL, aCL y 
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anticuerpos anti-β2GPI (denominados SAF "triple positivo") tienen un 

mayor riesgo de un primer evento trombótico o recurrente. 
 

La actividad de AL está fuertemente asociada con la trombosis y la pérdida 

del embarazo. No obstante, cabe destacar que puede hallarse AL positivo 

de forma transitoria en el contexto de ciertos medicamentos o infecciones 

y también pueden estar presentes en pacientes asintomáticos12. 

Es importante subrayar que se pueden observar resultados falsos 

positivos y falsos negativos en pacientes que toman heparina a dosis 

terapéuticas o anticoagulantes orales, por lo que su medida debe 

realizarse en condiciones bien controladas.  
 

Aunque no existe una prueba única para detectar la presencia de AL, 

existe una prueba secuencial para determinarlo13. Como resumen, la 

Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH) establece que 

se deben cumplir cuatro criterios para confirmar la presencia de AL: 
 

1. Resultado de coagulación prolongado en una de las dos 

pruebas de coagulación que dependen de los fosfolípidos, 

como PTT-AL o DRVVT. 

2. Obtención de un resultado prolongado a pesar de mezclar el 

plasma del paciente con plasma normal . 

3. Corrección o mejora del tiempo prolongado al agregar 

fosfolípidos adicionales. 

4. Exclusión de otro inhibidor del factor de coagulación 

coexistente, como el factor VII. 
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2.1.3.3 Anticuerpos antifosfolípido no incluidos en criterios diagnósticos  

 
En los últimos años, se han publicado numerosos estudios que sugieren 

que varios autoanticuerpos no incluidos en los criterios de clasificación del 

SAF podrían ser relevantes para su patogénesis 14,15. 
 

Estos AAF, principalmente los anti-fosfatidil serina y anti-protrombina, 

además de incluir los isotipos IgA para aCL y anti-ß2GPI, tienen una 

variedad de especificidades, uniéndose a varias dianas: a) dominio 1 de 

β2GPI, que no son el objetivo de los anticuerpos anti-β2GPI clásicos; b) 

proteínas plasmáticas involucradas en la cascada de la coagulación (como 

protrombina o el complejo fosfatidilserina-protrombina -aPS-PT-); c) 

anexina A5 y vimentina.  
 

El papel clínico de estos anticuerpos, en particular su papel en la 

evaluación del riesgo trombótico, todavía se encuentra en discusión. 

 
 
 
2.2 Estratificación del riesgo trombótico en SAF 

 
La patogenia de la trombosis en el SAF es multifactorial, existiendo 

diversas situaciones clínicas que aumentan el riesgo de trombosis como 

factores dependientes del individuo, coexistencia con otras Enfermedades 

Autoinmunes Sistémicas (EAS) y el tipo de AAF presentes.  
 

 Algunas situaciones protrombóticas y transitorias como infecciones, 

cirugía, inmovilización, embarazo, puerperio y toma de anticonceptivos 

orales podrían precipitar un evento trombótico en una situación 

predisponente.   
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Otros factores de riesgo de trombosis serían aquellos factores de riesgo 

cardiovascular clásicos como el tabaco, la hipertensión, la obesidad, la 

dislipemia y la diabetes que son de gran importancia en la predicción del 

riesgo de trombosis ya que todos pueden ser modificables.  
 

Además, sabemos que la existencia de una enfermedad autoinmune 

sistémica subyacente, especialmente el LES por su frecuente asociación al 

SAF, confiere mayor riesgo de trombosis. El LES se asocia con un mayor 

riesgo de eventos tromboembólicos arteriales y venosos 

independientemente de los AAF, y la presencia de estos aumentaría dicho 

riesgo produciendo un aumento secundario del daño orgánico16. 
 

En cuanto al tipo de AAF presentes, se ha descrito un perfil de "alto riesgo" 

definido como AL persistente, AAF doble positivo (cualquier combinación 

de AL, aCL o anti-beta2GPI) y AAF triple positivo (presencia de AL, aCL o 

anti-beta2GPI, especialmente con títulos elevados de aCL o anti-

beta2GPI)17, provocando este último la situación de mayor riesgo 

trombótico como se describe más adelante. 
 

Por esta razón, debido a la complejidad de la presentación clínica, la 

identificación de pacientes con presencia de AAF y mayor riesgo de 

desarrollar cualquier manifestación clínica de SAF (morbilidad trombótica 

y / o del embarazo) sigue siendo una necesidad clínica insatisfecha y sigue 

siendo un desafío importante en la práctica clínica habitual18. 
 

La estratificación del riesgo tiene como objetivo principal identificar a los 

pacientes con un alto riesgo de desarrollar un resultado adverso durante 

un período de tiempo específico, para que puedan ser objeto de 

estrategias preventivas y posibles tratamientos de forma temprana. 
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Recientemente, Sciascia S. et al desarrollaron un índice de riesgo para las 

manifestaciones clínicas de SAF (GAPSS, del inglés global antiphospholipid 

síndrome score) que tiene en cuenta la combinación de factores de riesgo 

cardiovascular y el perfil de positividad para AAF. Estos incluyen 

hiperlipidemia, hipertensión arterial, aCL, anti-b2GPI, aPS-PT y AL19. 
 

A pesar de la gran cantidad de datos que respaldan la utilidad de aPS-PT 

como biomarcador de diagnóstico y pronóstico, estos anticuerpos no 

están incluidos en la actualidad como criterio de laboratorio para el 

diagnóstico de SAF y, por lo tanto, aunque están disponibles, todavía no 

se utilizan de forma rutinaria en la práctica clínica20. Por este motivo, 

también se diseñó el índice aGAPSS (del inglés, Adjusted Global anti-

Phospholipid Syndrome Score), una versión complementaria del índice 

original, en el que se excluye aPS-PT. Este cálculo se realiza asignando un 

punto para la presencia de hipertensión arterial y tres puntos para la 

presencia de hiperlipidemia, cuatro puntos a la positividad para 

anticuerpos anti-β2GPI de isotipo IgG o IgM, cuatro puntos a la positividad 

para LA y cinco puntos a la positividad para anticuerpos aCL de isotipo IgG 

o IgM.  

La potencial utilidad clínica de este score ha sido revisada sobre un total 

de 10 estudios incluyendo 2273 pacientes18. Los resultados indicaron que 

existían diferencias estadísticamente significativas entre el GAPSS y 

aGAPSS de pacientes que habían experimentado una trombosis arterial 

y/o venosa [GAPSS 10.6 (4.74) y aGAPSS 7.6 (3.95)], pacientes que no 

habían presentado ninguna manifestación trombótica [GAPSS 7.01 (5.46) 

y aGAPSS 4.9 (4.33)] y pacientes con morbilidad obstétrica [GAPSS 8.79 

(2.59) y aGAPSS 6.7 (2.8)]. Los niveles más altos de GAPSS correspondían 

a pacientes con antecedentes de trombosis arterial [GAPPS 12.2 (5.2)] y 
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aquellos que habían experimentado recurrencias, tanto trombóticas 

como obstétricas [GAPSS 13.7 (3.1)].  

 

2.3 Tratamiento 

 
El tratamiento del SAF es variable en función del perfil del paciente. 

Existen diferentes recomendaciones para pacientes portadores 

asintomáticos de AAF (prevención primaria de trombosis), para prevenir 

las recurrencias una vez que se ha producido una trombosis, arterial o 

venosa (prevención secundaria), para el tratamiento de SAFC y para el 

tratamiento de las manifestaciones obstétricas. El manejo de las 

recurrencias trombóticas y de manifestaciones no incluidas en criterios de 

clasificación no está definido en la actualidad.  
 

El primer paso en el tratamiento de pacientes que tienen AAF en ausencia 

de trombosis es la estratificación del riesgo según la edad, el perfil de AAF, 

los factores de riesgo concomitantes de trombosis destacando en este 

sentido los factores de riesgo tradicionales de enfermedades 

cardiovasculares, como el tabaquismo, la hipertensión, la diabetes y la 

hipercolesterolemia, así como la presencia de una enfermedad 

autoinmune sistémica activa1. 
 

El tratamiento del SAF se basa en la anticoagulación prolongada con un 

antagonista de la vitamina K oral (acenocumarol o warfarina), con 

asociación o no de AAS a dosis bajas en el caso de trombosis arterial, según 

las series. Es importante una monitorización de la intensidad de la 

anticoagulación, manteniendo un INR objetivo de forma individualizada. 

En el caso del SAFC el tratamiento está dirigido a prevenir más trombosis 

con anticoagulación y suprimir la cascada de citoquinas5. Cualquier 
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infección identificable que pueda haber precipitado el SAFC debe tratarse 

con los antibióticos apropiados. El tratamiento médico suele implicar una 

combinación de anticoagulación, glucocorticoides sistémicos, 

plasmaféresis e inmunoglobulina intravenosa (IGIV) 7-8. 
 

El embarazo y el puerperio normalmente se asocian con un mayor riesgo 

de trombosis, y este riesgo es particularmente alto en pacientes con SAF2. 

La estrategia actual para la prevención de complicaciones del embarazo 

en pacientes con SAF obstétrico es el uso de AAS en dosis bajas y heparina 

no fraccionada o de bajo peso molecular (HBPM).  

 

La terapia antitrombótica para pacientes embarazadas con SAF varía 

dependiendo de si presentan un SAF trombótico previo o presentan 

únicamente SAF obstétrico. De este modo, se tratará con heparina a dosis 

profilácticas o terapéuticas en función de la situación previa y con AAS y/o 

HBPM en función del riesgo de pérdida fetal en el caso de SAF puramente 

obstétrico. 
 

La adición de hidroxicloroquina se ha considerado como complemento del 

tratamiento antitrombótico para el SAF refractario a los anticoagulantes y 

como adición en la terapia estándar para el SAF obstétrico refractario a la 

HPBM y AAS5. Además, se han estudiado otras opciones terapéuticas 

complementarias (estatina, rituximab, eculizumab) pero no existen 

evidencias para establecerlo como tratamiento de rutina. 
 

El manejo del SAF es complejo y desafiante. La importancia del objetivo 

de tratamiento radica en las complicaciones potencialmente graves y 

mortales que pueden experimentar los pacientes con SAF, como resultado 

de manifestaciones trombóticas, obstétricas y las no incluidas como 
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criterio de clasificación. La falta de ensayos clínicos en pacientes con SAF 

requiere enfoques empíricos para tratar de manejar las múltiples 

manifestaciones de este trastorno. El trabajo continuo para mejorar la 

comprensión de la fisiopatología del SAF es un requisito previo esencial 

para proporcionar una base y una justificación para el desarrollo de 

enfoques terapéuticos óptimos5. 

 

2.4 Factores celulares y moleculares implicados en la patogenia de la 

trombosis en el SAF 

 
Se han propuesto numerosos mecanismos para explicar los procesos 

protrombóticos/proinflamatorios asociados al SAF, aunque la 

patogénesis parece ser multifactorial. Un proceso esencial es la 

activación monocítica, inducida por los AAF y asociada a la inducción 

de la actividad procoagulante e inflamatoria en dichas células, 

mediante la expresión y activación del factor tisular, los receptores 

activados por proteasas y el factor de crecimiento vascular endotelial, 

entre otros.  

 

2.4.1 Alteraciones pro-trombóticas y pro-aterogénicas inducidas por 

AAF en células inmunes y del sistema vascular en el SAF. 

 
Los pacientes SAF positivos para AL y con altos títulos de anticuerpos 

aCL y anti-B2GPI (conocidos como ‘triples positivos’), muestran el 

riesgo más elevado de trombosis21. Asimismo, varios estudios han 

demostrado que dichos pacientes AAF-triple positivos 

frecuentemente muestran altos títulos de anticuerpos dirigidos contra 

el principal epítopo del dominio I de la B2GPI, lo cual les confiere 
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actividad dependiente de AL, y de este modo un elevado riesgo de 

trombosis22.  
 

Numerosas moléculas, esenciales en el sistema hemostático, y que 

actúan como mediadores clave en el desarrollo de trombosis y 

aterosclerosis, se hallan alteradas en células del sistema inmune y 

vascular de pacientes SAF por efecto de los AAF, tales como el factor 

tisular, el eje VEGF/Flt1, varios receptores tipo toll (TLRs), anexinas, 

etc.  Hace algunos años Cuadrado et al, describieron que el desarrollo 

de trombosis en pacientes SAF se asocia a la inducción de la actividad 

procoagulante en monocitos sanguíneos, mediante la activación del 

factor tisular (TF, del inglés, tissue factor), el principal iniciador de la 

coagulación sanguínea23. La señalización intracelular asociada a dicha 

activación está mediada por los receptores activados por proteasas 

(PAR, del inglés, protease activated receptors, mediadores de 

respuestas críticas para la trombosis, la hemostasia y procesos 

inflamatorios y participantes en el desarrollo de arteriosclerosis), cuya 

expresión se encuentra incrementada en los monocitos de los 

pacientes con SAF24. Estudios complementarios han demostrado que 

dicha señalización intracelular, inducida por los AAF, implica la 

activación constitutiva de proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK, del inglés, mitogen-activated protein kinases) y factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 

(NFkB, del inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells)25, así como la promoción de la expresión del factor 

de crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés, vascular 

endothelial growth factor) y su receptor 1 del VEGF (Flt1, del inglés, 

Fms-related tyrosine kinase 1) en monocitos de estos pacientes26. De 
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modo adicional, estudios proteómicos posteriores han conducido a la 

identificación de nuevas proteínas (cuya expresión se encuentra 

alterada por efecto directo de los AAF) implicadas en el desarrollo de 

trombosis y la activación de la respuesta inmune (i.e., proteína 

disulfuro isomerasa, anexina I y II, catalasa, ubiquitina-Nedd8, 

proteínas RhoA y Hsp60)27.  

 

 
Figure 2. Activación del factor tisular y proteínas procoagulantes asociadas en el SAF. 
Los AAF inducen la expresión de TF, VEGF y su receptor Flt1, mediante la activación 
de la proteína MAPK/ERK y la translocación nuclear de NFkB dependiente de p38 
MAPK en el monocito. Los receptores PAR1 y PAR2 están también implicados.  
ERK: extracellular-signal regulated kinase; MEK: mitogen activated protein kinase; 
MPAK: mitogen-activated protein kinase; PAR: protease-activated receptors; PDI: 
protein disulphide isomerase; TF: tissue factor. Lopez-Pedrera et al., Rheumatology 
2016. 
 

Los receptores tipo Toll (TLR)-2 y 4 son receptores de membrana 

conocidos por su papel en la activación de las células inmunitarias y 

endoteliales, el reconocimiento de patógenos y la producción de 

citoquinas. La vía de los TLR se ha observado también activada en los 

pacientes con SAF, en los que las células mononucleares periféricas 

muestran un aumento significativo de la expresión génica de TLR2 y TLR4, 

asociado al desarrollo de anomalías vasculares inducidas por los AAF28.  
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Estudios in vivo en ratones y experimentos in vitro en monocitos humanos 

y en una línea celular endotelial han demostrado que los TLR2 y TLR4 

median la activación de los monocitos y las células endoteliales inducida 

por los AAF29,30, lo que sugiere que estos receptores podrían considerarse 

un objetivo terapéutico para prevenir los efectos trombóticos de los AAF 

en el SAF. 
 

Asimismo, los AAF también pueden activar las plaquetas, induciendo la 

expresión del receptor del fibrinógeno, la glicoproteína IIb/IIIa (GlIb/IIIa) y 

el tromboxano B2 (TXB2), promoviendo su agregación y, por tanto 

contribuyendo al desarrollo de la trombosis. Pierangeli y colaboradores 

describieron además otras dianas antigénicas potenciales para los AAF, 

que incluyen la protrombina, el activador tisular del plasminógeno (tPA), 

la fosfatidilserina (PS), la plasmina, la anexina II la proteína C activada 

(APC), la trombina, la antitrombina III (AT-III) y la anexina V31. 
 

Por último, diversos estudios han demostrado que los AAF están asociados 

al desarrollo de aterosclerosis, de modo que in vivo se ha demostrado una 

correlación directa entre los niveles séricos de aCL y anticuerpos anti-

ß2GPI y la aparición de síndrome coronario, infarto de miocardio y 

accidente cerebrovascular32. Un estudio reciente desarrollado por nuestro 

grupo demostró una fuerte asociación entre títulos elevados de AAF-IgG y 

el desarrollo de eventos trombóticos, así como con la presencia de 

aterosclerosis precoz, demostrada por el aumento del grosor de la íntima-

media (IMT)33. In vitro, otros estudios confirmaron la participación de los 

AAF en la formación de la placa de ateroma, a través de la activación de 

células endoteliales y leucocitos y la inducción de la generación de células 
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espumosas, facilitando la adsorción de lipoproteínas de baja densidad 

oxidadas por los monocitos34. 
 

La imbricación de todas estas proteínas y mecanismos intracelulares 

resulta pues en la inducción de un estado procoagulante, proinflamatorio 

y proaterotrombótico en estos pacientes. 

 
 
2.4.2 Aterotrombosis en el Síndrome Antifosfolípido. 

 
La aterotrombosis (AT) es una respuesta inflamatoria crónica a nivel 

de la pared vascular, iniciada por la lesión del endotelio por efecto de 

las lipoproteínas de baja densidad oxidadas (LDLox, del inglés Low 

density lipoprotein oxidized) o por un proceso inflamatorio crónico y 

mantenida por la interacción entre lipoproteínas, macrófagos, 

linfocitos T y los componentes de la pared arterial (músculo liso y 

matriz extracelular). 
 

En las enfermedades autoinmunes, como el SAF, se presentan eventos 

coronarios agudos sin que medien factores de riesgo tradicionales 

previos que los justifiquen como la hipertensión, la diabetes y la 

obesidad. El análisis de los mecanismos que llevan al desarrollo de una 

AT prematura y/o acelerada en el SAF permite establecer similitudes 

entre la aterogénesis y los procesos inflamatorios crónicos que 

caracterizan a esta enfermedad: incremento en la expresión de 

moléculas de adhesión en el endotelio, aumento del reclutamiento de 

células proinflamatorias y activación de macrófagos, aumento en la 

expresión de citoquinas, factores de crecimiento y otros factores 

inflamatorios que interrelacionan los distintos tipos celulares. Así la 

presencia de una enfermedad autoinmune constituye un factor de 
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riesgo aterogénico de gran peso, ya que, aumenta la probabilidad de 

un evento trombótico en mayor grado y en menor tiempo que los 

factores de riesgo tradicionales. 
 

Los AAF y otros autoanticuerpos presentes en SAF (como los anti-HDL 

-del inglés anti-High density lipoprotein- y anti-Apolipoproteína I) son 

también responsables del desarrollo de enfermedad cardiovascular y 

aterosclerosis a través de otros mecanismos complementarios que 

incluyen la formación de complejos anti-LDLox/anti-ß2GPI, lo que 

facilita o acelera la absorción de LDLox por los macrófagos35, y su 

consecuente conversión en células espumosas. Además, tanto 

macrófagos como células endoteliales adhieren ß2GPI durante el 

proceso aterosclerótico, de modo que los AAF promueven la adhesión 

de los macrófagos al endotelio mediada por moléculas de adhesión 

como la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1, del inglés 

Intracellular adhesion molecule-1), VCAM-1, o E-Selectina. De hecho, 

se ha demostrado una correlación positiva entre los títulos de 

anticuerpos anti-cardiolipina y antiß2GPI y la incidencia y severidad 

del síndrome coronario agudo, el infarto de miocardio o el accidente 

cerebrovascular 32,35-37.  
 

El desarrollo de una AT temprana podría verse igualmente facilitado 

por la existencia de un estatus inflamatorio en estos pacientes. 

De modo resumido, la secuencia de inicio de formación de la placa 

aterosclerótica en estos pacientes implicaría la activación de las 

células endoteliales por efecto de los AAF, con la consecuente 

expresión de moléculas de adhesión que favorecería el reclutamiento 

de monocitos y linfocitos. Los monocitos activados migran hacia la 

íntima arterial, donde por acción de los complejos β2GPI / LDLox se 
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vería incrementada la adsorción de LDLox, conduciendo a la formación 

de células espumosas. Estas células, junto a los linfocitos T producirían 

citoquinas, factores de crecimiento, TF, etc., promoviendo la 

proliferación de las células musculares lisas y la potenciación del 

proceso aterosclerótico (Figura 3). 

 
Figura 3. Implicación de los AAF en el desarrollo de la aterotrombosis en SAF. 
Abreviaturas: β2GPI, β2 glicoprtoteína I; CCR2, receptor de quimioquinas C-C tipo 2 
(del inglés C-C chemokine receptor type 2); ICAM-1: Molécula de adhesión 
intracelular-1 (del inglés Intracellular adhesion molecule-1); LDLox: Lipoproteínas de 
baja densidad oxidadas (del inglés Low density lipoprotein oxidazed); MCP-1: 
Proteína 1 quimioatrayente de monoctos (del inglés Monocyte Chemoattracctant 
protein 1); MMPs, metaloproteinasas (del inglés matrix metalloproteinases); TF, 
factor tisular (del inglés tissue factor); VCAM-1: Molécula de adhesión celular 
vascular-1 (del inglés Vascular cell adhesion molecule-1). Modificada de Lopez-
Pedrera et al., Rheumatology 2016.  

 
 
2.5 Factores genéticos de riesgo aterotrombótico en Síndrome 

Antifosfolípido 
 

 

El desarrollo del SAF está fuertemente asociado a la presencia de 

diversas anomalías genéticas. Estudios familiares y poblacionales han 

indicado que los factores genéticos juegan un papel clave en la 
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etiopatogenia de este trastorno, lo que sugiere la existencia de una 

predisposición genética a esta enfermedad, ya sea cuando se presenta 

como un trastorno primario o en el contexto de LES38. Esta 

predisposición puede explicarse por la influencia de los genes del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y fuera del MHC.  
 

Así, ciertos genes del antígeno leucocitario humano (HLA) (HLA-DR y 

HLA-DQ) están fuertemente ligados a la presencia de autoanticuerpos 

AAF39,40,41. Los alelos HLA más frecuentemente asociados al SAF son 

HLADRB1 04 (DR4), DRB1 07 (DR7), DRB1 1302 (DR6), DRw53, DQA1 

0102, DQA1 0201, DQA1 0301, DQB1 0302 (DQ8), y DQB1 

0604/5/6/7/938. 
 

Varios de estos alelos HLA determinan la susceptibilidad para producir 

anticuerpos AAF (LA, aCL y anti-b2GPI) contra la protrombina, la 

anexina V y la fosfatidiletanolamina-fosfatidilserina, 

independientemente del contexto clínico, SAF primario o LES. De 

hecho, se han encontrado las mismas asociaciones entre los AAF y el 

sistema HLA en el SAF primario y en el SAF secundario al LES 39,40,41. 

Además, el patrón de las asociaciones HLA también se ve influenciado 

por los diferentes grupos étnicos 42-44. 
 

Otros genes, ajenos al MHC, contribuyen igualmente al desarrollo de 

la enfermedad. Así, las variaciones genéticas de diversos componentes 

del sistema hemostático, que favorecen la coagulación sanguínea, 

pueden modular la manifestación clínica de la trombosis45: 
 

1. Una variación de un solo nucleótido (SNV, del ingles, single 

nucleotid variant) del inhibidor del activador del plasminógeno de 

tipo 1 (PAI-1) se ha relacionado con niveles elevados de este 
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inhibidor en el plasma de los pacientes con SAF. Se trata de una 

variación común de inserción/deleción de un solo nucleótido 

4G/5G en la región promotora. Los individuos con alelo 4G tienen 

niveles plasmáticos de PAI-1 más altos que los individuos con el 

alelo 5G. Se han encontrado niveles elevados de PAI-1 asociados a 

títulos elevados de AAF en un tercio de los pacientes. A su vez, el 

genotipo 4G/5G se asoció con la aparición de ambos tipos de 

trombos, arteriales y venosos, especialmente con 

tromboembolismo venoso en pacientes SAF 46-48. 
 

2. La vía de la proteína C es un modulador clave de la coagulación 

sanguínea, con actividad anticoagulante. En el SAF hay evidencia 

de una resistencia adquirida a la proteína C activada (PC), inducida 

por los AAF. El receptor endotelial de la proteína C (EPCR) podría 

tener una acción procoagulante al inhibir la activación de la PC. Se 

han encontrado niveles elevados de EPCR soluble en el LES, lo que 

sugiere su papel en el desarrollo de manifestaciones trombóticas.  

En este ámbito, se han descrito varios haplotipos del gen EPCR, 

PROCP, en función de los SNV (H1-H4). Así, T6333C, A6936G, 

G6147A, y todos en común se corresponden con H1, H3, H4 y H2, 

respectivamente. Las variantes del PROCP, T6333C y A6936G (H1 

y H3), se han relacionado con los niveles de EPCR y la trombosis. 

Además, el haplotipo H1 se ha asociado a niveles reducidos de 

sEPCR y a un aumento de niveles de PC activada, lo que tendría un 

efecto protector contra la trombosis49. En este sentido, un estudio 

reciente mostró menor prevalencia del haplotipo H1 de PROCR en 

pacientes con SAF y trombosis arterial49. 
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3. La escisión proteolítica de la protrombina conduce a la trombina, 

el producto final de la cascada de la coagulación. Las alteraciones 

de la protrombina provocan múltiples desequilibrios en la 

hemostasia, ya que este factor tiene actividades procoagulantes, 

anticoagulantes y antifibrinolíticas. El SNV G20210A de la 

protrombina es una mutación genética común en la que la guanina 

se cambia por adenina en la posición 20210 y se ha asociado a un 

mayor riesgo de trombosis venosa en la población general50. La 

frecuencia de la mutación G20210A del gen de la protrombina (F2) 

se ha observado significativamente aumentada en pacientes SAF 

con trombosis previa51,52. Por lo tanto, esta mutación podría 

considerarse un importante factor de riesgo genético importante 

para las manifestaciones clínicas del SAF. Sin embargo, otros 

estudios realizados en pacientes con AAF positivo (LES) no 

encontraron asociación entre este SNV y la aparición de eventos 

trombóticos53. 
 

4. El inhibidor de la vía del factor tisular (TFPI) (el inhibidor natural 

del TF) puede regular la coagulación sanguínea mediante la 

inhibición del complejo factor VII activado por el factor tisular. La 

disminución de los niveles plasmáticos de TFPI se ha relacionado 

con la trombosis venosa profunda en el SAF54,55. Se han estudiado 

varios SNV de TFPI en pacientes con SAF con o sin 

tromboembolismo venoso. Lincz et al., observaron una relación 

significativa entre las variaciones T33C y C399T (variaciones de un 

solo nucleótido en la región del intrón del gen TFPI) y la trombosis 

venosa en pacientes con SAF56. Por lo tanto, la SNV del TFPI es otro 

factor de riesgo genético para el desarrollo de trombosis en el SAF. 
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5. El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citoquina con un 

papel bien reconocido en la inflamación. Bertolaccini et al, 

informaron de altos niveles de esta molécula proinflamatoria en 

pacientes con SAF. Además, mostraron una mayor frecuencia del 

SNV G238A del gen TNFa, fuertemente relacionado con la 

trombosis arterial, lo que sugiere la importancia de este marcador 

genético para el desarrollo de trombosis57. 
 

6. La glicoproteína (GP) Ib y la GP Ia/IIa se unen al factor von 

Willebrand (vWF) y al colágeno, respectivamente, para mediar en 

la adhesión de las plaquetas a la pared vascular. La presencia de 

SNVs en estos genes podría aumentar la adhesión y agregación, 

predisponiendo al desarrollo de trombosis arterial y/o venosa. Por 

lo tanto, la frecuencia de los genes GPIa C807T SNV ha demostrado 

ser mayor en los pacientes con SAF que sufren trombosis en 

comparación con los que no tienen trombosis o los controles. 

Además, la frecuencia del polimorfismo T/C en la secuencia kozak 

de la GPIb-alfa se ha encontrado aumentada en los pacientes SAF 

con trombosis arterial en comparación con los pacientes con 

trombosis venosa, o pacientes SAF sin trombosis. Estos datos 

sugieren que estos dos polimorfismos pueden ser responsables de 

la aparición de trombosis en pacientes SAF58,59. 
 

7. La P-Selectina es una molécula de adhesión celular que media la 

adhesión y la rodadura de los leucocitos en las células endoteliales 

activadas, así como el reclutamiento de leucocitos a los trombos. 

Los niveles plasmáticos de p-selectina están aumentados en los 

pacientes con SAF60. Un estudio de 40 pacientes con SAF mostró 
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un aumento de la prevalencia de una variación de un solo 

nucleótido asociada a la región de codificación de la p-selectina, 

G1902A, en comparación con los controles sanos. Entre los 

pacientes SAF, los que sufrieron eventos trombóticos presentaron 

una prevalencia significativa de este genotipo en comparación con 

los pacientes SAF sin trombosis61. Además, la interacción de la p-

selectina en las plaquetas activadas o en las células endoteliales 

con la glicoproteína ligando de la p-selectina (PSGL-1) en los 

monocitos se considera relevante en procesos como la inflamación 

y la trombosis, ya que puede activar la expresión del FT.  PSGL-1 

presenta polimorfismos de varias repeticiones en tándem (VNTR). 

La frecuencia de este genotipo es elevada en los pacientes con SAF, 

especialmente en aquellos con trombosis62. Estos estudios 

apuntan a variaciones genéticas del sistema selectina-PSGL1 como 

determinantes de predisposición trombótica en pacientes con 

SAF. 
 

8. Dos variaciones de un solo nucleótido en el gen de la glicoproteína 

b2 se han encontrado aumentadas en el SAF: G796T y G1004C, 

más conocidos por los cambios en la secuencia aminoácida; 

Val247Leu y Trp316Ser, respectivamente63,64. La presencia de 

estos SNVs puede conducir a un cambio conformacional en b2GPI 

que  afecta a la exposición de posibles epítopos, lo que a su vez 

puede favorecer la trombosis. Estudios previos sugirieron que la 

presencia del genotipo Val247Leu está relacionada con la 

producción de anticuerpos anti b2GPI. Sin embargo, la relación con 

la trombosis arterial o venosa no está clara64. Del mismo modo, la 

presencia del SNV Trp316Ser puede aumentar el riesgo de SAF, 
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pero no hay relación con la trombosis ni con la producción de 

anticuerpos63. Por lo tanto, podrían ser necesarios más estudios 

para evaluar la relación patogénica entre estos SNVs y la trombosis 

en el SAF. 
 

9. Pierangeli et al. evaluaron la prevalencia de dos SNV en el gen del 

receptor Toll-like 4 (TLR4) en 100 pacientes con SAF: A896G y 

C1196T. Ambos SNV de TLR4 confieren una alteración en el 

dominio extracelular del receptor TLR4, que puede afectar a la 

unión de los ligandos. La frecuencia de estos dos SNVs se redujo 

significativamente en los pacientes SAF con trombosis en 

comparación con los donantes sanos29. Estos dos SNV de TLR4 se 

supone que son protectores contra la trombosis. Por lo tanto la 

prevalencia reducida de estos polimorfismos en los pacientes con 

SAF podría sugerir una mayor susceptibilidad a la activación 

procoagulante del endotelio mediada por AAF29.  
 

Teniendo en cuenta todas estas alteraciones genéticas asociadas 

al SAF (en el locus MHC y fuera del MHC), cada vez está más claro 

que las interacciones entre más de una anomalía genética podrían 

determinar si un individuo desarrollará la enfermedad o sufrirá las 

diferentes manifestaciones clínicas. 

 

 

2.6 Firmas de expresión génica asociada a aterotrombosis en pacientes 

con Síndrome Antifosfolípido 

 
Como se ha descrito previamente, en los últimos años una serie de 

estudios han identificado varios genes implicados en la trombosis, la 
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inflamación y la disfunción endotelial en pacientes SAF (i.e., TF, PAR1, 

PAR2, VEGF, Flt1, IL8, TLR2 TLR4, etc.), la mayoría de los cuales muestran 

una mayor expresión en células que integran los sistemas inmunológico 

y vascular, incluyendo monocitos, plaquetas, neutrófilos y células 

endoteliales, todos los cuales favorecen la generación de trombina, y 

promueven una actividad procoagulante23,24,26,28-30. 
 

Patsouras et al.65 informaron además de un aumento significativo de la 

expresión génica del factor plaquetario (CXCL4) y su variante, CXCL4L1, en 

las plaquetas de pacientes con SAF en comparación con el grupo de 

control y con los pacientes con LES.  
 

CXCL4 y CXCL4L1 son quimiocinas producidas por las plaquetas durante la 

agregación. Están implicadas en una serie de procesos biológicos, tales 

como la inflamación, la coagulación sanguínea y la angiogénesis. 
 

También muestran actividad antiangiogénica, induciendo la angiostasis al 

inhibir la proliferación de células endoteliales y la quimiotaxis. Ese estudio 

demostró que los pacientes con SAF que presentaban niveles elevados de 

CXCL4/CXCL4L1 en el plasma se caracterizaban más a menudo por tener 

IgG aCL, doble positividad o triple positividad, y presentaban más de 3 

eventos trombóticos, lo que subraya la relevancia de la expresión 

aumentada de estas moléculas en la aparición de la trombosis. 
 

Los recientes avances tecnológicos en el análisis de la expresión génica 

han permitido realizar amplios perfiles de expresión. Así, un estudio de 

Hamid C y colaboradores66, utilizando matrices Affymetrix U133A-2.0, 

reveló una compleja red de genes modificados en respuesta al 

tratamiento in vitro con anticuerpos anti-b2GPI en HUVECs, incluyendo 

múltiples quimiocinas, citoquinas proinflamatorias, mediadores 
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protrombóticos y moléculas de adhesion. Además, el estudio demostró 

que algunos de estos genes regulados por anticuerpos anti-b2GPI podrían 

contribuir a la vasculopatía asociada a esta enfermedad. 
 

Recientemente, Ripoll VM y cols analizaron los efectos in vitro de AAF 

procedentes de pacientes con SAF trombótico u obstétrico en monocitos, 

con el fin de identificar diferentes vías moleculares relacionadas con la 

patogénesis de estos subtipos clínicos de SAF67. Así, los genes relacionados 

con la respuesta celular al estrés, la modulación de la señalización MAPK 

y las interacciones celulares fueron inducidos por las IgG aisladas de 

pacientes con trombosis vascular. Por el contrario, los genes asociados 

con la adhesión celular, la matriz extracelular y el desarrollo embrionario 

y esquelético fueron modulados por IgGs purificadas de pacientes con 

morbilidad obstétrica, lo que sugiere que las IgG de diferentes subtipos 

clínicos de SAF inducen perfiles genómicos específicos de la enfermedad 

en monocitos, asociados a diferentes mecanismos fisiológicos. 
 

Utilizando la tecnología de microarrays, nuestro grupo identificó, in vivo, 

patrones genéticos compartidos y diferenciales relacionados con la 

aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular en pacientes con SAF 

primario, SAF secundario a LES y LES. Así, el análisis de la expresión génica 

de los monocitos de estas tres cohortes de pacientes condujo a la 

segregación de dichos pacientes, que mostraron perfiles específicos 

asociados a las alteraciones pro-ateroscleróticas, pro-trombóticas y pro-

inflamatorias.  
 

Así, la firma genética específica en los monocitos de pacientes SAF incluyó 

principalmente genes implicados en la biogénesis y función mitocondrial, 

el estrés oxidativo y la defensa antioxidante, procesos directamente 
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relacionados con el desarrollo de la trombosis en esta patología68. 

Además, esas alteraciones estaban relacionadas con los niveles de AAFs, 

hecho que se demostró mediante estudios in vitro, donde el tratamiento 

de monocitos sanos con AAF moduló la expresión de genes implicados en 

dichos procesos, tal como CCL2, IFIT1, PPAR gamma SLC25A27, ARHGEF5 

e IL11RA68. 
 

Por último, una revisión sistemática reciente, mediante el uso de análisis 

bioinformáticos, identificó una serie de factores de riesgo genético en el 

SAF trombótico45. Encontraron que dieciséis genes (CXCL4L1, P-Selectina, 

TLR2, TLR4, PAI-1, b2GPI, GP1a, GP1BA, PAR1, PAR2, TFPI, TF, VEGFA, 

FLT1, TNF y protrombina) contribuyen significativamente, mientras que 

seis (PLSCR1, PTPN22, ACAPMTS13, F13A1, ACE y F5) no estaban 

asociados con la trombosis en el SAF primario. Estos genes afectaban 

principalmente al sistema inmunitario y a las vías de coagulación 

sanguínea. 
 

Además, los autores sugirieron que estos genes, expresados en 32 

órganos diferentes, pueden suponer un mayor riesgo de desarrollar 

trombosis en cualquier parte del cuerpo de los pacientes con SAF 

primario. 
 

Los datos globales sugieren que una compleja red de factores genéticos 

(que implican la alteración de la expresión génica, principalmente 

inducida por múltiples alelos y polimorfismos) que incluye mediadores 

inflamatorios, estrés oxidativo, moléculas protrombóticas, activadores de 

leucocitos y receptores de adhesión son responsables de la fisiopatología 

del SAF (Figura 1). 
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FIGURA 4.- Factores genéticos de riesgo de aterotrombosis en el SAF. Múltiples 
factores genéticos y de expresión a nivel trancripcional están implicados en la 
fisiopatología del SAF. La presencia de determinados alelos o polimorfismos se 
asocia con la presencia de AAFs y eventos trombóticos. Además, los AAFs pueden 
modular la expresión de varios genes. Estos genes codifican para mediadores 
inflamatorios, moléculas protrombóticas, activadores de leucocitos y receptores de 
adhesión, proteínas directamente implicadas en el desarrollo de la trombosis. HLA, 
human leukocyte antigen; PROCR, endothelial protein C receptor gene; PAI-1, 
plasminogen activator inhibitor 1; TFPI, tissue factor pathway inhibitor; TNFA, tumor 
necrosis factor A; GP, glycoprotein; TLR, toll-like receptor; TF, tissue factor; PAR, 
protease activator receptor; VEGF, vascular endothelial growth factor; Flt-1, VEGF 
receptor 1; CXCL4, platelet factor 4; CXCL4L1, platelet factor variant 1; CCL2, C-C 
motif chemokine ligand 2; IFIT1, interferon-induced protein with tetratricopeptide 
repeats 1; PPAR gamma, peroxisome proliferator-activated receptor gamma; 
SLC25A27, Solute Carrier Family 25 Member 27; ARHGEF5, Rho guanine nucleotide 
exchange factor 5; IL11RA, interleukin 11 receptor subunit alpha. Lopez-Pedrera et 
al., Front Immunol 2019. 
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2.7 Mecanismos post-transcripcionales de regulación de la expresión 
génica en pacientes con Síndrome Antifosfolípido: microARNs 
 

 

2.7.1 MicroARN celulares como biomarcadores de enfermedad en el 
Síndrome Antifosfolípido.  

 
Estudios recientes han demostrado que el genoma humano produce miles 

de ARN no codificantes de proteínas (ARNnc) con función reguladora, 

tales como los microARNs (miRNA), pequeños ARN de interferencia y 

varias clases de ARNnc de larga cadena. Estos ARN cumplen funciones 

críticas como reguladores transcripcionales y postranscripcionales y como 

guías de complejos modificadores de la cromatina.  
 

Entre ellos, los miRNAs son pequeños ARNnc que se expresan de forma 

ubicua, con una profunda influencia en la regulación de casi todos los 

procesos celulares investigados y cuyas alteraciones de expresión se 

observan en numerosas patologías humanas69. 
 

Los miRNAs controlan la expresión postranscripcional de genes mediante 

la desestabilización de los transcritos diana o la inhibición de la traducción 

de proteínas70. En los seres humanos se han descrito hasta ahora más de 

2.500 miRNAs, y su número sigue aumentando. Actúan como 

moduladores potenciales de la transcripción de más de 20.000 genes que 

codifican proteínas humanas.  
 

El primer paso en la vía canónica de la biogénesis de miRNA es la 

transcripción de genes precursores de miRNA por la ARN polimerasa II/III. 

En el núcleo, el pri-miRNA generado es escindido por el complejo 

microprocesador Drosha y DGCR8 para generar un pre-miRNA. La proteína 

exportina 5 facilita el transporte del pre-miRNA al citoplasma, donde es 

nuevamente procesado por la RNasa Dicer. Esta enzima produce un 
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dúplex de miRNA de 5p y 3p de 22 pares de bases aproximadamente. 

Finalmente, una hebra se carga en la proteína Argonauta (AGO), 

generando el complejo miRISC (miRNA-induced silencing complex).  
 

En los últimos años, están surgiendo vías no canónicas para la biogénesis 

de miRNA, incluyendo las que son independientes de Drosha o Dicer71. 

Se ha demostrado que los miRNAs controlan una amplia gama de 

funciones fisiológicas como la embriogénesis, la diferenciación celular, la 

proliferación, la producción de citoquinas y la apoptosis. 
 

Además, sus niveles alterados se han asociado a procesos fisiopatológicos 

como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares, infecciones virales, 

enfermedades neurodegenerativas y enfermedades relacionadas con la 

inmunidad, entre otras72. 
 

El primer estudio que caracterizó el papel de los miRNAs en la patogénesis 

del SAF se publicó en 201173 (Tabla 2). Ese estudio identificó dos miRNAs 

como principales reguladores de la expresión del TF, receptor celular con 

actividad procoagulante implicada en el desarrollo de complicaciones 

trombóticas en el SAF como se ha mencionado anteriormente. Así, los 

niveles de expresión de miR-19b y miR-20a por RT- PCR en monocitos de 

pacientes con SAF y LES se hallaron significativamente reducidos en 

comparación con los donantes sanos y se correlacionaron negativamente 

con el aumento de la expresión de TF en la superficie celular de los 

monocitos de pacientes con SAF y LES. Este estudio sugirió por primera 

vez el papel potencial de los miRNAs en la patogénesis de la trombosis en 

pacientes SAF. Sin embargo, el mecanismo por el que tanto miR-19b como 

miR-20a se reducen en los monocitos de estos pacientes es aún 

desconocido. 
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En un estudio posterior, identificamos y caracterizamos varios miRNAs 

relacionados con la enfermedad cardiovascular presente en pacientes con 

SAF74. Dichos miRNAs actúan como reguladores clave de genes dianas 

asociados a diversos perfiles clínicos del SAF, tales como la aterosclerosis, 

la trombosis, la respuesta inmunitaria y el estrés estrés oxidativo: miR-

124a-3p, miR-125a-5p, miR-125b-5p, miR-146a-5p miR-155- 5p, y miR-

222-3p.  
 

Los niveles de estos miRNAs se hallaron reducidos en los neutrófilos 

purificados de pacientes SAF en relación con donantes sanos. En paralelo, 

la expresión de moléculas relacionadas con la biogénesis de miRNAs, 

como como Dicer, Drosha, Exportin-5, Argonaute-1 y Argonaute-2, se 

encontraron disminuidas en dichos pacientes.  
 

En monocitos purificados de pacientes SAF, se observó una reducción 

significativa en los niveles de miR-124a y miR-125a, mientras que los 

niveles de miR-155 y miR-146a aparecieron aumentados. Además, los 

niveles alterados tanto de dichos miRNAs como de sus proteínas de 

biogénesis, correlacionaron con marcadores de trombosis, inflamación y 

estrés oxidativo, y se asociaron a la presencia de eventos trombóticos, así 

como con el aumento del grosor de la íntima media de la carótida (CIMT). 

El tratamiento in vitro de monocitos y neutrófilos aislados de donantes 

sanos, con AAF-IgG purificada a partir del suero de pacientes SAF 

promovió una alteración de los niveles de estos miRNAs, junto con los de 

sus proteínas de biogénesis. Adicionalmente, el papel patogénico de los 

AAF en la expresión de miRNAs se vio respaldada por el hecho de que los 

pacientes positivos para AAFs mostraron una desregulación específica de 

miRNAs en relación con los que no tenían dichos autoanticuerpos.  
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Por otra parte, el estudio en una cohorte paralela de 20 pacientes no 

autoinmunes (AAF negativos) con eventos trombóticos previos mostró 

una alteración de miRNAs diferente a la observada en los pacientes 

trombóticos con SAF (AAF positivo).  
 

En conjunto, estos resultados establecieron que: (1) Varios miRNA 

específicos podrían considerarse potenciales biomarcadores de la 

activación inmunitaria y desarrollo aterotrombótico en el SAF. (2) Los 

anticuerpos antifosfolípidos están implicados en la expresión desregulada 

tanto de los miRNAs asociados a la enfermedad cardiovascular como de 

las proteínas de biogénesis de los mismos en los leucocitos de pacientes 

SAF. 
 

En un estudio reciente75, van den Hoogen L et al. analizaron los perfiles de 

expresión de miRNAs y mRNAs en células dendríticas plasmocitoides 

(pDC), principales productoras de IFN-gamma en el SAF y el LES. 

Observaron una reducción global de la expresión de miRNAs en todos los 

grupos de pacientes, relacionada con su estatus de actividad. No obstante,  

los perfiles de miRNAs entre los pacientes con LES, LES + SAF y SAF 

primario no mostraron diferencias significativas. Además, la disminución 

global de miRNAs parecía no parecía deberse a alteraciones de la 

maquinaria de biosíntesis de miRNA, ya que las proteínas de biogénesis 

de miRNA no mostraron una expresión alterada. 
 

Sin embargo, la expresión de miRNAs en los pDCs estaba relacionada con 

la firma de IFN de tipo I en los pDC, de modo que la expresión de miRNAs 

se redujo significativamente en los pacientes con una firma de IFN alta. En 

concreto, tres miRNAs (miR-361-5p, miR128-3p y miR-181-2-3p) se 

expresaron a niveles más bajos en los pacientes con alto nivel de IFN y se 
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encontraron regulados a la baja en pDC activadas por el agonista de TLR7 

R837 (imiquimod). El análisis de enriquecimiento de rutas moleculares 

reveló que los genes regulados al alza y estos tres miRNAs estaban 

implicados en la activación y apoptosis de las pDCs. Estos resultados 

sugieren que las alteraciones en la expresión de miRNAs pueden tener un 

papel clave en la regulación de la actividad de las pDCs y la 

inmunopatología del SAF (Figura 2). 

 

 
 

Figura 5. miRNA celulares y circulantes diferencialmente expresados en pacientes con 
SAF en respuesta al tratamiento in vitro con AAF. 
El tratamiento in vitro de varias células inmunes y vasculares con AAF, ha permitido 
delinear la regulación de los niveles celulares y extracelulares de miRNAs asociados a la 
patología del SAF. (A) El tratamiento con AAF-IgG de neutrófilos purificados de donantes 
sanos promovió la regulación a la baja de DICER y otras proteínas de biogénesis de 
miRNAs relacionadas. En consecuencia, los niveles intracelulares de varios miRNAs, se 
redujeron. (B) Células endoteliales obtenidas de vena umbilical humana (HUVEC) 
cultivadas en presencia de AAF-IgGs, mostraron una regulación a la baja de las proteínas 
DICER y de biogénesis de miRNAs junto con los niveles intracelulares de diversos miRNAs. 
Los AAF también mostraron efectos reguladores del perfil de miRNAs circulantes. Los 
niveles de secreción de diversos miRNAs se redujeron en el sobrenadante de las HUVEC 
tratadas con AAF-IgGs en comparación con el control IgG. El tratamiento de HUVECs con 
anticuerpos ß2GPI promovió asimismo la secreción de vesículas extracelulares con un 
perfil especifico de miRNAs, en relación con el tratamiento con IgG control. (C) El 
tratamiento con AAF-IgGs en monocitos aislados de donantes sanos, promovió la 
deregulacion de los niveles intracelulares  de varios miRNAs. Igualmente los niveles 
secretados de diversos miRNAs se redujeron en el sobrenadante de monocitos sanos 
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tratados con AAF-IgGs purificados de pacientes con SAF en comparación con el 
tratamiento con IgGs de control. (D) El cultivo de la línea celular del trofoblasto humano 
del primer trimestre HTR8, en presencia de anticuerpos b2-GPI elevó los niveles 
intracelulares de cuatro miRNAs. Paralelamente, los exosomas secretados derivados del 
tratamiento con anticuerpos ß2GPI en estas células, mostraron niveles aumentados de 
tres miRNAs. Lopez-Pedrera et al., Front Immunol 2019. 
 

 

2.7.2 MicroARN circulantes como biomarcadores de enfermedad en el 

Síndrome Antifosfolípido.  

 
Los estudios realizados sobre el papel de los miRNAs circulantes como 

potenciales biomarcadores diagnóstico y pronóstico en muchas 

enfermedades han crecido exponencialmente en la última década. 

Los miRNAs están presentes en casi todos los fluidos corporales humanos 

(incluyendo sangre, plasma, suero, saliva, orina, líquido seminal y pleural) 

como consecuencia de la muerte celular necrótica o apoptótica, o bien 

por una liberación activa. Cada vez hay más pruebas que ponen de 

manifiesto el papel de los miRNAs en la comunicación entre células, de 

modo que se ha demostrado su capacidad de regular la expresión génica 

fuera de la célula de origen. 
 

Los miRNAs circulantes están encapsulados en exosomas y/o proteínas y 

lipoproteínas, por lo que están protegidos de los de las ARNasas 

endógenas, lo que los hace estables y adecuados para análisis no invasivo 

en muestras de pacientes76.  
 

Se ha demostrado que el perfil circulante de miRNAs podría tener 

potencial como biomarcador de diagnóstico, respuesta terapéutica y 

pronóstico en patologías cardiovasculares y enfermedades autoinmunes 

tales como la esclerosis sistémica, la artritis reumatoide y el LES.  
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En este sentido, nuestro grupo ha analizado recientemente la firma de 

miRNAs circulantes en el SAF y su posible papel como biomarcadores de 

la enfermedad y su perfil aterotrombótico en una cohorte de 90 

pacientes77(Tabla 1). Dicho análisis identificó 39 miRNAs expresados de 

forma diferencial en el SAF, incluyendo 19 incrementados y 20 reducidos.  
 

Las herramientas bioinformáticas permitieron identificar un conjunto de 

ellos que mostraban potenciales ARNm diana implicados en la 

fisiopatología del SAF. Once miRNAs fueron validados en la cohorte 

completa de pacientes, incluyendo los miRNAs 34a-5p, 15a-5p, 133b-3p, 

145a-5p, 124-3p, 20a-5p, 19b-3p, 210-3p, 206, 296-5p y 374a-5p. La firma 

generada por estos miRNAs permitió identificar a los pacientes con SAF 

con una marcada precisión (AUC de 0,81), asociada a la presencia tanto 

de pérdidas fetales como de distintos tipo de trombosis (arterial o 

venosa), y correlacionó con parámetros relacionados con inflamación y 

trombosis (TF, PAI-1, VEGF-A, VEGF-R1 y MCP-1). En consonancia con 

estos hallazgos, el análisis de clustering permitió diferenciar 3 grupos de 

pacientes con SAF que representaban diferentes grupos de riesgo 

trombótico, con diferencias significativas entre los grupos para varias 

proporciones de miRNAs. Entre ellas, los ratios generados por miR-124, 

miR-19b y miR-296 se asociaron con un mayor CIMT, reconociendo así 

pacientes con SAF con aterosclerosis temprana. Estos resultados 

demostraron el papel potencial de los miRNAs circulantes como 

biomarcadores de aterotrombótico en el SAF. 
 

También pudimos comprobar que la firma de miRNAs plasmáticos se 

mantuvo estable en el tiempo tras el análisis de muestras de los mismos 

pacientes 3 meses después de la primera toma de muestras. Además, la 

especificidad de la firma de miRNA en el SAF también se demostró en 
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relación con los pacientes con LES negativos para AAF y con los pacientes 

trombóticos no autoinmunes. 
 

Por otra parte, se observó una correlación significativa entre la firma de 

miRNA circulantes en SAF y los títulos de AAF. Asimismo, el tratamiento in 

vitro de monocitos y células endoteliales (CE) de donantes sanos con IgG-

aCL purificada del suero de pacientes con SAF, promovió una desregulada 

de miRNAs y proteínas diana en el sobrenadante del cultivo. Estos 

resultados demostraron los efectos patológicos de estos autoanticuerpos, 

que también modulan el perfil de miRNAs circulantes encontrado en 

pacientes SAF relacionado con su estado aterotrombótico. 
 

Igualmente, un estudio realizado por Wu et al.78, reveló que el 

tratamiento de las CE con anticuerpos anti b2GPI aislados de pacientes 

con SAF promovía la secreción de vesículas extracelulares (EVs, del inglés 

extracelular vesicles), cuyo contenido de miRNAs era diferente del 

secretado tras el tratamiento con un IgG no inmune. En concreto, el 

tratamiento con anticuerpos anti-b2GPI indujo la expresión de miR-100, 

miR-1185-1, miR-10b, miR-576, miR-1251, miR-26a ymiR-32, mientras que 

los niveles de miR-126, miR-543, miR-365b y miR-339 se redujeron. Las 

EVs secretadas tras la exposición a los AAF, se enriquecieron en IL1b y 

componentes del inflamasoma, los cuales, a su vez, fueron capaces de 

activar las células endoteliales no estimuladas. Así, ese estudio sugirió que 

las alteraciones en el perfil de miRNA puede contribuir a la capacidad de 

las microvesículas, derivadas de CE tratadas con AAF, para activar dichas 

células de forma autocrina o paracrina. 
 

Curiosamente, los miRNAs circulantes también podrían tener un papel 

potencial como biomarcadores en el SAF obstétrico. Gysler et al.79 
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identificaron que las pacientes con SAF y resultados adversos del 

embarazo expresaban niveles significativamente más altos de miR-146a-

3p en comparación con las "embarazadas sanas". Además, el tratamiento 

in vitro de una línea celular de trofoblastos con AAF de pacientes con SAF 

aumentó significativamente la expresión celular y exosomal de miRNAs 

asociados a la señalización TLR, incluyendo miR-146a-5p, miR-146a-3p, 

miR-155 y miR-210. También se observó que la regulación al alza de miR-

146a-3p contribuyó a la patogénesis del SAF obstétrico, promoviendo la 

secreción de interleucina 8 (IL-8) mediante la activación del sensor de 

ARN, TLR8. 
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3.  Hipótesis 

 
Estudios previos han demostrado que múltiples mecanismos pueden 

conducir al desarrollo de trombosis y aterosclerosis en pacientes con SAF, 

incluyendo el efecto sinérgico de autoanticuerpos y moléculas 

protrombóticas, receptores de adhesión, mediadores inflamatorios y 

diversas moléculas de señalización intracelular. 
 

La patogénesis de la aterosclerosis y la trombosis en SAF involucran a 

diversos tipos de células del sistema inmunitario, entre las que los 

monocitos desempeñan un papel clave. Varios estudios han demostrado 

múltiples alteraciones en la activación y las funciones secretoras de los 

monocitos circulantes y tisulares, asociadas a la inducción de una mayor 

actividad procoagulante, principalmente relacionada con la 

sobreexpresión del factor tisular y la producción de autoanticuerpos. 

Asimismo, su capacidad fagocítica y su actividad como células 

presentadoras de antígenos están alteradas en estos pacientes. 

Consecuentemente, el análisis de los perfiles moleculares que tipifican los 

monocitos del SAF puede proporcionar una forma eficaz de identificar 

subconjuntos heterogéneos de pacientes para la identificación y 

caracterización de nuevas terapias dirigidas. 
 

En los últimos años se han producido importantes avances en la 

comprensión de las bases moleculares de la aterotrombosis en el SAF.  

No obstante, aún se desconoce la relación entre los cambios ocurridos en 

los perfiles transcriptómicos de los monocitos de pacientes SAF, la 

presencia/títulos de autoanticuerpos y las manifestaciones clínicas. 
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El desarrollo de nuevas tecnologías de alto rendimiento, unido al avance 

en la generación de nuevas herramientas computacionales para analizar 

grandes cantidades de datos, han permitido una mejor caracterización de 

la fisiopatología de las enfermedades autoinmunes.  
 

Así, análisis que combinen la información tanto a nivel clínico como 

molecular en un abordaje de carácter multidisciplinar donde se integren 

análisis moleculares, caracterización clínica y herramientas 

bioinformáticas, podría ser una aproximación innovadora para 

profundizar en el entendimiento del síndrome antifosfolípido. 
 

Por lo tanto la hipótesis de esta tesis consiste en que el análisis integrado 

de diferentes componentes transcriptómicos relacionados como los 

ARNm y miRNAs en los monocitos y una extensa caracterización clínica de 

los pacientes con SAF utilizando herramientas bioinformáticas y 

validaciones in vitro, permitiría la identificación de nuevos biomarcadores 

y vías alteradas en la enfermedad, así como nuevos fenotipos clínicos 

relevantes distintivos. 
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4. Objetivos 

 
El objetivo principal de esta tesis es la caracterización clínica y molecular 

de los pacientes con SAF para la identificación de fenotipos clínicos 

distintivos que permitan un abordaje personalizado y el desarrollo de 

nuevas aproximaciones terapéuticas. 

 
Objetivos específicos: 

 
1. Caracterizar el perfil de expresión génica y de miRNAs alterado en 

monocitos de pacientes con SAF. 
 

2. Analizar el papel de los anticuerpos antifosfolípido en la alteración 

molecular presente en monocitos y células endoteliales. 
 

3. Integrar los perfiles de genes y miRNAs alterados para identificar 

redes de interacción específicas asociadas a la fisiopatología del 

SAF. 
 

4. Identificar fenotipos distintivos clínicamente relevantes utilizando 

los resultados derivados del análisis molecular integrado. 
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5. Métodos  
 
5.1 Pacientes 

 
En este estudio se reclutaron 40 pacientes diagnosticados con SAF 

primario y 40 donantes sanos (DS) durante un período de 24 meses. Todos 

los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética 

del Hospital de Sofía de Córdoba (España) y se obtuvo el consentimiento 

informado por escrito de cada paciente. El estudio se realizó de acuerdo 

con los principios de la Declaración de Helsinki. La selección de los 

pacientes se realizó teniendo en cuenta una serie de criterios entre los 

que se encuentran la presencia de un estatus de la enfermedad estable 

durante los últimos 6 meses en ausencia de complicaciones relacionadas 

con infección, aborto espontáneo, trombosis o cambio en el régimen de 

tratamiento.  
 

Para cada paciente se calculó el índice aGAPSS (del inglés, Adjusted Global 

anti-Phospholipid Syndrome Score). Como hemos comentado 

previamente, el cálculo de dicho índice se realiza sumando una serie de 

puntos asignados a factores de riesgo cardiovascular independientes y al 

perfil de anticuerpos antifosfolípido80.  
 

Entre los pacientes con SAF, 18 habían sufrido eventos trombóticos 

recurrentes, 16 habían presentado morbilidad durante el embarazo y 20 

mostraban aterosclerosis precoz, tras analizar el grosor de la íntima media 

carotídea (CIMT, del inglés carotid intima-media thickness). Ninguno de 

los DS presentaba antecedentes de enfermedad autoinmune, trastornos 

hemorrágicos, trombosis o abortos. 
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Los perfiles clínicos y de laboratorio de los pacientes con SAF y DS se 

muestran en la siguiente tabla (Tabla 1) 

 

 DS 
(n=40) 

SAF 
(n=40) p 

Parámetros clínicos 
Mujeres/Hombres, n 26/14 27/13 n.s. 
Edad, años (media ± DS) 47 ± 10 52 ± 10 n.s. 
Trombosis, n 0/40 30/40  
Trombosis Arterial, n 0/40 24/40  

Trombosis Venosa, n 0/40 7/40  

Recurrencias, n 0/40 18/40  

Morbilidad Obstétrica, n 1/40 16/40  

CIMT patológica, n 2/40 20/40  

Positividad para LA, n 0/40 37/40  

Positividad para aCL, n 0/40 16/40  
Positividad para Anti-β2GPI, n 0/40 13/40  
Hipertensión arterial, n 3/40 11/40  
Hiperlipidemia, n 18/40 18/40  
aGAPSS, (media ± DS) NA 8.73 ± 3.82  
Disfunción endotelial 
Área de Hiperemia (AH) 3462,2 ± 412,4 2077,7 ± 288,5 * 
PF-RF 58,70 ± 5,12 41,40 ± 4,30 * 
Tratamientos 
Antiplaquetarios, n 0/40 18/40  

Anticoagulantes, n 0/40 13/40  

Prednisona, n 0/40 5/40  

Estatinas, n 0/40 18/40  

Hidroxicloroquina, n 0/40 3/40  

Parámetros de Laboratorio 
Colesterol total, mg/dL 197 ± 25 191 ± 32 n.s. 
Colesterol HDL, mg/dL 52 ± 14 52 ± 14 n.s. 
Colesterol LDL, mg/dL 126 ± 18 113 ± 32 * 
Triglicéridos, mg/dL 91 ± 57 130 ± 88 * 
PCR, mg/dL 0.9 ± 1.3 3.5 ± 4.7 * 
VSG, mm/h 7.6 ± 4.8 12.4 ± 11.9 * 
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Tabla 1. DS= Donantes sanos; SAF= Síndrome Antifosfolípido; LA= Anticoagulante 
Lúpico; aCL= Anticuerpos anticardiolipina; Anti-β2GPI= Anticuerpos anti beta-2 
glicoproteína; PF-RF= valor de perfusión máximo tras liberar la oclusión (PF, del 
inglés peak flow))-valor de perfusión basal (RF, del inglés rest flow); PCR= 
Proteína C Reactiva; VSG= Velocidad de Sedimentación Globular; n.s.= no 
diferencias significativas; *, diferencias significativas (p value<0.05). 
 
 
De forma paralela, también se analizó una cohorte adicional de 20 sujetos 

que presentaban trombosis previas en ausencia de una enfermedad 

autoinmune asociada, para analizar la especificidad de las alteraciones 

presentes en los pacientes con SAF. Esta cohorte estaba constituida por 

12 mujeres no embarazadas y 8 hombres de 48 años de edad media 

(rango: 25-72 años), de los cuales 10 presentaban episodios de trombosis 

venosa profunda y otros 10 de trombosis en vasos cerebrales.  

 
 
5.2 Recogida de muestras sanguíneas, aislamiento celular y análisis de 

parámetros bioquímicos 

 
La sangre periférica de cada participante se recogió mediante 

venopunción directa en tubos conteniendo ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante, así como en 

aquellos tubos específicamente destinados a la obtención del suero. El 

volumen de sangre extraído en total fue de 50 mL. Para evitar cambios en 

la composición de la sangre promovidas por la dieta y el ritmo circadiano, 

las muestras se recogieron siempre a primera hora de la mañana y 

después de al menos 8 horas de ayuno. 
 

Para el aislamiento de plasma, las muestras de sangre se procesaron 

mediante centrifugación a 2000 × g durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, mientras que para la obtención del suero la sangre se 

centrifugó a 3500 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente, 
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siempre dentro de las 4 horas posteriores a la recogida. A continuación, 

tanto el suero como el plasma se transfirieron a tubos eppendorf libres de 

ARNasa y se almacenaron a -80 ° C hasta su análisis posterior. 
 

Parte de los tubos de sangre en EDTA se destinaron para el aislamiento de 

monocitos donde se realizaron la mayor parte de las determinaciones 

moleculares. En primer lugar, se realizó un gradiente de densidad en Ficoll 

donde se purificó la fracción leucocitaria mononuclear. Posteriormente se 

realizó la separación de monocitos mediante depleción inmunomagnética 

negativa a través de un kit comercial (Monocyte Isolation Kit II, Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Tras el aislamiento de los 

monocitos se procedió a confirmar la pureza de la muestra mediante 

citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD14 conjugado con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (96,8% ± 3,2 de monocitos vivos). 
 

Los parámetros bioquímicos indicativos de inflamación como los 

reactantes de fase aguda (PCR y VSG), los parámetros clínicos (trombosis 

arterial o venosa, morbilidad del embarazo) y los factores de riesgo 

tradicionales de aterosclerosis (obesidad, colesterol total, colesterol HDL, 

colesterol LDL, triglicéridos, apolipoproteínas A y B) se evaluaron como 

parte del seguimiento de rutina de los pacientes. 

 
 
5.3 Determinación del grosor de la íntima media carotídea mediante 

ecografía Doppler 

 
Para analizar la presencia de aterosclerosis temprana mediante el análisis 

de CIMT, se realizó un estudio ultrasonográfico con un ecógrafo Toshiba 

(Aplio). 
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Los pacientes fueron examinados en posición supino con la cabeza a 45 ° 

opuesta al lado de exploración. Se evaluaron tres segmentos de la arteria 

carótida: la arteria carótida común, el bulbo carotídeo y la arteria carótida 

interna. En cada segmento, se obtuvieron imágenes de las paredes 

cercanas y lejanas de la arteria carótida derecha e izquierda en 2 ángulos 

diferentes. Para cada imagen se calculó la distancia máxima del espesor 

íntima-media definido como "IMT máximo". La presencia de placas 

ateroscleróticas o un CIMT patológico se definió como una protrusión en 

el lumen mayor al 50% del CIMT adyacente o CIMT > 1,5 mm. 

 
 
5.4 Estudio de la función endotelial: láser Doppler lineal Periflux 5010 
 
El análisis de la función microvascular se realizó mediante flujometría láser 

Doppler, analizando la respuesta a la hiperemia reactiva, medida como el 

aumento del flujo sanguíneo que se produce después de la oclusión 

temporal del mismo mediante el uso de una sonda cutánea adherida a la 

parte interna del antebrazo.  
 

La prueba de la hiperemia reactiva tras la oclusión (PORH) (del inglés, Post 

Occlusive Reactive Hyperemia) se realiza obteniendo en primer lugar una 

medida basal de flujo sanguíneo de referencia durante 2 minutos seguida 

de un período de oclusión de 4 minutos. A continuación, se retira el 

manguito y se analiza la respuesta de PORH durante otros 3 minutos. Con 

esta técnica se obtienen los siguientes parámetros: perfusión basal (RF) 

(del inglés, rest flow), valor de perfusión máximo tras de la liberación de la 

oclusión (PF) (del inglés, peak flow) y área de hiperemia (AH) (del inglés, 

hyperemia area).  
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5.5 Array de proteínas de señalización intracelular (PathScan Array) 
 
El array de proteínas PathScan (Cell Signaling Technology, USA) permitió 

la detección simultánea del estado de activación (fosforilación o escisión) 

de 18 moléculas de señalización intracelular como ERK1/2, STAT1, STAT3, 

AKT, AMPKa, proteína ribosómica S6, mTOR, HSP27, Bad, quinasa P70 S6, 

PRAS40, p53, p38, SAPK/JNK, PARP, Caspase-3 y GSK-3b. Este array se 

llevó a cabo a partir de 10 μg de proteína total (75 μl) procedentes de 

monocitos purificados de pacientes con SAF y DS. Una vez que el lisado 

fue incubado en los cristales que contienen anticuerpos específicos para 

cada proteína, se le añadió una mezcla de anticuerpos biotinilados que 

fueron reconocidos por estreptavidina conjugada con actividad 

peroxidasa (HRP). Finalmente, la adición del reactivo LumiGLO perimitió 

la visualización del ensayo mediante quimiouminiscencia en un sistema de 

imagen digital (ImageQuant LAS4000). La intensidad de la señal de cada 

proteína se cuantificó mediante el software ImageJ y se normalizó 

respecto a los controles positivos de cada cristal o array. 

 
 
5.6 Análisis del perfil inflamatorio en plasma de pacientes con SAF 

mediante Bio-Plex 

 
Los niveles circulantes en plasma de 27 moléculas inflamatorias como 

citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesion, se determinaron 

mediante un ensayo luminex de Bio-Rad (California, USA).  

Brevemente, las muestras de plasma se incubaron con esferas magnéticas 

que llevan adheridos anticuerpos específicos frente a las proteínas 

circulantes a detectar. A continuación, se le añadieron anticuerpos 

biotinilados frente a cada proteína, para ser finalmente incubados con 

estreptavidina, la cual lleva conjugada un indicador fluorescente como la 
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ficoeritrina. La señal fluorescente proporcional a la cantidad de proteína 

en el suero se detectó mediante el instrumento Bio-plex 200 de Bio-Rad. 

La concentración de cada proteína se calculó utilizando curvas estándares 

para cada proteína incluida en el ensayo y expresada como pg/ml 

utilizando el software Bio-Plex Manager. 

 
 
5.7 Análisis de expression génica mediante Microarrays 
 
En primer lugar, el ARN fue extraído a partir de monocitos purificados de 

pacientes SAF y DS utilizando el kit “RNA/DNA/protein purification” 

(Norgen Biotek, Canada) el cual se basa en el aislamiento simultáneo y 

secuencial de ARN, ADN y proteínas utilizando columnas de purificación. 

Como control de calidad se evaluó el RIN (del inglés, RNA Integrity 

Number) en un Bioanalizador de Agilent y solo se utilizaron aquellas 

muestras que presentaron un RIN mayor de 7. 
 

El estudio de Microarray se llevó a cabo en una cohorte exploratoria de 3 

pacientes SAF y 3 DS utilizando la tecnología de Agilent: Whole Human 

Genome Microarray 44k, One-Color, la cual cuenta con más de 42 mil 

sondas frente a todos los genes conocidos anotados. 
 

Brevemente, el ARN purificado fue procesado e incubado con el colorante 

fluorescente Cy3 para ser posteriormente hibridado durante 17 horas a 

65 grados con las sondas específicas frente a cada gen de interés 

contenido en el cristal o array.  Tras una serie de lavados el array fue 

escaneado y los datos fueron extraídos mediante el software feature 

extraction version 10.7. Para el análisis de expresión diferencial se utilizó 

el software GeneSpring GX version 10.0. Los genes diferencialmente 

expresados entre pacientes SAF y DS fueron seleccionados teniendo en 
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cuenta un FDR (del inglés, False Discovery Rate) menor de 0.05 (p value 

ajustado por múltiples comparaciones) y un cambio de expresión de más 

de 2 veces entre ambos grupos (Fold change mayor de 2). 
 

Los datos originales del análisis de microarray fueron depositados en la 

base de datos pública GEO del NCBI (del inglés, National Center for 

Biotechnology Information) con el número de acceso GSE50395. 

 
 
5.8 Análisis de expression de microRNAs mediante NanoString 
 
A partir del ARN total purificado de los monocitos de los mismos pacientes 

SAF y DS que se utilizaron para el estudio de la expresión génica se 

realizaron dos respectivos “pooles” de RNA, donde se analizaron la 

expresión de miRNAs mediante la tecnología Nanonstring nCounter 

human v2 miRNA assay, el cual permitía la detección de más de 800 

miRNAs. 
 

Esta tecnología permitió el análisis de miRNAs mediante detección 

molecular digital directa en una sola reacción en ausencia de enzimas o 

reacciones de retrotranscripción o amplificación. Cada miRNA diana a 

detectar venía identificado por una sonda o “código de barras” molecular 

formado por una combinación única de distintos fluorocromos. Los 

miRNAs fueron hibridados con estas sondas, las cuales permitieron 

detectarlos y cuantificarlos digitalmente mediante el nCounter digital 

anayzer. Los datos obtenidos fueron finalmente analizados mediante el 

software nSolver, donde se normalizaron teniendo en cuenta la media 

geométrica del total de miRNAs en cada muestra. miRNAs 

diferencialmente expresados fueron seleccionados atendiendo a un 
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cambio en su expresión de al menos 2 veces entre pacientes SAF y DS (fold 

change mayor de 2). 

 
 
5.9 Caracterización funcional del perfil de genes y miRNAs alterados 

 
Los genes diferencialmente expresados entre pacientes SAF y DS se 

analizaron en su conjunto para identificar funciones biológicas, rutas y 

redes enriquecidas mediante dos herramientas bioinformáticas 

complementarias como las herramientas Ingenuity Pathway analysis (IPA) 

(http://www.INGENUITY.com) y Gene Ontology (GO) 

((http://www.geneontology.org/). La prueba exacta de Fisher se utilizó 

para determinar estadísticamente si una función biológica en concreto 

estaba enriquecida para el conjunto de genes diferencialmente 

expresados. 
 

Paralelamente, se realizó el análisis funcional de los miRNAs 

diferencialmente expresados mediante la herramienta bioinformática 

TAM 2 (http://www.lirmed.com/tam2/), la cual identificó funciones 

biológicas y enfermedades enriquecidas de forma estadísticamente 

significativas para el perfil de miRNAs alterados.  

 
 
5.10 Análisis Integrado miRNA-mRNA 
 
La identificación de potenciales interacciones entre los mRNAs y los 

miRNAs diferencialmente expresados en pacientes SAF respecto a DS se 

realizó mediante la herramienta microRNA Target Tool del software IPA. 

Esta herramienta cuenta con dos bases de datos como son Tarbase y 

TargetScan los cuales identifican aquellos pares miRNA-mRNA que han 
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sido validados experimentalmente o que tienen una predicción de alta 

confianza basada en homologías de secuencias respectivamente. 
 

Una vez identificadas las interacciones entre miRNAs y mRNAs, y teniendo 

en cuenta que los miRNAs son principalmente reguladores negativos de la 

expresión génica, se aplicó un filtro para obtener solo aquellas 

interacciones que mostraran una relación inversa en cuanto a su patrón 

de alteración entre pacientes SAF y DS, es decir interacciones entre genes 

sobreexpresados y miRNAs con expresión reducida y viceversa. 
 

Posteriormente y a partir de la compleja red de interacción obtenida, se 

seleccionó una red de interacción miRNA-ARNm específica para estudiar 

su relevancia clínica en profundidad. Para esta selección en primer lugar 

se tuvo en cuenta todos aquellos ARNm identificados como potenciales 

targets inversos de los miRNAs alterados en los monocitos de los 

pacientes SAF. A continuación, se realizó un análisis de enriquecimiento 

funcional con la herramienta STRING (https://string-db.org/) para 

identificar una firma de aquellos genes que por un lado presentaran una 

relación directa entre ellos previamente demostrada y por otro lado que 

estuviesen involucrados en funciones y rutas biológicas asociadas a la 

fisiopatología del SAF. Finalmente se generó una red de interacción 

específica conformada por dichos genes y sus potenciales miRNAs 

reguladores. 

 
 
5.11 PCR cuantitativa a tiempo real  
 
El ARN total, el cual contenía a la fracción de miRNAs, fue purificado 

mediante el kit de Norgen “RNA/DNA/protein purification” previamente 

descrito.  
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Para analizar los niveles de expresión génica de los genes seleccionados 

en la cohorte completa, se realizó en primer lugar una retrotranscripción 

mediante el kit PrimeScript RT Master Mix (Takara, Japan) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Posteriormente se llevó a cabo la 

reacción de PCR a tiempo real utilizando el kit SYBR Green qPCR Master 

Mix de Promega (USA). 
 

 

Las secuencias de los cebadores de los genes utilizados, así como se 

muestran a continuación en la Tabla 2: 

 

Gen Secuencia 

Forward Reverse 

GAPDH 5'-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3'  5'-ACATCGCTCAGACACCATG-3' 

OXR1 5'-CTGATGGTGATTAAAGACAGTG-3' 5'-CACTTAAAGACCTCAAACTCC-3' 

ALOX15β 5'-GATACAGAGGAACATGAAGC-3' 5'-CCGATGATTTCAGAGACAAAG-3' 

PXDNL 5'-AGACTGTAGGAGTAGAGGAC-3' 5'-GATAGCTGTATTGAGCTGAG-3' 

GPX8 5'-AAGGATGCAAAAGGAAGAAC-3' 5'-CCCTAAGTAATTTCTGTCTGTG-3' 

ITGA2 5'-GGTGGGGTTAATTCAGTATG-3' 5'-ATATTGGGATGTCTGGGATG-3' 

SELE 5'-GAGAATTCACCTACAAGTCC-3' 5'-AGGCTTGAACATTTTACCAC-3' 

VCAM-1 5'-ACTTTATGTCAATGTTGCCC-3' 5'-CATATTCACAGAACTGCCTTC-3' 

SERPINβ2 5'-TGCTGGAAAGTGAAATAACC-3' 5'-GGATCTGAGTTCATAATCTC-3' 

VEGF 5'-GACCAAAGAAAGATAGAGCAAG-3' 5'-ATACGCTCCAGGACTTATAC-3' 

TNFRSF1A 5'-CCCCTGGTCATTTTCTTTG-3' 5'-ATTTCCCACAAACAATGGAG-3' 

MCP-1 5'-GGGGAAAGCTAGGGGAAAATAAGT-3' 5'-CAGCAGCAAGTGTCCCAAAGAAG-3' 

IFNγ 5'-GGTAACTGACTTGAATGTCC-3' 5'-TTTTCGCTTCCCTGTTTTAG-3' 

IL-1α 5'-AGTTCTTAGTGCCGTGAGTTCC-3' 5'-GTGACTGCCCAAGATGAAG-3' 

TFGβ 5'-AACCCACAACGAAATCTATG-3' 5'-CTTTTAACTTGAGCCTCAGC-3' 

STAT-1 5'-ACCCAATCCAGATGTCTATG-3' 5'-GAGCCTGATTAAATCTCTGG-3' 

MAP2K6 5'-CATCTTGATTCCCTGAAAGTC-3' 5'-CCTTTCGACTGAGACATTTTC-3' 

MAP3K4 5'-CCTTCATCTGAGGAGAAATG-3' 5'-GCTGCTTAATACTCAAGAGAG-3' 

 
Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados para determinar expresión génica 
mediante RT-PCR. 
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Para el análisis de la expresión de los miRNAs seleccionados en la cohorte 

completa se utilizó la tecnología de Exiqon siguiendo sus 

recomendaciones, la cual emplea una retrotranscripción universal de 

todos los miRNAs mediante el reactivo miRCURY LNA Universal RT 

microRNA PCR system y parejas de cebadores específicos para la reacción 

de PCR de cada miRNA (miRCURY LNA miRNA PCR Assays). 

 
Las secuencias de los miRNAs analizados se detallan a continuación en la 

Tabla 3: 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 3. Secuencias de los miRNAs analizados mediante RT-PCR. 
 

La reacción de PCR se realizó en un termociclador LightCycler® 480 (Roche 

Diagnostics) con el siguiente protocolo: 10 min a 95 ºC, seguido de 40 

ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 95ºC, y 1 min de fase de 

hibridación y extensión a 60ºC. Para cada curva de amplificación generada 

se obtuvo el ciclo umbral (Ct), de tal forma que los valores de expresión 

se calcularon como expresión relativa de cada gen o miRNA diana frente 

a los genes de referencia GAPDH (gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa) o RNU6 respectivamente, utilizando el método 2-ΔΔCt. 

Las muestras se analizaron por duplicado y los controles negativos se 

incluyeron en todas las reacciones26,81-83. 

miRNA Secuencia 

miR-17-5p 5'-CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG-3' 

miR-26a-5p 5'-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3' 

miR-30b-5p 5'-UGUAAACAUCCUACACUCAGCU-3' 

miR-145-5p 5'-GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-3' 

miR-150-5p 5'-UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG-3' 

miR-199a-5p 5'-CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC-3' 

miR-376c-3p 5'-AACAUAGAGGAAAUUCCACGU-3' 

miR-494-3p 5'-UGAAACAUACACGGGAAACCUC-3' 

miR-146b-5p 5'-UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU-3' 
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5.12 Transfeccciones con miRNA mimic y ensayos de Luciferasa 
 
Monocitos purificados de cuatro pacientes con SAF, seleccionados entre 

aquellos que habían sufrido trombosis y eran positivos para anticuerpos 

antifosfolípido, fueron sembrados en placas de 12 pocillos con medio 

completo sin antibióticos (Opti-MEM, Life Technologies, Madrid, Spain) y 

transfectados con 100nM de los miRNA mimics: hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-

145-5p, miR146b-5p, o hsa-miR-199a-5p (Life Technologies, Madrid, 

Spain); o con la misma concentración de la secuencia nucleotídica no 

específica utilizada como control de transfección (negative scrambled 

control). Como agente de transfección se utilizó el reactivo siPORT NeoFX 

(Life Technologies, Madrid, Spain) basado en liposomas siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

Tras 48 horas de transfección, los niveles de ARNm y proteína de sus 

potenciales diana (STAT-1, IL1A, TGF-beta y VCAM-1) fueron evaluados 

mediante PCR, wetern blot y citometría de flujo. 
 

La interacción directa entre las potenciales dianas y sus miRNA 

reguladores fue analizada utilizando la tecnología LightSwith Luciferase 

Assay reporter system (SwithGear Genomics) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. De forma resumida, 250000 células 

HEK293 fueron sembradas en placas de 96 pocillos blancas 24 horas antes 

de la transfección. Posteriormente, las células fueron co-transfectadas 

con vectores que contenían la región 3´UTR de cada uno de los genes 

diana unido al gen de la luciferasa (RenSP) así como con 100nM de cada 

miRNA mimic o del control negativo de los miRNA mimics (negative 

scrambled control). 
 

Paralelamente se incluyeron otros controles negativos como un vector 

que solo contenía el gen de la luciferasa sin la región 3´UTR de ningún gen 
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(empty 3´UTR vector) y un vector con la región 3´UTR de un gen 

housekeeping como el GAPDH, el cual no contenía ningún sitio de unión 

para los miRNAs estudiados. Tras 24 horas de transfección la actividad 

luciferasa fue determinada en un luminómetro siguiendo las 

recomendaciones del fabricante.  

 
 
5.13 Análisis de la actividad procoagulante y adhesión celular 
 
Los efectos de las transfecciones con miRNA mimic sobre la actividad 

procoagulante de los monocitos de los pacientes con SAF fue evaluado en 

los lisados celulares utilizando las recomendaciones del fabricante del kit 

Tissue factor human chromogenic activity assay (Abcam, Cambridge, 

United Kingdom). Este kit mide la capacidad del complejo formado por el 

Factor tisular y el Factor VIIa de activar el Factor X hacia el Factor Xa. La 

cantidad de Factor Xa generada es detectada mediante absorbancia, la 

cual es proporcional a la actividad enzimática del factor tisular. 
 

La adhesión celular fue analizada siguiendo las recomendaciones del 

fabricante del kit Vybrant cell adhesión assay (Molecular Probes Inc, 

Leiden, Netherlands), el cual utiliza un reactivo fluorescente que es 

incorporado a las células (Calcein acetoxymethyl ester), para facilitar la 

detección de las células adheridas a la placa mediante un lector de 

fluorescencia tras realizar los lavados correspondientes. 

 
 
5.14 Tratamientos in vitro con anticuerpos antifosfolípidos purificados 
 
En primer lugar, se purificó la fracción total de IgG procedente de un pool 

de suero de 7 pacientes con SAF, los cuales se caracterizaban por 

presentar altos títulos de anticuerpos anticardiolipina y anti- β2GPI de 
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isotipo IgG, mediante cromatografía de afinidad mediante el kit de 

columnas MAbTrap kit (Amershan Biosciences, United Kingdom). 

Posteriormente la actividad autoinmune de las IgG purificadas se validó 

mediante kits de ELISA (QUANTALite® ß2GPI-IgG and QUANTALite® ACA 

IgG III kit, Inova Diagnostics; San Diego, California, USA). Como control 

también se purificó la fracción total de IgG procedente de un pool de suero 

de 7 donantes sanos. 
 

Monocitos aislados a partir de la sangre periférica de donantes sanos 

fueron cultivados en placas de 12 pocillos en medio RPMI completo sin 

FBS que pudiese contener miRNAs exógenos. A continuación, fueron 

tratados con 500 μg/mL de la fracción de IgG purificadas a partir del suero 

de pacientes SAF o donantes sanos durante 24 horas a 37ºC y 5% CO2. 

De forma paralela, células endoteliales HUVEC (Primary human umbilical 

vein endothelial cells) procedentes de Lonza Group LTD (Basel, 

Switzerland) se cultivaron 24 horas a 37ºC y 5% CO2 en medio EBM 

(Endothelial Basal Medium; Lonza, Walkersville, MD USA) suplementado 

con 10% de FBS, 0.1% de hEGF (human epidermal growth factor; Lonza), 

0.1% de hidrocortisona (Lonza), 0.1% de gentamicina-anfotericina B GA-

1000, 4 Lonza), 0.4% de BBE (bovine brain extract; Lonza), y 1% del 

reactivo ZellShield para prevenir la contaminación del cultivo (Minerva 

Biolabs, GmbH, Berlin, Germany). Tras alcanzar la confluencia, las células 

endoteliales fueron tratadas durante 24 horas a 37ºC con el sobrenadante 

de los monocitos tratados con la fracción IgG purificada de los pacientes 

SAF y donantes sanos en ausencia de FBS.  
 

Para caracterizar de forma específica los efectos de las moléculas 

secretadas al sobrenadante por los monocitos activados con la fracción 

IgG de los pacientes SAF, sobre las células endoteliales, y evitar efectos 
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confundentes promovidos por la propia fracción IgG, tras 6 horas de 

tratamiento, el medio de cultivo de los monocitos fue renovado con nuevo 

medio para incubarse otras 18 horas más.  

Este último sobrenadante fue aquel empleado para los tratamientos de 

las células endoteliales. Se realizaron 4 experimentos independientes por 

triplicado con las células en pase 4. 

 
 
5.15 Análisis estadísticos 
 
Todos los datos se expresaron como media ± desviación estándar. Los 

análisis estadísticos se realizaron utilizando SSPS 25.0 (SPSS Inc., Chicago, 

Illinois, USA). Tras comprobar la normalidad y la igualdad de varianzas, las 

características clínicas se compararon mediante el test paramétrico T-

Student o el test no paramétrico U de Mann-Whitney. Se compararon 

muestras apareadas de los mismos sujetos mediante el test de Wilcoxon. 

Las correlaciones se evaluaron mediante la correlación de Spearman. Las 

diferencias se consideraron significativas con un P-value <0,05. Para los 

estudios de correlación con múltiples comparaciones se aplicó una 

corrección de Bonferroni. 

Por otra parte, con el fin de estratificar a los pacientes con SAF según su 

perfil molecular de forma no supervisada se utilizó el algoritmo de 

clusterización k-means mediante la plataforma Metaboanalyst 81. 

 

El diseño global del estudio se resume en el siguiente gráfico (Figura 1).  
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Figura 1. Diseño del estudio 
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6. Resultados  
 
6.1 Los monocitos de pacientes con SAF primario muestran perfiles de 

expresión de genes y miRNAs relacionados con enfermedades 

cardiovasculares e inflamatorias 

 
El array de expresión génica identificó 547 genes alterados en monocitos 

de pacientes con SAF primario en comparación con los donantes sanos, 

incluyendo 374 ARNm sobreexpresados y 173 reducidos (Figura 1A y 

Tabla suplementaria I), los cuales presentaban un cambio en su expresión 

de al menos dos veces (fold change>2). 
 

El análisis de enriquecimiento funcional de estos genes mostró que las 

enfermedades más relevantes asociadas con estos cambios 

transcripcionales eran las enfermedades cardiovasculares, enfermedades 

inflamatorias, renales y dermatológicas. Igualmente, los principales 

procesos biológicos asociados a los genes alterados fueron la señalización 

de citoquinas y quimioquinas, vías de señalización intracelular -como TLR, 

JAK, p38, Erk, STAT y NFkappaB-, adhesión celular y angiogénesis, entre 

otras (Figura 1B). 
 

En cuanto al análisis del perfil miRNAs, los monocitos de pacientes con SAF 

presentaron 22 miRNA diferencialmente expresados, de los cuales 3 se 

encontraban sobreexpresados y el resto reducidos (fold change>2) (Figura 

1C y Tabla suplementaria II).  
 

La clasificación funcional de estos miRNA mostró su asociación con 

diferentes procesos relevantes en la fisiopatología de la enfermedad 

como respuesta inflamatoria, proliferación celular, apoptosis y 
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angiogénesis entre otras, ligadas al desarrollo de trastornos 

cardiovasculares y enfermedades del tejido conectivo (Figura 1D). 
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Figura 1. Perfiles de expresión exploratorio de genes y miRNAs en monocitos 
de pacientes con SAF primario y categorización funcional. A) Scatter plot 
representando el perfil de expresión de genes procedentes de un pool de ARN 
de monocitos de 3 pacientes con SAF y de 3 donantes sanos. B) Caracterización 
funcional mediante la plataforma GEO (gene expression omnibus) de la firma de 
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genes cuya expresión se encontró alterada, mostrando los 10 procesos 
biológicos y enfermedades más relacionadas. C) Scatter plot representando el 
perfil de expresión de miRNAs procedentes de un pool de ARN de monocitos de 
3 pacientes con SAF y de 3 donantes sanos. D) Caracterización funcional 
mediante la plataforma TAM 2.0 de la firma de miRNAs cuya expresión se 
encontró alterada, mostrando los 10 procesos biológicos y enfermedades más 
relacionadas. APS, síndrome antifosfolípido (del inglés antiphospholipid 
syndrome); HD, donantes sanos (del inglés healthy donors). 
 
 
6.2 Las rutas de señalización intracelular asociadas a procesos 

cardiovasculares y al estado inflamatorio crónico mediado por el 

sistema inmune se encuentran activadas en los monocitos de 

pacientes con SAF 

 
Con el fin de evaluar la activación de las vías de señalización intracelular 

que podrían regulan la expresión de una serie de genes alterados e 

implicados en la fisiopatología del síndrome, se analizó el estado de 

fosforilación de proteínas de señalización intracelular mediante un array.  
 

Este análisis mostró una activación significativa de 18 quinasas 

intracelulares entre las que destacan Akt, AMPK, ERK, GSK, mTOR, JNK y 

STAT1 y 3 entre otras. Estas proteínas se caracterizan por estar 

involucradas en el mantenimiento del estado inflamatorio crónico y 

protrombótico presente en pacientes con SAF primario (Figura 2). 
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Figura 2: Estado de activación de rutas intracelulares implicadas en trombosis 
e inflamación en monocitos de pacientes con SAF primario. A) Diagramas 
representativos de distribución de proteínas y estado de fosforilación de las 
proteínas analizadas utilizando el array PathScan (Cell Signaling) en lisados 
proteicos de monocitos procedentes de 5 pacientes con SAF primario y 5 
donantes sanos. B) Heatmap mostrando los niveles de fosforilación de las 
proteínas intracelulares en monocitos entre SAF primario y donantes sanos.  
*p<0.05. APS, síndrome antifosfolípido (del inglés antiphospholipid syndrome). 
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6.3 El análisis integrado de ARNm-miRNA ha permitido identificar una 

firma de genes alterados en SAF, interconectados entre sí y asociados 

a enfermedad cardiovascular, y potencialmente modulados por un 

conjunto específico de miRNA alterados 

 
Con el fin de identificar todas aquellas relaciones entre los genes y los 

miRNAs alterados en SAF, se utilizó la herramienta miRNA Target Filter de 

la plataforma Ingenuity Pathway (IPA), la cual identifica pares ARNm-

miRNA en función de su predicción teórica a nivel de secuencia (con alta 

confianza) y de su validación experimental previa.  Este análisis identificó 

una red de interacción compuesta por 147 genes diana que podían ser 

potencialmente regulados por 20 miRNA (Figura 3).  

 

 
 

Figura 3: Análisis integrado ARNm-miRNA mediante Ingenuity Pathway 
platform. Diagrama representativo del análisis llevado a cabo por el programa 
bioinformático IPA mostrando el origen, los pasos y el resultado final del mismo. 
 
 
A continuación, se aplicó un filtro para identificar de entre todas, 

únicamente aquellas interacciones ARNm-miRNA con relación recíproca o 

inversa dado que los miRNAs son principalmente reguladores negativos 

miRNA mRNA

nCounter miRNA
Expression Assays

(NanoString Technologies)

Human Gene 
Expression Microarrays

(44K, Agilent, one colour)

22 differentially expressed 518 differentially expressed
(Cut-off: 2- Fold Change) (Cut-off: 2- Fold Change)

miRNA-mRNA Integration

Integrated IPA Analysis (MicroRNA Target Filter)

115 mRNA targets (97 up/18 Down)
19 miRNAs (17 down /2 up)

Expression pairing
(reciprocal expression filter) 

147 mRNAs ; 20 miRNAs
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de la expresión génica. Este análisis identificó una red de interacción 

compuesta por 19 miRNAs y 115 ARNm cuya alteración presentaba un 

sentido recíproco o inverso en los monocitos de los pacientes con SAF 

(Figura 4). 

 

 
 
 
Figura 4. Red de interacción entre los genes y miRNAs alterados en los 
monocitos de los pacientes SAF. Se muestran únicamente interacciones directas 
ARNm-miRNA experimentalmente validadas o con una predicción de alta 
confianza. En rojo se muestran aquellos genes o miRNAs sobreexpresados y en 
verde aquellos genes o miRNAs con expresión reducida en los monocitos de los 
pacientes con SAF. 
 
 
Posteriormente se realizó un análisis funcional mediante la plataforma 

STRING de los genes que conformaban esta red con el fin de identificar 

una firma de genes dentro de la misma que pudiese tener un impacto 

relevante en funciones biológicas comunes y relevantes en cuanto a la 

Up-regulated
Down-regulated
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fisiopatología de la enfermedad. Dicho análisis identificó una firma de 

genes altamente interconectados entre sí, los cuales estaban asociados a 

vías moleculares estrechamente relacionadas con inflamación y el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares y renales en línea con la 

patología del SAF.  En esta firma destacaban genes individuales 

anteriormente relacionados con el desarrollo de enfermedades 

inflamatorias y cardiovasculares como IL1A, VEGFA, CCL2, IFNG, STAT1, 

TGFB, SERPINB2, SELE, ITGA2 o MAPKs entre otros (Figura 5).  

 

 



 

73  

 
 
Figura 5. Red de interacción entre los genes potencialmente modulados por 
miRNAs en monocitos de pacientes SAF. Red de interacción mostrando la 
relación entre los genes diferencialmente expresados en los monocitos de 
pacientes SAF potencialmente modulados por miRNAs. Se muestran también en 
tablas los resultados del análisis de enriquecimiento funcional de procesos 
biológicos y enfermedades asociadas procedentes de las plataformas Gene 
Ontology y DisGeNEt respectivamente. 
 
 
Finalmente, caracterizamos la red específica conformada por esta firma 

de genes identificados como interconectados y teóricamente relevantes 

en la patología del SAF junto con sus potenciales miRNAs reguladores 

entre los que se encuentran miR-26a-5p, miR-376c-3p, miR-199a-5p, miR-

17-5p, miR-494-3p, miR-145-5p, miR-150-5p, miR-146b-5p y miR-30b-5. 

Esta red incluía varios ARNm controlados al mismo tiempo por diferentes 

miRNAs, así como varios miRNAs controlando los mismos ARNm de forma 

simultánea, de tal forma que la alteración de este conjunto de genes y 

miRNAs podría tener un impacto global en el desarrollo de la patología 

cardiovascular de los pacientes con SAF (Figura 6).  

 
 

Gene Enrichment Analysis - GO Biological Process Gene Enrichment Analysis - DisGeNET (Gen-Disease Associations)
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Figura 6. Red de interacción específica entre genes claves asociados a la 
patogenia del SAF y sus potenciales miRNAs reguladores. Se muestra el tipo de 
relación directa entre los genes y los miRNAs identificadas mediante TargetScan, 
así como las funciones biológicas en las que están involucradas cada gen. En 
círculos se destacan aquellos miRNAs cuya relación directa con sus ARNm diana 
será analizada experimentalmente en profundidad más adelante en esta tesis. 
 
 
 
 
6.4 La alteración de la firma específica formada por los genes y sus 

miRNAs reguladores se validó en la cohorte completa 

 
Para validar los datos obtenidos en el array exploratorio de genes y 

miRNAs, se analizó la expresión de esta firma específica de genes 

interconectados y modulados por miRNAs en la cohorte completa de 

pacientes con SAF y DS mediante RT-PCR. Estos análisis confirmaron la 

expresión alterada de los ARNm (Figura 7A) y los miRNAs (Figura 7B) 

previamente identificados en los arrays exploratorios. 
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Además, se identificó una fuerte correlación positiva entre los niveles de 

ARNm validados, lo que confirma la interconexión teórica entre ellos 

detectada en los análisis anteriores. En consecuencia, las correlaciones 

positivas presentes entre todos los miRNA apoyaron la potencial relación 

sinérgica en cuanto al control de sus dianas y vías moleculares concretas.  
 

Igualmente, se pudo observar una correlación inversa entre los genes y 

algunos de los miRNA validados avalando la relación recíproca identificada 

en el análisis de integración ARNm-miRNA (Figura 7C).  
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Figura 7. Análisis de validación de la alteración de la firma específica de genes 
y miRNAs y estudios de correlación. A) Análisis de validación mediante RT-PCR 
de los genes seleccionados, en monocitos de todos los pacientes con SAF (n = 40) 
y DS (n = 40) incluidos en el estudio.  B) Análisis de validación mediante RT-PCR 
de los miRNA reguladores en los monocitos de todos los pacientes con SAF y DS 
incluidos en el estudio. En ambos análisis se muestra la expresión individual en 
gráficos de violines. (*), p <0,05; (**), p <0,01; (***), p <0,001 frente a donantes 
sanos. El valor de p se obtuvo mediante la prueba t de Student.  C) Heatmap de 
correlación entre los niveles de expresión de los genes y los miRNAs validados en 
monocitos de pacientes con SAF. Los colores rojo o verde en cada cuadrado 
representan los coeficientes de correlación de Spearman positivos o negativos, 
respectivamente. El símbolo (*) en cada cuadro representa correlaciones 
estadísticamente significativas (p <0.05). APS, síndrome antifosfolípido (del 
inglés antiphospholipid syndrome); HD, donantes sanos (del inglés healthy 
donors). 
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6.5 Los ensayos de transfección en monocitos de pacientes con SAF 

validaron experimentalmente la relación directa entre los miRNAs y 

sus ARNm diana e identificaron su influencia sobre su actividad 

celular 

 
Para profundizar en la relevancia funcional de las interacciones teóricas 

(in silico) identificadas entre varios miRNAs y sus genes diana, 

desarrollamos diferentes aproximaciones experimentales. 

En primer lugar, se llevaron a cabo transfecciones con mimic de varios 

miRNAs en monocitos de pacientes con SAF seleccionados en función de 

su alto número de genes dianas asociados a las principales características 

fisiopatológicas del SAF (Figura 7). La transfección con los mimic de miR-

30b-5p, miR-145-5p, miR-146b-5p and miR-199a-5p promovió la 

sobreexpresión de los niveles intracelulares de estos miRNAs en los 

monocitos de los pacientes SAF (Figura 7 A). 
 

A continuación, evaluamos la influencia de dicha sobreexpresión sobre los 

niveles de ARNm y proteína de sus dianas moleculares. La sobreexpresión 

con miR-30b promovió un descenso significativo a nivel de ARNm y 

proteína de STAT-1, mientras que también redujo los niveles proteicos de 

IL1A. Igualmente, la transfección con el mimic del miR-146b-5p disminuyó 

la expresión de STAT-1. Por su parte, la sobreexpresión de miR-145-5p 

promovió el descenso a nivel de ARNm y proteína de TGFbeta2 y VCAM1. 

Por último, el mimic del miR-199a disminuyó los niveles de ARNm y 

proteína de TGFbeta2 (Figura 7 B-C). 
 

Por otro lado, para evaluar el impacto de la expresión alterada de los 

miRNAs sobre la actividad del monocito, se analizó la actividad 

procoagulante y la adhesión celular en los experimentos de transfección 
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con miRNA mimic. Por un lado, la sobreexpresión de los miR-30b-5p, 145-

5p y miR-199a-5p promovió una reducción significativa de la actividad 

procoagulante dependiente de factor tisular en los monocitos de 

pacientes con SAF (Figura 7 D). Por otro lado, la sobreexpresión del miR-

146b-5p disminuyó la capacidad de adhesión de los monocitos de los 

pacientes con SAF (Figura 7 E), mientras que otros miRNAs no 

influenciaron dicha actividad. 
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Figura 7. Análisis de transfección entre los miRNAs y genes diana y ensayos  
funcionales. A) Monocitos aislados de 4 pacientes con SAF que fueron 
transfectados con 100 nmol/L de mimic de miR-30b-5p, miR-145, miR-199a-5p y 
miR-146b-5p, así como con una secuencia oligonucleotídica no específica como 
control (scrambled) utilizando el agente de transfección siPORT. Tras 48 horas de 
transfección la sobreexpresión de los miRNAs fue verificada mediante RT-PCR. B) 
Análisis de los niveles de expresión génica de las dianas moleculares de los 
miRNAs transfectados mediante RT-PCR. C) Análisis de los niveles de expresión 
proteica de las dianas moleculares de los miRNAs transfectados mediante 
western blot y citometría de flujo. D) Actividad del factor tisular en los monocitos 
de SAF transfectados con los miRNAs. E) Capacidad de adhesión celular de los 
monocitos de SAF transfectados con los miRNAs. * p<0.05. 
 

SCR IL1A STAT1 STAT1 TGFb TGFb VCAM1
0

50

100

150

200

m
R

N
A

 le
ve

l
(R

el
at

iv
e 

ex
pr

es
si

on
)

* * * *

S C R
c o n tr o l

3 0 b -5 p
m im ic

1 4 5 -5 p
m im ic

1 4 6 b -5 p
m im ic

1 9 9 a -5 p
m im ic

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0

m
iR

N
A

 l
e

v
e

l
(R

e
la

ti
v

e
 e

x
p

re
s

s
io

n
)

* *

*

*

A

C

B

D

Protein target Expression

Procoagulant activity

SCR
145-5p

PE-FL2

Co
un

ts

IL-1A

SCR 30b-5p
STAT-1

ACTIN

199a-5p 145-5p
TGFβ2
ACTIN

SCR

SCR 146b-5p
STAT-1
ACTIN

86kDa

86kDa

21kDa

19kDa

43kDa

43kDa

43kDa

0

50

100

150

C
D

11
B

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l A
U

 o
f  

IO
D

 (%
)

SCR
miR-30b-5p mimic

miR-146b-5p mimic
miR-199a-5p mimic

miR-145-5p mimic**

0

50

100

150

C
D

11
B

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l A
U

 o
f  

IO
D

 (%
)

SCR
miR-30b-5p mimic

miR-146b-5p mimic
miR-199a-5p mimic

miR-145-5p mimic**

mRNA target Expression

SCR 30b-5p 
mimic

146b-5p
mimic

145-5p 
mimic

199a-5p 
mimic

60

80

100

120

Ti
ss

ue
 F

ac
to

r A
ct

iv
ity

 (%
)

* * *

SCR 30b-5p 
mimic

145-5p 
mimic

146b-5p
 mimic

199a-5p 
mimic

0

50

100

150

200

C
el

l A
dh

es
io

n 
(%

)

*

SCR IL1A STAT1 STAT1 TGFb TGFb
0

50

100

150

Pr
ot

ei
n 

le
ve

l A
U

 o
f  

IO
D

 (%
)

*
*

* **

Cell adhesionE

SCR VCAM1
0

50

100

150

C
el

l-s
uf

ac
e 

ex
pr

es
si

on
 (%

)

*

miRNA mimic transfection

SCR       30b-5p    145-5p    146b-5p    199a-5p
Control     mimic      mimic      mimic       mimic



 

80  

Además, para evaluar la interacción directa entra la secuencia semilla 

(seed sequence) de los miRNAs seleccionados y la región 3´UTR de los 

genes identificados como potenciales dianas, se llevaron a cabo ensayos 

de luciferasa.  Estos ensayos confirmaron la interacción directa entre 

varios pares ARNm-miRNA como STAT1 con miR-30b y miR-146b, TGFB2 

con miR-145 y miR-199a y VCAM1 con el miR-145. La regulación de IL1A 

por el miR-30b identificada previamente, pareció estar mediada por una 

interacción indirecta, ya que la actividad luciferasa no cambió. No se 

observaron diferencias en la actividad luciferasa de los vectores utilizados 

como controles negativos (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Ensayos de luciferasa. La actividad luciferasa se analizó en células 
HEK293 tras 24 horas de co-transfección con vectores de luciferasa conteniendo 
la región 3´UTR de los genes diana y con los mimic de los miRNAs o el control 
negativo scrambled. Los datos obtenidos de 4 experimentos independientes de 
transfección se expresaron como cambios relativos al valor de las células 
transfectadas con el control negativo scrambled, normalizado al 100%. *p<0.05. 
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6.6 La alteración de la firma integrada por ARNm y miRNA fue estable en 

el tiempo y específica respecto a pacientes trombóticos sin 

enfermedad autoinmune 

 
Tres meses después de la recolección de la primera muestra de sangre se 

evaluaron nuevamente los monocitos de varios pacientes con SAF 

incluidos en el estudio (n=21) con el fin de analizar la estabilidad de la 

firma compuestas por los genes interconectados. Los resultados 

demostraron que la expresión génica se mantuvo estable en la segunda 

muestra. Además, los niveles de expresión de esta firma evaluados en dos 

tiempos se encontraron significativamente correlacionados entre sí. Por 

lo tanto, nuestros datos apoyan la teoría de que los monocitos SAF 

muestran una firma protrombótica específica que permanece estable en 

el tiempo (Figura 9 A). 
 

A continuación, para evaluar la especificidad de la alteración de la firma 

de ARNm encontrada en los monocitos de pacientes con SAF, y analizar si 

los cambios en la expresión de génica estaban influenciados por su estado 

protrombótico, se analizó otro grupo de enfermedad, que incluía 20 

sujetos con trombosis, pero sin evidencia de enfermedad autoinmune 

relacionada. En estos pacientes trombóticos, los niveles de expresión de 

los ARNm seleccionados fueron significativamente diferentes de los 

niveles de expresión descritos en pacientes con SAF (Figura 9 B). 

Paralelamente, se evaluó la expresión alterada de los miRNA validados en 

nuestra cohorte de SAF, en los monocitos de la cohorte de pacientes con 

trombosis, pero sin enfermedad autoinmune asociada. De nuevo, el perfil 

de miRNA de monocitos mostrado por esos pacientes eran distintos de los 

encontrados en pacientes con SAF primario (Figura 9 C). 
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Figura 9. Análisis de la estabilidad y especificidad de la firma integrada por 
ARNm y miRNA en monocitos SAF. A) Gráfico de barras que muestra los niveles 
de expresión relativa de los genes alterados en los monocitos de pacientes SAF 
tres meses después de la primera toma de muestra de sangre. En la parte inferior 
se muestra una tabla con el coeficiente de correlación de Pearson y los valores p 
entre los niveles de expresión génica a nivel basal y tres meses después. B) 
Gráficos de violín representando la expresión de los genes alterados en los 
monocitos de pacientes SAF genes respecto a los pacientes trombóticos no 
autoinmunes. C) Gráficos de violín representando la expresión de miRNAs 
alterados en los monocitos de pacientes SAF genes respecto a los pacientes 
trombóticos no autoinmunes. *p <0.05; **p <0.01; *** p<0.001. APS, síndrome 
antifosfolípido (del inglés antiphospholipid syndrome); TH, pacientes 
trombóticos no autoinmunes. 
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6.7 Potencial influencia del tratamiento estándar en SAF sobre la firma 

alterada de ARNm-miRNA en los monocitos de pacientes SAF. 

 
Atendiendo al tratamiento principal recibido, se diferenciaron dos grupos 

de pacientes con SAF, de tal manera que un grupo estaba formado por 14 

pacientes en tratamiento con antiagregantes plaquetarios (APL) y otro 

grupo por 20 pacientes con anticoagulantes orales (AC).  
 

La comparación estadística entre dichos grupos de pacientes no mostró 

diferencias estadísticamente significativas en la firma de genes y miRNAs 

a excepción de los genes VEGF, TGFβ2, STAT-1 y del miR-17-5p, todos 

ellos altamente interrelacionados entre sí, jugando un papel importante 

en la regulación de la pared vascular77,84,85 (Figura 10). 

 

Figura 10. Análisis de la influencia de los tratamientos en la alteración de la 
firma integrada por ARNm y miRNA en monocitos de pacientes con SAF. 
Gráficos de cajas y bigotes representando la expresión de genes (A) y miRNAs (B) 
en los monocitos procedentes de los pacientes SAF que toma anticoagulantes 
(AC) o agentes antiplaquetarios (APL). 
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6.8 Los anticuerpos antifosfolípidos modularon el perfil molecular de los 

monocitos y promovieron disfunción endotelial 

 
Los estudios de correlación demostraron una relación significativa entre 

la alteración en la regulación de varios genes y miRNAs con los niveles de 

anticuerpos antifosfolípido. Por tanto, títulos elevados de aCL o anti-

β2GPI de isotipo IgG, se correlacionaron positivamente con altos niveles 

de expresión de varios genes implicados en estrés oxidativo, señalización 

intracelular, trombosis e inflamación, y negativamente con niveles de 

expresión bajos de miR-26a-5p y miR-17- 5p (Figura 11 A). 
 

Además, varios parámetros relacionados con la disfunción endotelial 

microvascular derivados del análisis de hiperemia oclusiva, como la 

reducción del área hiperémica (HA) y el flujo sanguíneo máximo tras 

oclusión temporal menos el flujo basal (Pf-Rf), se relacionaron 

negativamente con una mayor expresión de algunos genes involucrados 

en inflamación y aterosclerosis, y se asociaron positivamente a niveles 

reducidos de varios miRNAs (Figura 11 B). 
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Figura 11. Análisis de correlación entre parámetros de autoinmunidad y 
función endotelial y la firma integrada de ARNm y miRNA en monocitos de 
pacientes con SAF. Heatmap que muestra el análisis de correlación entre 
genes/miRNA alterados en SAF y parámetros relacionados con autoinmunidad 
(A) o disfunción endotelial microvascular (B). Cada cuadrado representa el 
coeficiente de correlación de Spearman. Los colores rojo o verde representan los 
coeficientes de correlación de Spearman positivos o negativos, respectivamente. 
aCL , anticuerpos anti-cardiolipina; aB2GPI, anti-B2glicoproteína I-; HA, área 
hiperémica; Pf-Rf, flujo sangíneo máximo tras oclusión (peak flow) menos flujo 
basal (rest flow). *p <0.05. 
 
 
En base a estos resultados in vivo realizamos una serie de experimentos in 

vitro para analizar el papel específico de estos anticuerpos en la alteración 

molecular producida en monocitos y secundariamente en la disfunción 

endotelial derivada de esta. 
 

Los anticuerpos antifosfolípidos de isotipo IgG purificados a partir del 

suero de pacientes con SAF (IgG-APS) promovieron la sobreexpresión de 

varios de los genes integrantes de la firma alterada en SAF, a través de la 
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reducción en los niveles de sus miRNA reguladores en los monocitos de 

donantes sanos asociaron positivamente a niveles reducidos de varios 

miRNAs (Figura 12 A-C). 
 

Asimismo, la adición de sobrenadantes obtenidos de monocitos tratados 

con dichos autoanticuerpos (IgG-APS) a células endoteliales cultivadas 

promovió un aumento sustancial en los niveles de varios genes 

relacionados con la activación endotelial como eNOS, CCL2, VCAM1, 

ICAM1, SELE, TF, VEGFA, IL6 e IL8 (Figura 12 D). 

 

Figura 12. Efectos in vitro de los anticuerpos antifosfolípido sobre el perfil 
molecular monocítico y su impacto derivado en la función endotelial. A) 
Diagrama que resume el procedimiento experimental seguido en los ensayos in 
vitro. B) Análisis de expresión génica y de miRNAs (C) por RT-PCR de la firma 
molecular alterada en SAF, en los experimentos de monocitos sanos tratados con 
anticuerpos antifosfolípidos. D) Análisis de expresión génica por RT-PCR de una 
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serie de genes asociados a la función endotelial en células HUVEC tratadas con 
el sobrenadante de los experimentos de monocitos con anticuerpos 
antifosfolípidos. APS, síndrome antifosfolípido (del inglés antiphospholipid 
syndrome); HD, donantes sanos (del inglés healthy donors). *p<0.05 
 
 
6.9 El análisis de cluster no supervisado de la firma integrada por ARNm 

y miRNAs en SAF, estratificó a los pacientes según su riesgo 

trombótico 

 
El análisis de cluster no supervisado mediante la metodología k-means en 

la cohorte completa de pacientes SAF utilizando los datos moleculares 

derivados del análisis de la firma de genes y miRNAs alterados en los 

monocitos de pacientes con SAF, permitió subdividir a los pacientes en 3 

claros clusters o grupos con un perfil molecular distintivo (Figura 13 A-B). 

Destacaba la mayor alteración presente en los pacientes del cluster 1, los 

cuales mostraban los niveles más bajos de expresión de los miRNAs y los 

niveles de expresión más altos de los genes analizados. 
 

Paralelamente, mediante otra herramienta bioinformática 

complementaria como el análisis de componentes principales (PLS-DA, 

Partial Least-Squares Discriminant Analysis), se pudo confirmar la clara 

estratificación de los pacientes en esos 3 grupos basados en su perfil 

molecular conjunto (Figura 13 C). 
 

Posteriormente, determinamos los genes y miRNAs que más contribuían 

a la estratificación de los pacientes mediante otro análisis computacional 

(VIP, variable importance in projection) destacando e-selectina, miR-494-

3p, PXDNL y GPX8 con una puntuación VIP superior a 1,5 (Figura 13 D). 
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Figura 13. Análisis de cluster no supervisado en pacientes con SAF. A) Firmas 
moleculares identificadas partiendo de los genes y miRNAs alterados en 
monocitos de 40 pacientes con SAF mediante la plataforma MetaboAnalyst 4.0. 
Las líneas de colores gruesas representan los niveles medios de expresión de la 
firma molecular en cada subconjunto de pacientes. B) Heatmap representando 
los niveles medios de cada gen y miRNA presente en cada uno de los 3 clusters 
de pacientes con SAF. Los colores rojo y verde representan alta y baja expresión 
respectivamente. C) Análisis PLS-DA (Partial Least-Squares Discriminant Analysis) 
para estratificar a los pacientes SAF en diferentes subgrupos utilizando la firma 
de genes y miRNA en monocitos. La falta de superposición entre los tres grupos 
indica una separación molecular bien definida de los pacientes con SAF.  
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D) VIP análisis (VIP, variable importance in projection) de la importancia de cada 
variable molecular en la estratificación de los pacientes con SAF en los 3 clusters. 
El gráfico representa la contribución relativa de los genes y miRNA a la variación 
entre los tres grupos. Los recuadros verdes y rojos de la derecha indican si la 
expresión del gen y del miRNA aumenta o disminuye respectivamente en cada 
cluster. 
 
 
A continuación, se evaluaron los perfiles clínicos y analíticos de cada 

cluster. Los pacientes pertenecientes al cluster 1 (16%) se caracterizaban 

por presentar trombosis previas (arteriales o venosas), con baja incidencia 

de morbilidad obstétrica (20%), alta positividad para anticuerpos 

antifosfolípido y alta prevalencia de factores de riesgo cardiovasculares 

(hipertensión arterial, dislipidemia y tabaco).  
 

Por el contrario, el cluster 3 (24%) se caracterizaba por pacientes más 

jóvenes, con una alta incidencia de trombosis y complicaciones 

obstétricas, pero baja positividad para anticuerpos antifosfolípido y con la 

menor prevalencia de factores de riesgo cardiovasculares.  
 

El cluster 2 (60%), representó un fenotipo clínico intermedio con presencia 

de eventos trombóticos previos y morbilidad obstétrica, una positividad 

intermedia de anticuerpos antifosfolípido y una prevalencia intermedia de 

factores de riesgo cardiovascular (Figura 14 A-B). 
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Figura 14. Evaluación clínica de los cluster moleculares identificados en 
pacientes SAF. A) Parámetros clínicos y de laboratorio de los pacientes con SAF 
pertenecientes a los 3 clusters de pacientes. B) Gráfico de barras que muestra el 
porcentaje de factores de riesgo CV en pacientes con SAF pertenecientes a los 3 
grupos. C) Diagramas circulares que muestran la distribución de los pacientes con 
diferentes puntuaciones de aGAPSS entre los tres clusters, así como la 
distribución de pacientes con el grosor de la íntimamedia carotídea (CIMT) 
patológico entre dichos grupos. D) Heatmap representando los valores medios 
de expresión de 27 citocinas, quimioquinas y moléculas de adhesión en el plasma 
de los pacientes SAF pertenecientes a los 3 clusters utilizando MetaboAnalyst 
4.0.  APS, síndrome antifosfolípido (del inglés antiphospholipid syndrome); aCL, 
anticuerpos anticardiolipina; B2GPI, beta 2 glicoproteína I;  AHT, hipertensión 
arterial; DLP, dislipidemia; aGAPSS (adjusted Global Anti-Phospholipid Syndrome 
Score). *p<0.05 
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Además, al comparar el score que estima el riesgo de trombosis en estos 

pacientes, aGAPSS (Adjusted Global Anti-Phospholipid Syndrome Score), 

entre los diferentes grupos, identificamos que el cluster 1 se caracterizaba 

por presentar una mayor prevalencia de pacientes con una puntuación de 

aGAPSS alta o moderada, mientras que en los clusters 2 y 3, más del 70% 

de los pacientes presentaban una puntuación de aGAPSS intermedia o 

baja.  Igualmente, aquellos pacientes con el aGAPSS más alto mostraron 

la mayor incidencia en la presencia de placas de ateroma en el estudio 

ecográfico realizado (Figura 14 A-C). 
 

Por último, el análisis del perfil inflamatorio circulante también resultó ser 

distintivo entre los cluster identificados presentando cada grupo patrones 

de expresión específicos y distintivos de interleucinas, quimioquinas y 

factores de crecimiento implicados en el daño vascular y la hematopoyesis 

(Figura 14 D). 
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Tablas suplementarias 

 
Tabla Suplementaria I.  Perfiles de expresión de genes en monocitos de pacientes con SAF y donantes sanos   
procedentes del array exploratorio. 

 
Genes FC Genes FC Genes FC Genes FC Genes FC Genes FC 

IL2 19,73 CBX2 3,16 MED8 2,52 STAT1 2,18 ZNF589 -2,01 KIAA0485 -2,38 

COL3A1 16,82 FCRL4 3,16 OOEP 2,52 SERPIND1 2,18 PER1 -2,01 STAG3L1 -2,38 

IFNG 12,83 SERPIND1 3,15 LOC440356 2,52 C11orf86 2,18 OXR1 -2,02 MALAT1 -2,39 

VCAM1 10,50 FRMD8 3,15 CAND1 2,51 CD2AP 2,18 MAMDC4 -2,02 GLIPR1L2 -2,39 

NPY 10,28 ZNF772 3,14 PLK2 2,51 ARL4A 2,18 AKAP13 -2,02 AKNA -2,39 

NAV3 8,45 ZNF323 3,14 RAB1A 2,51 SH3YL1 2,18 HKR1 -2,02 RASSF4 -2,42 

WNT7B 7,63 ZNF675 3,13 C15orf27 2,50 CXCR7 2,17 GSDMB -2,03 COL24A1 -2,42 

CTNND2 7,03 PPP1R14D 3,13 SRP9 2,50 IGFBP2 2,17 UGGT2 -2,03 GPR125 -2,43 

THOC4 6,57 TNFRSF1A 3,12 DEPDC1B 2,49 CAV3 2,17 PNPLA6 -2,04 VTI1A -2,46 

MMP3 6,55 LYZL6 3,10 TCAG7.873 2,49 ANKRD22 2,17 EXOSC6 -2,04 UACA -2,46 

NOS3 6,46 IBSP 3,08 TTC33 2,47 ERG 2,16 SPDYE5 -2,04 RCN3 -2,47 

SYCP2L 6,08 KRT1 3,07 TRPM3 2,44 FGF2 2,16 ZNF644 -2,04 SMG6 -2,47 

IL12B 5,98 C18orf16 3,06 DEC1 2,44 LOC441016 2,16 KIAA0319L -2,04 LOC642826 -2,49 

CCL23 5,80 GXYLT2 3,03 GPRIN3 2,44 KCNA2 2,16 ADHFE1 -2,04 IFFO2 -2,49 

SELE 5,78 FLJ31813 3,02 BZW1 2,43 FGL1 2,15 ZXDC -2,05 MRE11A -2,50 

SLC2A2 5,68 LRTM2 3,01 TF 2,43 BET1 2,15 DDX25 -2,05 DGCR8 -2,53 

CSF2 5,55 RP11-631M21.2 3,01 AKR1B10 2,43 ZNF681 2,14 SFRS18 -2,06 KCNJ1 -2,53 

ZSWIM5 5,46 RAB3IL1 3,00 S100P 2,43 PTGES3 2,14 TIMP2 -2,06 CBX5 -2,53 

TMEM54 5,34 FABP3 2,99 ZNF254 2,42 PTGER4 2,14 FOSL1 -2,06 CSPP1 -2,54 

CCL2 5,25 GBP7 2,97 ZNF595 2,41 ZNF493 2,14 HOXA10 -2,07 KCNQ1DN -2,55 

LAX1 4,98 CLDN16 2,97 MAP3K4 2,41 ANKRD12 2,12 SRGAP2 -2,07 FLT3 -2,55 

ADAD2 4,97 EFCAB6 2,96 ZNF493 2,40 ADM 2,12 MAP2K6 -2,08 ZNF700 -2,57 

ARID5B 4,89 SCG3 2,95 FAM69A 2,40 PPIC 2,11 DNAJB14 -2,08 SMARCC1 -2,58 

DNAJB4 4,87 CDHR1 2,95 GBX2 2,40 ZNF92 2,11 FLJ25006 -2,08 ALOX15B -2,59 

FLJ30430 4,87 MGAM 2,95 FZD1 2,39 C14orf129 2,11 MTR -2,09 UNQ1887 -2,59 

AKR1C1 4,82 ZNF730 2,95 GPD1 2,39 OSTalpha 2,11 ZNF692 -2,09 PADI2 -2,60 

ODZ2 4,81 DKK2 2,95 MIG7 2,39 C17orf71 2,11 ACPL2 -2,09 LAMA4 -2,64 

YIPF7 4,54 CYBB 2,93 SPINK6 2,38 SPTLC1 2,11 NPIPL3 -2,09 KIAA1407 -2,65 

FAM83A 4,54 ZNF56 2,91 LOXHD1 2,37 CLN5 2,10 ING5 -2,09 SNTB1 -2,71 

L1TD1 4,53 FLJ40448 2,91 GGT7 2,37 SPAG17 2,10 UNQ1887 -2,10 NAA16 -2,72 

ARID5B 4,41 SLC26A10 2,90 KCNK17 2,37 RHOU 2,10 ACTR5 -2,10 SPP1 -2,73 

HNMT 4,34 PPIH 2,89 ZNF430 2,37 CDC42BPG 2,10 LRRC37A4 -2,10 CD200R1 -2,74 

AKR1C1 4,29 CCL26 2,86 IFNAR1 2,37 KBTBD4 2,10 LOC284837 -2,10 ITSN1 -2,76 

DEFA1 4,27 KIAA1244 2,86 PSMD5 2,37 SLC2A5 2,09 DOCK8 -2,10 LOC728153 -2,78 

DNAJB4 4,24 ARID5B 2,85 LOC100130176 2,34 GATAD2A 2,09 HSPA4 -2,11 SCAI -2,83 

LIF 4,23 LIG4 2,84 AZGP1 2,34 GBP5 2,09 RUNDC2B -2,11 SUN1 -2,83 

NDUFA4L2 4,23 TGFB2 2,83 RAD51AP1 2,34 ANXA3 2,09 ZNF318 -2,11 DCAF4 -2,84 

ADAMTS4 4,22 PRNT 2,83 IMPA1 2,34 C18orf18 2,09 LRRC37A2 -2,11 ZMYND8 -2,85 

ZNF626 4,17 ZNF99 2,82 ZFR2 2,34 HIST2H3A 2,09 VPS13A -2,12 C20orf94 -2,88 

RGS11 4,14 ZNF107 2,82 USP38 2,34 LOC100133319 2,09 TRIM2 -2,12 ANKRD11 -2,92 
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LIG4 4,14 LOC349408 2,81 CACNB2 2,33 ZDHHC13 2,08 LOC595101 -2,12 C20orf96 -2,93 

CCNE2 4,02 FZD7 2,81 ABHD13 2,33 ZNF429 2,08 GPAM -2,13 LRRFIP1 -2,93 

OR11H12 4,02 DEFB105B 2,80 SPATA19 2,33 MFSD5 2,08 ZNF558 -2,13 PLGLB1 -2,95 

GPX8 4,02 MUCL1 2,78 TMCC3 2,32 FAM8A1 2,08 MYO15B -2,13 TSKS -2,99 

1P2 4,00 GJC3 2,77 IL1A 2,32 ORAI2 2,07 NRIP2 -2,13 PIK3R3 -2,99 

RABL3 4,00 LOC55908 2,77 EDNRB 2,31 E2F8 2,07 PBOV1 -2,14 UNC5B -3,22 

COL5A2 3,99 SKA1 2,76 CREM 2,31 C22orf45 2,07 NCRNA00105 -2,14 LOC374491 -3,24 

DMD 3,98 ATG9B 2,75 C19orf21 2,31 ZFX 2,07 U2AF1 -2,15 CD200R1 -3,35 

IGFBPL1 3,89 TGM2 2,74 C6orf52 2,30 SETMAR 2,07 CAPS -2,15 HOXA7 -3,38 

THNSL2 3,87 ZNF681 2,74 FRMD7 2,29 TNFSF9 2,07 KIDINS220 -2,15 MGC16384 -3,39 

ZNF728 3,87 OR6N1 2,71 RBPJ 2,29 TMEM165 2,06 CKAP5 -2,15 C7orf54 -3,47 

RASGRF1 3,85 STEAP1 2,71 KIF14 2,29 FLJ36848 2,06 DZIP3 -2,16 GFRA2 -3,48 

GPR18 3,85 ZNF396 2,71 TRAPPC2P1 2,29 CD55 2,06 MGC21881 -2,16 JMJD1C -3,54 

ARID5B 3,84 TMEM133 2,71 ZCCHC5 2,28 STOX2 2,06 MST1P2 -2,17 ZMYND8 -3,57 

LOC100133019 3,77 RAB5A 2,71 SUV420H1 2,28 ADAMTS13 2,05 MLLT10 -2,17 GIGYF1 -3,63 

EGR1 3,76 MAL2 2,71 BNC1 2,28 LOC646470 2,05 ADCK1 -2,17 FBXW8 -3,71 

SLFN5 3,75 SLFN13 2,70 MYL4 2,28 CENPBD1 2,05 CLN8 -2,17 C1orf173 -3,74 

SERPINB2 3,74 MFAP3 2,70 SRP9 2,27 IL22RA2 2,04 USP36 -2,18 MBTD1 -3,77 

DIO3OS 3,70 ZNF714 2,70 PTCD2 2,27 CD46 2,04 LOC729978 -2,19 CAMSAP1 -3,94 

CALCA 3,68 HEXIM1 2,70 ZNF708 2,27 BUB1B 2,04 LPA -2,20 LOC388796 -4,08 

BNC2 3,67 C14orf119 2,69 ZNF277 2,26 ZNF100 2,04 ETV3 -2,20 KIAA1652 -4,27 

RASGRF2 3,67 ARC 2,69 DMRTB1 2,26 DNAJB6 2,04 SFRS12 -2,20 CEP290 -4,30 

SLC17A1 3,65 ZNF714 2,69 SLC2A3 2,26 FPR1 2,03 ITSN2 -2,20 IL5 -4,43 

FNIP1 3,65 LOH12CR2 2,68 C10orf18 2,26 ZNF254 2,03 C18orf50 -2,21 RAX2 -4,56 

KCNH6 3,63 GYG2 2,67 ZNF732 2,26 FKBP1A 2,03 DHODH -2,21 PDGFRB -4,95 

NEBL 3,62 LIG4 2,67 SMTNL2 2,26 C5AR1 2,02 LOC100190986 -2,21 CEP290 -5,34 

KRTAP3-2 3,58 ZNF43 2,67 ACTC1 2,25 BTN2A2 2,02 C7orf58 -2,22 LOC389634 -5,70 

NEIL3 3,55 FAT3 2,67 HSD17B12 2,25 SPAG1 2,02 GALNT10 -2,22 OCLN -6,42 

PXDNL 3,53 FPR2 2,65 NFATC1 2,25 PRLR 2,02 GFRA2 -2,22 IL3 -8,04 

ITGA2 3,51 VCX2 2,65 RAB1A 2,24 NT5C1A 2,02 SEMA6A -2,23 ELN -9,90 

LOC441666 3,51 ZNF85 2,65 C3orf38 2,24 VPS26A 2,02 C21orf96 -2,23 KDR -10,54 

LOH12CR1 3,47 CISH 2,65 TREML3 2,24 KLHDC7B 2,02 SAMD1 -2,23 SLC7A10 -11,99 

ZNF141 3,46 CDCP1 2,65 CD46 2,23 SH3RF3 2,02 TARDBP -2,24   
LOC100133315 3,45 PPP1CB 2,63 C15orf37 2,23 ATG3 2,01 C5 -2,24   
FZD10 3,45 FGF13 2,62 CDC23 2,23 UNC93A 2,01 ZBTB43 -2,24   
MKI67 3,43 KRTDAP 2,62 ZNF273 2,23 MS4A4A 2,01 FAM106A -2,25   
RPL23 3,40 MME 2,62 LOC441722 2,23 TMEM167A 2,01 CHAD -2,25   
ASXL3 3,40 LOC100288077 2,62 LOC284242 2,23 TIFA 2,01 TCOF1 -2,25   
APOE 3,39 ZNF492 2,62 PRLR 2,23 ZNF714 2,01 ZBTB20 -2,25   
ZNF117 3,38 ZNF716 2,62 CHST2 2,23 KIF20A 2,01 DNAJC24 -2,25   
FAM190A 3,38 GPR174 2,61 ATF1 2,23 RPE65 2,01 SIRPB2 -2,26   
CLDN12 3,31 CHIC2 2,60 ZNF154 2,22 PDZD3 2,01 CYP2C19 -2,28   
IL17B 3,31 BCAT1 2,60 GPC3 2,22 EGFLAM 2,01 SLC9A1 -2,28   
HS6ST2 3,30 HLA-DRB3 2,58 C18orf1 2,21 IL18 2,01 FAM183B -2,28   
DGCR5 3,29 TTC30A 2,58 KDELR2 2,21 VEGFA 2,00 LOC399491 -2,29   
LAX1 3,27 GMFB 2,58 LOC643037 2,21 PPIAL4A 2,00 CCDC41 -2,30   
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LOH12CR1 3,26 LRRN4 2,57 LOC158381 2,21 RNASE8 2,00 AKAP13 -2,30   
DPYSL5 3,25 TOLLIP 2,56 TNC 2,21 CDC42EP2 2,00 SPTBN1 -2,30   
OR6K2 3,24 J1 2,55 MOBKL3 2,20 CTAG1A 2,00 EZH1 -2,31   
CKAP2 3,24 C12orf48 2,55 C15orf57 2,19 KLHL9 -2,01 CDC42BPA -2,32   
APOB 3,23 NUB1 2,54 TRIP11 2,19 LOC728392 -2,01 DUOX1 -2,33   
SMAD6 3,22 ZCCHC4 2,54 TCP1 2,19 CDK11A -2,01 LRRC37A2 -2,34   
RYR2 3,20 ZNF826 2,54 KLHDC7B 2,19 ZSCAN18 -2,01 MLLT10 -2,35   
CENPM 3,18 AKR1B10 2,53 OBFC2A 2,19 LOC728640 -2,01 BICD1 -2,36   
C3orf24 3,17 SGCD 2,53 GEMIN8P4 2,19 TPST1 -2,01 SAMD1 -2,38   

 
 

Tabla Suplementaria II.  Perfiles de expresión de miRNA en monocitos de pacientes con 
SAF y donantes sanos procedentes del array exploratorio. 
 

Monocytes from APS patients vs HD 
miRNA Fold change 
hsa-miR-299-3p -4,34 
hsa-miR-579 -2,93 
hsa-miR-494 -2,70 
hsa-miR-221-3p -2,63 
hsa-miR-4516 -2,58 
hsa-miR-145-5p -2,57 
hsa-miR-146b-5p -2,52 
hsa-miR-371a-3p -2,45 
hsa-miR-18a-5p -2,29 
hsa-miR-107 -2,24 
hsa-miR-26a-5p -2,23 
hsa-miR-518c-3p -2,23 
hsa-miR-199a-5p -2,21 
hsa-miR-376c -2,19 
hsa-miR-126-3p -2,19 
hsa-let-7f-5p -2,14 
hsa-miR-30b-5p -2,13 
hsa-miR-106a-5p -2,10 
hsa-miR-17-5p -2,10 
hsa-miR-29a-3p 2,12 
hsa-miR-451a 2,49 
hsa-miR-150-5p 5,19 
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7. Discusión 
 

El presente estudio ha desarrollado un análisis integrado que combina 

datos clínicos y conjuntos de datos moleculares procedentes de 

tecnologías de alto rendimiento mediante herramientas computacionales 

avanzadas con el objetivo de identificar nuevos biomarcadores y vías de 

regulación alteradas asociadas al desarrollo del Síndrome Antifosfolípido. 

Este análisis permitió la identificación de una firma de ARNm y miRNAs 

alterados que estratificaba a los pacientes según su riesgo trombótico. 
 

En primer lugar, el análisis del perfil de expresión génica en monocitos 

identificó redes específicas de genes involucradas en respuesta 

inflamatoria, adhesión celular o angiogénesis, entre otras. La alteración 

de todas estas funciones biológicas se ha asociado previamente al 

desarrollo de aterosclerosis y trombosis86-87. Además, se identificó de 

forma específica una alteración en una serie de genes implicados en 

señalización intracelular asociada a procesos como diferenciación celular, 

inflamación y reacciones inmunes, evidenciando un papel relevante en la 

patogenia del SAF. En línea con estos resultados, un array de activación de 

señalización celular demostró que varios de esos mediadores 

intracelulares, los cuales ya se ha demostrado que controlan la expresión 

de la mayor parte de las moléculas pro-trombóticas e inflamatorias que se 

encuentran desreguladas en pacientes con SAF25, e incluso activadas por 

anticuerpos antifosfolípido33,88-89, mostraron un estado fosforilado, 

reflejando su papel clave como vías moleculares involucradas en la 

actividad de la enfermedad de esta patología. 
 

De forma paralela, el análisis del perfil de miRNAs en monocitos, identificó 

numerosos miRNAs diferencialmente expresados en pacientes con SAF. El 
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análisis funcional de estos miRNAs reveló la asociación de muchos de ellos 

a vías moleculares involucradas en la regulación del sistema 

inmunológico, inflamación y enfermedad cardiovascular, de forma similar 

a lo anteriormente evidenciado en el caso del análisis de expresión génica 

en estas células. 
 

Las aproximaciones computacionales llevadas a cabo para integrar ambos 

sets de datos transcriptómicos como una estrategia experimental 

novedosa para abordar el estudio de enfermedades complejas como esta, 

permitió caracterizar una red de interacción entre genes íntimamente 

conectados entre sí y sus miRNAs reguladores, los cuales estaban 

alterados y asociados tanto al perfil autoinmune de los pacientes con SAF 

como al desarrollo de aterosclerosis, trombosis y enfermedad renal. 

Además, pudimos demostrar la relación directa entre los miRNAs 

alterados y sus genes diana en los monocitos de pacientes con SAF 

mediante la observación de una expresión alterada in vivo simultánea y 

con sentido inverso, así como aquella relacionada con la validación 

experimental in vitro mediada por la inhibición específica de varios genes 

diana después de inducir la sobreexpresión de sus miRNA reguladores en 

monocitos purificados de pacientes con SAF. 
 

De entre los miRNA desregulados, aquellos seleccionados para los ensayos 

de transfección, los cuales mostraban el mayor número de genes diana en 

los análisis in silico, estaban estrechamente asociados con el desarrollo de 

trombosis, aterosclerosis y complicaciones obstétricas. Así, por ejemplo, 

se ha demostrado que miR-145 participa en la estabilización de la placa 

ateromatosa90. Además, un estudio reciente ha demostrado que este 

miRNA es una molécula clave en la regulación de la formación de trombos 

a nivel venoso, siendo el Factor Tisular su principal diana. Asimismo, miR-
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30b se ha implicado en diversos mecanismos asociados al remodelado 

cardíaco91 y a la cardiopatía isquémica92. Del mismo modo, miR146b-5p 

es un regulador clave de inflamación, activación endotelial y 

aterosclerosis93, y ha estado involucrado en varios trastornos 

cardiovasculares como la diabetes tipo 294 y el infarto de miocardio95. Por 

último, se ha encontrado que miR199a-5p está sobreexpresado en el 

tejido placentario de pacientes con preeclampsia96 y que su expresión se 

encuentra reducida en pacientes con tromboembolismo venoso97.  
 

En el presente estudio, la sobreexpresión inducida de tres de estos 

miRNAs (miR30b-5p, miR145-5p y miR199a-5p) promovió la inhibición de 

la actividad procoagulante de los monocitos de pacientes con SAF, 

evidenciada por una reducción de la actividad del Factor Tisular. Este 

factor está implicado en la activación de la cascada de la coagulación, de 

tal forma que los elementos que regulan positivamente su expresión 

podrían promover eventos trombóticos. Además, el SAF se caracteriza por 

una alta expresión de Factor Tisular en monocitos, íntimamente asociada 

al desarrollo de trombosis25. Por lo tanto, el presente estudio sugiere que 

los niveles endógenos de estos miRNA pueden ser críticos para la actividad 

alterada de los monocitos en SAF y, por lo tanto, involucrados en el 

desarrollo de trombosis. 
 

Para evaluar la especificidad de las firmas de ARNm y miRNAs alterados 

en SAF, analizamos la expresión de estas moléculas en una nueva cohorte 

de pacientes, caracterizada por presentar eventos trombóticos previos sin 

enfermedades autoinmunes asociadas. Estos análisis mostraron patrones 

de expresión diferencial entre estas dos cohortes. Nuestros resultados 

confirman aquellos encontrados en estudios previos donde se demostró 

la presencia de perfiles alterados específicos tanto de ARNm como de 
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mRNAs en monocitos y neutrófilos en pacientes trombóticos no 

autoinmunes74. En comparación con los pacientes con SAF, esto puede 

reflejar el patrón diferencial de regulación y actividad de genes y miRNA 

en pacientes con trombosis y respaldar la idea de que el papel de los 

autoanticuerpos en el SAF puede ser crucial. Los efectos in vitro de los 

anticuerpos antifosfolípido de isotipo IgG purificados a partir del suero de 

pacientes con SAF sobre la desregulación de la expresión de ARNm y 

miRNAs en monocitos demostrada en nuestro estudio respaldaron aún 

más esta hipótesis. 
 

En el SAF primario, los anticuerpos antifosfolípidos constituyen un 

predictor independiente tanto de trombosis como de un grosor de la 

íntima-media carotídea elevado, lo que a su vez define el principal 

marcador de enfermedad vascular aterosclerótica 33,98. En este estudio, 

proporcionamos más evidencias de que estos autoanticuerpos pueden ser 

un factor de riesgo adicional de trombosis en SAF. Por un lado, 

demostramos in vivo, la relación entre los títulos de anticuerpos 

antifosfolípidos y los niveles de varios miRNA y ARNm de monocitos que 

codifican proteínas asociadas al desarrollo de inflamación y trombosis. Por 

otro lado, in vitro, identificamos la modulación de varias de esas moléculas 

clave en monocitos sanos tras el tratamiento con anticuerpos 

antifosfolípidos.  
 

La inflamación vascular es un proceso temprano en el desarrollo de 

aterosclerosis, y muchos genes y miRNAs inducen dicha alteración en las 

células endoteliales99. En el presente estudio, pudimos demostrar, in vivo, 

una relación directa entre una serie de genes y miRNA alterados en 

monocitos y la presencia de una disfunción endotelial microvascular en 

pacientes con SAF. Además, demostramos que los monocitos activados 
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por los anticuerpos antifosfolípidos secretan una serie de factores que 

indirectamente promueven la activación anormal de las células 

endoteliales. Además, los estudios de transfección mostraron que la 

sobreexpresión inducida por miR-146b-5p redujo la capacidad de 

adhesión celular de los monocitos. Esta adhesión se considera un paso 

inicial en el desarrollo de la placa aterosclerótica, la cual está influenciada 

por una serie de moléculas señalizadoras y por el estado de las células 

endoteliales100. Por lo tanto, nuestro estudio añade información relevante 

a este proceso aún desconocido, al mostrar la posible participación de la 

expresión reducida de miR146b-5p de monocitos en el desarrollo de 

aterosclerosis en el contexto de SAF. 
 

Por otro lado, el análisis de clusters permitió identificar subgrupos de 

pacientes con SAF que mostraban patrones moleculares distintivos 

asociados a su vez con diferentes perfiles clínicos. Así, las pacientes del 

cluster 1, con mayor incidencia de trombosis, prevalencia de 

autoanticuerpos, factores de riesgo CV, y presencia de placas de ateroma 

y escasas complicaciones obstétricas, demostraron tener en sus 

monocitos una mayor alteración en la expresión de genes y miRNAs 

implicados en el inicio de la cascada de coagulación, así como en la 

proliferación, adhesión y migración de células a focos inflamatorios. Por 

el contrario, los pacientes del cluster 3, los cuales eran más jóvenes, con 

alta incidencia de trombosis y complicaciones obstétricas, pero baja 

positividad para anticuerpos antifosfolípido y menor prevalencia de 

factores de riesgo CV, no mostraron alteraciones significativas en la 

expresión de estos genes y miRNA. Además, se identificó un perfil 

inflamatorio específico en el plasma de los pacientes con SAF, en el que 

los pacientes pertenecientes a cada grupo mostraban patrones de 
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expresión específicos y distintivos de interleuquinas, quimioquinas y 

factores de crecimiento implicados en el daño vascular y la 

hematopoyesis. Esos resultados permitieron identificar firmas específicas 

de genes, miRNA y proteínas que podrían constituir potenciales 

biomarcadores susceptibles de ser modificados terapéuticamente para 

controlar la patología cardiovascular de los pacientes con SAF, así como 

emplearse en el manejo clínico de estos pacientes si se validara en 

estudios independientes. 
 

De forma global, nuestros datos coinciden fundamentalmente con los 

obtenidos recientemente por Ripoll y colaboradores67 en relación a los 

genes que son clave en el SAF trombótico y obstétrico, los cuales se 

identificaron en un estudio de expresión diferencial y variabilidad genética 

en monocitos expuestos, in vitro, a IgG de pacientes con SAF con 

trombosis o morbilidad obstétrica. Sin embargo, como también afirman 

estos autores, los pacientes con SAF son muy complejos y heterogéneos.   
 

En nuestro estudio hemos realizado un análisis más complejo donde se 

estratificaron molecularmente los pacientes en primer lugar y se 

contrastó con sus perfiles clínicos en segundo lugar, y donde se integraron 

diferentes aspectos, como la influencia de la autoinmunidad, la ocurrencia 

simultánea de complicaciones obstétricas y eventos trombóticos, la 

concomitancia de factores de riesgo cardiovascular y la presencia de 

placas de ateroma. En su conjunto, todos estos factores heterogéneos 

conforman una red compleja que probablemente promuevan la alteración 

del perfil molecular que muestran los monocitos de estos pacientes, más 

que un único factor como los autoanticuerpos que señalaban los autores 

anteriormente mencionados. En relación con este aspecto, en nuestro 

estudio, el perfil molecular se mostró más alterado en aquellos pacientes 
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que presentaban diferentes características de la enfermedad de forma 

simultánea. Este perfil podría incluso contribuir de forma paralela a la 

identificación de sujetos con mayor riesgo de padecer este tipo de 

patología. 
 

La principal limitación de este estudio sería el número relativamente 

pequeño de pacientes reclutados, de forma que el análisis de clusters por 

ejemplo derivó en la identificación de grupos de pacientes relevantes, 

pero con un número reducido de sujetos. Sin embargo, los grupos 

identificados fueron homogéneos en sus perfiles clínicos, en cuanto a 

incidencia y recurrencia de eventos trombóticos, tratamientos recibidos o 

tiempo de evolución de la enfermedad, entre otros. Además, el perfil 

molecular de cada grupo también demostró homogeneidad en 

parámetros como el perfil protrombótico / proinflamatorio o alteraciones 

de los perfiles de ARNm o miRNA. En relación con ello, un estudio reciente, 

desarrollado en una amplia cohorte de pacientes con positividad para 

anticuerpos antifosfolípido procedentes de un registro internacional (APS 

Action), realizó un análisis de agrupamiento que también permitió 

identificar fenotipos clínicos bien definidos entre estos pacientes101. 

Aunque en ese estudio también se incluyeron otras enfermedades 

autoinmunes como el Lupus y se restringió a la evaluación de los perfiles 

clínicos, sus resultados demostraron la idoneidad de este enfoque para 

estratificar a los pacientes con SAF, lo que respalda que los análisis clínicos 

y moleculares integrados podrían permitir una comprensión más 

profunda de los mecanismos fisiopatológicos implicados en el SAF. 
 

Aunque la relevancia del papel de los monocitos en el desarrollo de 

trombosis en SAF se ha demostrado en varios estudios anteriores, más 

recientemente, se ha establecido la importancia de otras células inmunes 
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innatas y adaptativas en la patología de SAF. Así, se ha demostrado que 

los anticuerpos antifosfolípido tienen el potencial de activar monocitos, 

neutrófilos y células dendríticas plasmocitoides. Las alteraciones en la 

homeostasis de las células T en pacientes con SAF contribuyen aún más a 

la inmunopatología de esta enfermedad102. Por lo tanto, para delinear el 

papel de la respuesta inmune en la fisiopatología del SAF, y para revelar 

buenos biomarcadores pronósticos y diagnósticos, sería necesario 

desarrollar un enfoque integrado de perfiles de células inmunes. Nuevos 

análisis transcriptómicos en pacientes utilizando nuevas tecnologías como 

la secuenciación de célula única (Single-Cell RNAseq) añadiría información 

nueva e interesante en este sentido.  
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8. Conclusiones 

 
1. Los monocitos de pacientes con SAF presentan una alteración en 

la expresión de genes y miRNAs asociados con la regulación de 

procesos biológicos directamente relacionados con la 

fisiopatología de esta enfermedad autoinmune. 
 

2. Los anticuerpos antifosfolípidos promueven la alteración de la 

expresión de genes y miRNAs específicos, con un papel clave en la 

activación de los monocitos y las células endoteliales. 
 

3. El análisis integrado de genes y miRNAs alterados en los monocitos 

de pacientes con SAF, ha permitido la caracterización de una firma 

molecular específica con capacidad de estratificar a los pacientes 

en base a su riesgo cardiovascular. 
 

4.  La red de interacción identificada, conformada por genes y 

miRNAs alterados en los monocitos de pacientes con SAF, podrían 

constituir nuevos biomarcadores que permitieran un mejor 

manejo de la enfermedad, así como el desarrollo de nuevas 

aproximaciones terapéuticas. 
 
 

En su conjunto, nuestro estudio demuestra que el análisis del perfil 

molecular obtenido con tecnologías de alto rendimiento y herramientas 

bioinformáticas avanzadas, en combinación con una caracterización 

clínica exhaustiva, constituye una aproximación experimental que 

permite identificar fenotipos clínicos relevantes distintivos, lo que podría 

favorecer en el futuro un manejo más personalizado de estos pacientes. 
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