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1.4. FIZIOPATOLOGIA DEREGLARILOR HEMOSTAZEI IN
SINDROMUL ANTI-FOSFOLIPIDIC

Tangenta stransa a sindromului antifosfolipidic (SAFL) cu sistemul
hemostazei a fost trecuta in evidenta chiar in primele relatari (anii 80 ai
sec XX) de descriere a entitatii SAFL drept un patern de trombofilie
autoimuna dobandita cu semne clinice de tromboza recurenta si afectare
severda a gestatiei, pana la preeclampsie, eclampsie si avort spontan.
Experienta clinicd acumulata demonstreaza, ca atat in SAFL primar, cat
si in cel secundar, asociat cu alte maladii autoimune (e.g. lupusul
sistemic eritematos, artrita reumatoida), riscul trombozei arteriale si
venoase si a repercusiunilor iminente creste semnificativ.

In plan fiziopatologic evolutia clinica a SAFL, in primul rand la
capitolul tulburarilor hemostatice, este determinata de prezenta unui
grup eterogen de anticorpi antifosfolipidici (AAF), care recunosc drept
antigen non-self proteine plasmatice capabile sa fixeze fosfolipide
anionice expresate sau legate de celulele endoteliului vascular,
plachete, monocite, trofoblastele fatului sau reprezinta faza solida de
contact in testul diagnostic de laborator imuno-enzimatic. Antigenele
principale sunt p2-glycoproteina [ (B2GPI), cunoscutd ca si
apolipoproteina H, si protrombina care leaga fosfatidilserina, iar
anticorpii-anti-p2GPI (anti-B2GPI reprezentati de 1gG sau IgM) si cei
catre protrombina reprezinta 90% din activitatea autoimuna si clinica a
sindromului antifosfolipidic.

B2GPI este o proteina de un singur lant, opulent glicolizata, formata
din 5 segmente complementare numite domenii (I, Il III, IV si V) cu
masa moleculara <50 kDa si continut sanguin abundent (<0,2 mg/ml),
care dispune de o aviditate inalta privind fixarea fosfolipidelor incarcate
negativ expresate pe suprafata diferitor celulele, cum ar fi cardiolipina,
fosfatidilserina si fosfatidilinozitolul. B2GPI, spre deosebire de anti-
B2GPI. este recunoscuta per se drept un anticoagulant slab activ, iar prin
fixarea sa de fosfolipide faciliteaza activarea proteinei C, componenta
cheie a sistemului anticoagulant. Desi exista un spectru larg de AAF
(circa 30), numai 3 sunt angrenati in apanajul diagnostic al SAFL: anti-
B2GPI, anticorpii anticardiolipinici (aCL) si lupusul anticoagulant
(LA).
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Denumirea sindromului antifosfolipidic a avut pana in anul 1985
sintagma de sindrom anticardiolipinic, iar sintagma de LA isi trage
originea din anii 50 ai secolului XX, cand a fost implementat testul de
laborator de estimate in vitro a timpului partial activat al
tromboplastinei — timpul de formare a cheagului de fibrina la actiunea
fosfolipidelor fara factorul tisular (TF, Tissue Factor). Acest test, care
consemneaza utilizarea drept prototip al tromboplastinei (combinatia
din TF, fosolipidele circulante si cationii de calciu) extractul
fosfolipidic din creierul bovin (cefalina), a constatat prezenta activitatii
anticoagulante a sangelui majorata (>45 sec) la o parte din pacienti cu
lupus sistemic eritematos, fapt ce a justificat denumirea acestui
fenomen ,lupus anticoagulant™, iar anticorpii care au neutralizat
cefalina - LA. Antigenul LA este protrombina, iar testul timpului partial
activat al tromboplastinei este un test de estimare a coagularii intrinseci.
deoarece estimeaza nu numai continutul protrombinei din plasma, dar
si fezabilitatea factorilor de coagulare V, VII si X. Desi testul arata
intarzierea formarii trombusului fibrinic analogic starilor de risc al
hemoragiilor, fenomenul ,lupus anticoagulant” se manifesta in vivo
prin entitati clinice opuse: tromboza, embolism si alterarile trombotice
ale gestatiei.

Prin actiunea sa complexda asupra plachetelor, endoteliocitelor,
monocitelor si componentelor sistemelor de coagulare, anticoagulare si
fibrinoliza, anticorpi aFL pericliteazd nativitatea functionala a
hemostazei, inclinand balanta spre coagulare si tromboza, chiar daca
trombocitopenia si exonerarea partiala a trombinei din faza enzimatica
a coagularii sunt prezente.

Remarcabil, ca anticorpii antifosfolipidici (aFL) extrasi si purificati
din sangele pacientilor cu SAFL pot interactiona cu mai multe proteine
ale sistemului de hemostaza expresate pe endoteliocite, monocite.
plachete. fapt ce sugereaza abilitatea unei clase de anticorpi sa induca
tulburari de coagulare versatile, iar tromboza in patul arterial, venos sau
microcirculator devine un mecanism patogenetic important de leziune
a organelor vitale (placenta, rinichii, creierul, pulmonii etc.). De
mentionat, ca in populatia generala prezenta aAFL se estimeaza la o
rata de 20% la persoanele cu varsta sub 50 de ani cu accident vascular
cerebral. Rata aAFL poate creste pana la 30% la femeile cu
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preeclampsie. Conform studiului ,,Euro-Phospholipid” prezenta
lupusului eritematos a fost decelata la 37% din pacientii cu aAFL.

Consensul serologic diagnostic al SAFL din Sydney (2006) a
consemnat si includerea testului pozitiv anti-B2GPI (1gG si 1gM) la
prezenta AL si aCL, iar timpul dintre 2 determindri pozitive sa fie extins
pana la 2 saptamani. La ora actuald AL este recunoscut drept predictorul
principal al trombozei, iar anti-B2GPI — markerul manifestarilor clinice
inerente SAFL. Pacientii cu testul pozitiv la toate cele 3 clase de
anticorpi (i.e. anti-p2GPI, AL si aCL) se impun prin cel mai inalt risc
la tromboza si afectarea sarcinii. In acest context este de subliniat si
insemnatatea prezentei comorbidititilor cu valente de facilitare a
trombozei, cum ar fi hipertensiunea arteriala, hipercolesterolemia,
hiperhomocisteinemia, terapia de suplinire cu contraceptive orale.
Studiul multicentric populational RATIO (Risk of Arterial Thrombosis
In relation to Oral contraceptives) a demonstrat rolul cheie al AL in
tromboza arteriala la femeile cu varsta sub 50 de ani, iar aCL si
anticorpii catre protrombina nu au influentat riscul accidentelor
vasculare (infarctul miocardic si stroke).

Tromboza din SAFL poate evolua in oricare segment vascular,
comparativ. cu localizarea specifica venoasa a trombusului
caracteristica trombofiliei congenitale datorata deficientei de proteina
C, fapt ce aduce la apel, ca evenimentele trombotice difuze au la baza
o interfata patogenetica multifactoriala declansatd de actiunea aFL
(antifosfolipide), iar recurentele trombotice apar in pofida tratamentului
anticoagulant in zonele vasculare cu injuriile primare. Tromboza
arteriala, ca o trasatura clinica importanta a SAFL, se intalneste mai rar
comparativ cu tromboza venoasa si se impune prioritar prin afectarea
circulatiei cerebrale si printr-un impact redus asupra arterelor
coronariene si renale. Fiziopatologia evenimentelor trombotice si
tromboembolice venoase in SAFL este complicata si intricatd, si
cuprinde un diapazon mare, de la trombocitopenie moderatd pana la
infarcte ischemice si leziuni organice multiple (e.g. sindromul
antifosfolipidic catastrofic), tromboza venelor profunde in cadrul
acestuia fiind cea mai frecventa manifestare clinica. Totodatd, titre
inalte ale aFL se intalnesc si la pacientii cu SAFL asimptomatici.
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Fiziopatologia anticorpilor antifosfolipidici. Productia de anticorpi
aFL in sindromul antifosfolipidic este rezultatul rispunsului eronat al
sistemului imun, in primul rand celular central si periferic. Cercetirile
fundamentale au demonstrat, cd imunizarea soriceilor cu cardiolipina si
B2GPI purificata nu a condus la formarea aAFL, iar administrarea
B2GPI structural mutilatd a declansat sinteza de anti-B2GPI.
Dimpotriva, administrarea cardiolipinei la soriceii transgenici cu
incompetenta sistemului imun a rezultat in sinteza anti-CL monoclonali
(preponderent IgG) si activarea statusului protrombotic. Anti-CL
monoclonali au reactionat activ cu fosfolipidele incarcate negativ
(cardiolipina, fosfatidilserina si fosfotidilinozitolul), structurile
plachetare si ADN, iar puterea de fixare a fost dependenta de titrul
B2GPI. Pe de alta parte, sinteza anti-CL s-a atestat la soriceii normali,
daca administrarea cardiolipinei s-a realizat pe fondalul premedicatiei
cu estrogen, dar B2GPI nu a influentat capacitatea anticorpilor de a
reactiona cu cardiolipina.

Sub aceste aspecte s-a abordat rolul substratului genetic in contiguitate
cu disfunctia sistemului major de histocompatibilitate 11 (MHC 1I)
inerent celulelor profesionale prezentatoare de antigen, precum si a
factorilor endogeni si exogeni, care pot transforma antigenul self in
non-self si declansa formarea anticorpilor AFL patologici.

Rolul genelor HLA-DR4 si HLA-DQw7 responsabile de expresia
componentelor MCH II este relatat in contextul titrului inalt al AL la
pacientii cu lupus, iar HLA-DR4 si HLA-DRwS53 sunt genele cu
expresia crescuta la pacientii cu SAFL primar si titrul elevat de anti-
B2GPI. Expresia redusd a genelor ce guverneaza expresia
componentelor C4a si C4b ale sistemului complementului este asociata
de cresterea titrului anti-CL.

Polimorfismul genelor ce controleaza expresia B2GPI (mai frecvent
substitutia valinei la pozitia 247 a lantului de aminoacizi prin leucina)
este de asemenea un mecanism de crestere a productiei anti-B2GPI la
pacientii cu SAFL, evidentd acompaniatdi de cresterea notabila a
riscului trombozei arteriale si venoase. Titrele inalte ale anti-B2GPI
asociate la prezenta LA cresc riscul dezvoltarii trombozei venelor
profunde de 5 ori.
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Mutatiile genei ce controleaza expresia protrombinei de asemenea
reprezintd o cauza de formare a anticorpilor catre protrombina, iar
limitarea activarii proteinei C de catre trombina, ca rezultat final, va
sustine statusul protrombotic activat.

Polimorfismul genelor ce controleaza expresia trombomodulinei,
anexinei V, PAI-1 (inhibitorul activatorului de plasmini),
glicoproteinelor plachetare GPla/GPIla si GPIIb/GPIIla este coroborat
drept o preconditie a riscului trombotic crescut la pacientii cu SAF.

Din grupul factorilor endogeni care pot influenta formarea aAF
apoptoza se remarcd prin cel mai consistent apanaj de dovezi. Apoptoza
este un fenomen natural, genetic programat, de control al calitatii si
cantitatii populatiilor celulare, care prin formarea corpilor apoptotici
digerati ulterior de cédtre macrofage, exclude expunerea structurilor
membranare, plasmatice si nucleare mutilate sistemului imun. In
conditii, cand desfasurarea in timp a apoptozei este compromisi (in
primul rand clearance-ul corpilor apoptotici de catre macrofage), apare
riscul formarii autoanticorpilor. Fosfatidilserina, o fosfolipida cu
sarcind negativa, este expresata pe partea interioara a membranei, iar in
timpul apoptozei se expreseaza la exterior pentru a fi recunoscuta de
catre macrofage. Cand procesul de recunoastere este periclitat si
intarziat, atunci fosfatidilserina formeaza prin intermediul receptorului
Ro60 un complex cu B2GPI, contra ciruia se formeaza anti-B2GPI. In
studii experimentale s-a demonstrat ca imunizarea soriceilor cu corpi
apoptotici asociati de B2GPI conduce la formarea anticorpilor aFL.

Privind influentele exogene, agentii infectiosi, in primul rand virali,
se anunta drept factorii principali capabili sa faciliteze formarea lor.
Titre inalte, in special de anti-CL, sunt apreciate la pacientii infectati cu
HIV, virusul hepatitei B si C, herpes (Cyto Megalo Virus and Varicella
Zoster Virus), parvovirus B19. Mecanismul ostial prin care infectia
virala conduce la productia autoanticorpilor impune oxidarea B2GPI de
catre radicalii liberi de oxigen, eliberarea carora in exces este declansata
de citokinele proinflamatoare eliberate sub actiunea agentului infectios,
proces mediat de receptorii Toll-like 4, 7 si 9. In circulatia sanguina
B2GPI se intalnesc in opulenta si in forma redusa gratie continutului
mare de reziduuri de cisteina si grupuri tiolice, care asigura protectia
antioxidantd, iar tiolii liberi participd in interactiunea B2GPI cu
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plachetele si endoteliocitele vasculare. In stresul oxidativ accentuat
oxidarea B2GPI confera un patern imunologic non-self care este
procesat de celulele dendritice pentru prezentarea de catre MHCII a
antigenului B2GPI limfocitelor T naive, fapt ce rezultd in formarea
populatiilor de Th2 si Thl7 (prin costimulare cu sistemul
CD40/CD40L), care vor sustine formarea anti-B2GPl de catre
limfocitele B. Acest fenomen este augmentat in dereglarile imune
manifestate prin reducerea expresiei limfocitelor T reglatoare (CD3).
Astfel, la pacientii cu SAFL titrul anticorpilor aFL se coreleazi cu
reducerea raportului Th1/Th2 si a populatiei CD3, precum si cu
elevarea Th17 si a nivelului circulant al B2GPI oxidate.

Acesti markeri imuni impreuna cu titrul anticorpi aFL au valoare
predictiva notabila privind riscul trombocitopeniei si trombozei la
pacientii cu SAFL primar sau secundar. Trombocitopenia (<100-
150x109/L) estimata in SAFL primar la o rata medie de 20% si SAFL
secundar in peste 40% cazuri, este repercusiunea actiunii directe a aAF
asupra plachetelor, fapt ce rezulta in agregarea plachetara si tromboza.
Mecanismul autoimun al citopeniei este mai degraba caracteristic
pentru anemia hemolitica (prezenta anticorpilor aFL fiind constatati la
0 cota de pana la 72%) si se impune prin fixarea directi a aCL de
suprafata hematiilor (patern de opsonizare), desi receptorul eritrocitar
nu este identificat.

Formarea anti-B2GPI in SAFL secundar poate avea la baza si
fenomenul de mimicrie celulard, intrucat mai multi agenti infectiosi
(adenovirusul, streptococul. Cyto Megalo Virusul) elibereazi o
proteind similara structurii B2GPI (B2GPI like peptide), dar cu
proprietati antigenice non-self, declansand, astfel, sinteza anti-B2GPI.
Autoanticorpii reactiona slab cu B2GPI circulantd din cauza mascarii
epitopului antigenic I, dar fixeaza activ B2GPI legatd de fosfolipidele
expresate pe endoteliocite. plachete, monocite, etc., periclitaind
functionalitatea normala a sistemelor hemostazei gratie activarii si
promovdarii statusului protrombotic.

Asadar, intr-o schema sinoptici se pot sumariza mecanismele
principale de formare a aAF in sindromul antifosfolipidic (fig.1):
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Figura 1. Aspecte fiziopatologice privind formarea anticorpilor aFL
in sindromul fosfolipidic (Willis R, Gonzalez EB. Pathogenetic
mechanisms of antiphospholipid antibody production in
antiphospholipid syndrome. World J Rheumatol. 2015: 5(2): 59-68.
doi:10.5499/wjr.v5.i2.59)

Mutatiile genelor care controleaza expresia MHC II (DR4, DR7, DR,
DQG6 etc.).

Polimorfismul genelor responsabile de expresia diferitor factori ai
sistemelor complementului si hemostazei.

Apoptoza periclitata.

Impactul infectios (imprimis virotic) care augmenteaza oxidarea
B2GPI circulante, facilitind astfel procesarea eronata de catre celulele
dendritice, precum si mimicria celulara.
sindromul antifosoflipidic

Declansarea trombozei sub actiunea anticorpilor aFL are la baza o
interfata patogenetica care cuprinde mai multe fenomene inerente
sistemelor hemostazei, care intr-un careu de legaturi reciproce converg
spre instalarea unui status procoagulant sustenabil:
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1. Activarea plachetelor, endoteliocitelor si monocitelor.

2. Inhibitia sistemului anticoagulant.

3. Activarea cascadei coagulante.

4. Inhibitia sistemului fibrinolitic.

5. Activarea sistemului complementului.

6. Activarea raspunsului inflamator.

Mecanismul trombotic mediat de plachete. Plachetele au un rol
central in declansarea trombozei, in special a trombozei arteriale, si la
pacientii cu semnele clinice inerente si cu testul pozitiv la aFL se
constata 2 particularitati cardinale: activarea plachetara asociata de
cresterea expresiei receptorilor glicoproteici si trombocitopenia.
Plachetele, responsabile de hemostaza primara sau microcirculatorie,
sunt vizate si drept o fuzeta de angrenare a hemostazei secundare,
responsabile de formarea cheagului fibrinic

Impactul anticorpilor aFL asupra hemostazei primare este determinat
in fond de actiunea anti-B2GPI. Molecula de 2GPI vehiculati cu jetul
sanguin are o forma circulara, in care domeniul I (situs-ul de legare cu
anti-B2GPI) este ascuns de citre domeniu V si, astfel, capacitatea anti-
P2GPI de fixare a B2GPI circulante este foarte joasi. Cand B2GPI se
fixeazd cu domeniul V de plachete prin intermediul diferitor receptori
ApoER?2 (Apolipoprotein E Receptor 2), GPIba (Glycoprotein I ba),
LRP2 (low density Lipoprotein Receptor related Protein 8) domeniul I
se deschide pentru fixarea cu anti-B2GPI, care rezultd in dimerizirea
moleculei de B2GPI. Acest proces este mediat de factorul plachetar 4
(PF4), un tetramer care faciliteaza fixarea a 2 molecule de B2GPI, iar
anti-B2GPI interactioneaza cu complexul format. Important de
mentionat, ca fixarea monomerului 2GPI de receptorii plachetelor nu
conduce la activarea acestora, proces care are loc doar in cazul prezentei
dimerului de B2GPI in cadrul actiunii anti-B2GPI. Mai mult decat atat.
existd dovezi potrivit carora anti-B2GPI (predilect IgM), pot fixa direct
PF4 prin intermediul fragmentul Fab. Anti-B2GPI pot interactiona sicu
complexul B2GPI-fosfatidilserina, fosfolipid care se expreseaza pe
suprafata trombocitelor in diferite conditii de ultraj, cum ar fi in cazul
actiunii citokinelor proinflamatoare, radicalilor liberi de oxigen si azot,
lipopolizaharidelor bacteriene, endo- si exotoxinelor, etc., avand drept
deznodamant firescactivarea plachetelor.
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Activarea plachetelor de complexul B2GPI-anti-B2GPI rezulta in o
serie de evenimente cu conotatie protromboticé grupate in 2 esaloane:
degranularea plachetara si expresia receptorilor de adeziune si agregare
trombocitara. In plachetele activate se constatd fosforilarea kinasei
p38MAP (Mitogen Activated Protein) si eliberarea din granulele dense
si granulele alpha ale continutului plasmatic anuclear a moleculeor de
ATP si ADP si, respectiv, a tromboxanului A2 (TxA2), serotoninei,
ADP, calciului, PF4, factorului von Willebrand, micro-ARN, etc.

TxA2, un eicosanoid derivat de acidul arahidonic, are T/2 de
metabolizare <30 sec si este convertit in TxB2, care in asociere cu
capacitatea sa de stimulare a agregarii plachetare are si un efect
bronhoconstrictor durabil. Efectul TxA2 de stimulare a agregarii
plachetare este potentat prin efectul vasoconstrictor, ambele fiind
contracarate de cétre prostaciclina (PGI2). Prin actiunea sa paracrina
TxA2 activeaza receptorii specifici (cuplati cu proteina G) de pe
suprafata plachetelor adiacente conducand la extinderea procesului
trombotic, datorita modificarii formei trombocitelor, activarii
fosfolipazei A2 si mediata preponderent prin receptorii IIb/Illa.
Activarea fosfolipazei C (izoforma beta) de citre TxA2 conduce la
hidroliza inozitolfosfatului fosfat cu formarea diacilglicerolului si
inozitolului trifosfat, precum si la activarea proteinkinazei C si cresterea
calciului citozolic, care asigura fenomenul de degranulare a plachetelor.
Totodata, calciul citozolic participa in procesul de schimbare a formei
plachetelor, considerat unul din primele evenimente ale activarii
placutelor sanguine de catre TxA2. Schimbarea formei are la baza
reorganizarea citoscheletonului prin fosforilarea lantului subtire de
miozind, controlata de kinaza dependenta de complexul calciu-
calmoduling, in cadrul careia se formeaza noi filamente de actina si o
retea submembranara densé de proteine contractile, propice extinderii
filopodiilor si centralizarii granulelor plachetare alpha, care descarca
factori de crestere, factori de coagulare si factorul von Willebrand.
Trecerea plachetelor din disc in sfera faciliteaza agregarea si, totodata,
adeziunea lor la suprafata endoteliului alterat, care expune adluminal
fibrele de colagen si alte componente ale matricei extracelulare.
Activarea plachetara prin intermediul TxA2 are un rol deosebit in
tromboza arteriald declansata de acticorpii aFL in primul rand in
circulatia cerebrald, efect potentat de actiunea vasoconstrictoare a
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TxA2. Vasoconstrictia arteriala (in primul rand la nivelul arteriolelor
dotate cu o medie muscularid bine dezvoltatd), mediati de TxAZ2
tempereaza fluxul sanguin creand, astfel, o conditie necesari adeziunii
plachetelor la endoteliul alterat.

Un aport considerabil in patogenia trombozei il aduce factorul von
Willebrand, nivelul plasmatic al céruia eleveaza notabil la pacientii cu
SAFL si se coreleaza autentic cu severitatea statusului protrombotic si
procoagulant. Acest factor este activ sintetizat de celulele endoteliale
vasculare (mai putin de megacariocite) si cantonat in granulele alpha
plachetare. Remarcabil, cd B2GPI circulanta neutralizeaza factorul von
Willebrand si prin aceastd actiune isi revendica efectul anticoagulant
nativ (prezenta anti-B2GPI nu anihileaza acest efect si nu influenteaza
abilitatea adeziva a glicoproteini fata de factorul de coagulare VIII in
vederea inhibarii metabolizarii lui). De asemenea, este importanta
capacitatea factorului von Willebrand de a se lega de colagenul matricei
extracelulare (e.g. colagenul de tip V), promovand adeziunea
plachetara, precum si de receptorii GPIb si GPIIb/GPIIla, facilitind
procesul de agregare plachetara.

Expunerea adluminalda a colagenului subendotelial la factorii
circulanti este precedatd de leziunile endoteliocitelor, care promoveaza
eliberarea din granulele Weibel-Palade a factorului von Willebrand. Ca
si TxA2, factorul von Willebrand are o semnificatie mai concludenta in
geneza trombozei arteriale vs tromboza venoasi, dat fiind
comportamentul  structural lui diferit in jetul sanguin cu stres
hemodinamic mare si mic. In circuitul venos cu o valoare joasa a
stresului hemodinamic si un curent sanguin lin factorul von Willebrand
isi pastreaza preponderent configuratia unei spirale incélcite in cadrul
careia multe site-suri active menite sa fixeze colagenul subendotelial
sunt ascunse.

In circuitul arterial cu o valoare superioari a stresului hemodinamic si
un curent sanguin mai turbulent, factorul von Willebrand., dimpotriva,
se impune structural printr-o spirala descolacitd si intinsa. fapt ce
rezultd in cresterea numarului de site-suri active abile si fixeze
colagenul subendotelial. Astfel, mai multe plachete vor adera la factorul
von Willebrand din zonele endoteliale lezate prin intermediul
receptorilor de adeziune (GPIb si GPIIb/llla), expresati pe suprafata
trombocitelor (redistribuiti in plutele lipidice si concentrate la capetele
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lipicioase ale filopodiei). Prin fixarea factorului von Willebrand de
repectorii GPIb se poate declansa activarea intrinseca a plachetelor,
care vor expresa pe suprafata lor factorul procoagulant Xa si trombina.
Acest fenomen este o maneta a interfetei de conexiune a hemostazei
trombocitare si a cascadei coagulante. Evident, ca in preconditionarile
patologice, manifestate apriori prin injurii endoteliale (ateroscleroza,
dislipidemia, hiperhomocisteinemia, hiperglicemia, hipertensiunea
arteriala, etc.), adeziunea si agregarea plachetara declansate de
anticorpii aFL vor fi potentate.

La pacientii cu SAFL care au testul pozitiv la anticorpii aFL nivelul
circulant al trombocitelor activate este elevat, iar fixarea factorului
von Willebrand de receptorii acestora, GPIIb/Illa, va asigura o
adeziune ireversibild a plachetelor la structurile colagenului
subendotelial. Mai mult decat atat, factorul von Willebrand sustine
cascada procoagulanta si prin mecanismul dependent de factorul VIII,
care se reduce la faptul ca in interactiunea lor non-covalenta acesta
din urma este protejat de proteoliza intravasculard, iar T/2 lui de
metabolizare creste de circa 5 ori.

Cercetarile experimentale au ardtat, ci administrarea anticorpilor
monoclonali cétre factorul von Willebrand sau receptorilor GPIIb/I1la
a redus semnificativ tromboza la soriceii expusi actiunii anticorpii aFL,
precum si expresia CD63 (o proteina membranard importanta in
procesul interactiunii dinamice a celulelor), determinand, astfel,
diminuarea complexelor plachete-leucocite. Pe acest fondal s-a urmarit
si reducerea expresiei receptorului plachetar GPlba, o subunitate a
receptorului GPIb, capabila sa fixeze mai multi liganzi circulanti,
inclusiv. B2GPI si, deci, complexul B2GPl/anti-B2GPI. Activarea
receptorului plachetar GPIba, care influenteaza expresia CD63 si,
respectiv, activitatea adeziv-agregantd a trombocitelor nu are loc la
actiunea monomerului B2GPI si e posibila numai in cazul dimerizarii
glicoproteinei. deci la actiunea complexului f2GPl/anti-B2GPI.

Important de mentionat, ca stabilizarea dimerilor B2GPI este
sustinutd de trombospondina-1 (TSP-1) si factorul plachetar 4 (tetramer
polipeptid format din 70 de aminoacizi) incarcat pozitiv, stocat in
granulele alpha si care poate lega cantitati mari de heparina, micsorand,
astfel, capacitatea sistemului anticoagulant. Dacd impotriva
complexului PF4/heparind se vor forma autoanticorpi, atunci se va
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instala trombocitopenia. Complexul B2GPI/anti-B2GPI/PF4 fixat de
plachete va activa fosforilarea pMAPK-38, promovand mecanismul
cheie al trombofiliei dependente de anticorpii aFL: degranularea
plachetelor si eliberarea mediatorilor protrombotici si procoagulanti, in
primul rand TxA2 si factorul von Willebrand.

Plachetele activate sub actiunea complexului f2GPl/anti-B2GPI/PF4
vor expresa TSP-1 si vor elibera in fluxul sanguin forma solubila de
trombospondind, glicoproteind de matrice implicata nu numai in
sustinerea statusului protrombotic gratie inhibitiei plasminei, dar si in
potentarea raspunsului inflamator mediat de receptorii CD36 expresati
de macrofage si endoteliocite. Activarea receptorilor endoteliali CD36
de catre TCP-1 conduce la eliberarea factorului von Willebrand si la
expresia moleculelor de adeziune intercelularda. Mecanismul trombotic
mediat de endoteliocite. Endoteliul vascular are un rol deosebit in
reglarea hemostazei si un aport dihotomic in dependenta de integritatea
lui structural-functionala. In contii fiziologice celulele endoteliale
dispun de o activitate antitrombotica, intrucat expreseaza si elibereaza
factori anticoagulanti, cum ar fi trombomodulina (cu exceptia
microcirculatiei cerebrale), inhibitorul factorului tisular (TFI),
cofactorul antitrombinei III (heparin-like glycosaminoglycans).
receptori catre antitrombina III si catre proteina C, oxidul nitric.
prostaciclina, etc., iar in injurii, dimpotriva, se evidentiaza activitatea
protrombotica si procoagulanta.

Cercetarile in vitro au demonstrat, ca anti-B2GPI fixeaza celulele
endoteliale in prezenta B2GPI care are domeniul I descoperit, iar drept
urmare se instaleaza un fenotip procoagulant si proinflamator al
endoteliocitelor, manifestarile de baza fiind cresterea expresiei TF.
inhibitorului activatorului de plasminogen, ICAM-1 (intercellular
adhesive molecule 1), VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1), MCP-
1 (monocyte chemoatractant protein 1), selectinelor E, P si IL-6.
Administrarea aAF la soriceii transgenici cu expresia redusd a
moleculelor de adeziune si citokinelor proinflamatoare se impune
printr-un status protrombotic mult mai atenuat, comparativ cu
animalele salbatice. La pacientii cu SAF Nivelele circulante ale [CAM-
1, VCAM-1, MCP-1, selectinelor E, P si IL-6 sunt elevate, fapt asociat
de cresterea continutului sanguin al microparticulelor de endoteliocite.
ca markeri ai leziunii endoteliale, sustinute in parte de raspunsul
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inflamator accentuat si infiltrarea peretelui vascular cu monocite si
macrofage.

Interactiunea P2GPI cu celulele endoteliale se realizeaza prin fixarea
domeniului V a glicoproteinei de diferiti receptori expresati constitutiv
sau inductibil pe endoteliocit, cum ar fi anexina 2, structurile anionice
ale heparan sulfatului, Toll-like-R4 si ApoER2. Remarcabil, ca
concentratii mari de P2GPI se deceleaza in zonele subendoteliale ale
placilor ateromatoase la pacientii cu lupus si SAF secundar, fapt ce se
asociaza cu cresterea expresiei Toll-like-R4 si a activitatii
protrombotice si procoagulante a endoteliului vascular.

Anexinele reprezinta o familie larga (peste 100) de proteine
membranare calciu-dependente, care fixeaza fosfolipide si servesc
drept receptori pentru diferiti liganzi. Anexina 2 de pe suprafata
endoteliocitului si monocitului serveste drept receptor pentru
plasminogen si activatorul plasminogenului. Anexina 2 fixeaza
monomerul de B2GPI fara activarea celulei endoteliale, aceasta din
urma avand loc la fixarea complexului B2GPI/anti-B2GPI, fapt ce
rezultd in instalarea fenotipului procoagulant. La soriceii cu gena
anexinei 2 knockout nu se documenteaza semne de tromboza la
administrarea aAF, iar expresia factorului tisular si a moleculelor de
adeziune este subiacenta paternului animalelor de referinta. Activarea
genei ce controleaza expresia anexinei 2, dimpotriva, s-a manifestat
prin dezvoltarea unui status procoagulant concludent, iar Nivelele
circulante ale TF, ICAM-1, VCAM-1, IL-6, selectinelor E si P sunt
superioare valorilor de referinta. Cercetari recente au adus la apel
evidente, care indica rolul receptorilor Toll-like in promovarea actiunii
procoagulante a anti-B2GPI asupra endoteliocitului mediata de anexina
2. Blocarea receptorilor Toll-like 2 si Toll-like 4 expresati pe
endoteliocit a modificat pozitiv  Nivelele circulante ale
plasminogenului, activatorului de plasmina, a factorului tisular, precum
si a moleculelor de adeziune la actiunea anti-B2GPI, fapt ce a consolidat
opinia, ca receptorii Toll-like pot functiona ca co-receptori pentru
anexina 2. linflamatia cronica sau sistemica asociata de accentuarea
aterogenitatii si cresterea expresiei receptorilor Toll-like pe suprafata
mai multor celule, incluzand endoteliocitele si monocitele, potenteaza
efectul procoagulant si protrombotic al aAFL mediat prin anexina 2.
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Tratamentul cu statine, care amelioreaza functionalitatea endoteliului
vascular s-a impus la pacientii cu SAF prin reducerea mediatorilor
procoagulanti si protrombotici si drept consecinti a severititii
procesului de tromboza arteriald si venoasd. De mentionat in acest
context, ca beneficiile mentionate s-au asociat cu micsorarea expresiei
factorului nuclear kappaB (NF-kB), p38MAPK si a factorului tisular.
Remarcabil, cé in vitro expresia FT indusa de anti-B2GPI in cultura de
endoteliocite sau monocite s-a atestat a fi dependentd de prezenta
vitaminei D3, care a contribuit si micsorarea numarului de endoteliocite
activate si la atenuarea apoptozei celulare. Deprecierea expresiei
fosfatidilserinei a atenuat efectele anti-B2GPI asupra endoteliocitului.
aceasta fiind inteligibil urmata de restabilirea adecvata a raportului
TF/TFI. Astfel, activarea statusului procoagulant inerentd actiunii anti-
B2GPI este strans legatd de factorul tisular, expresia cidruia pe
endoteliocite creste odata cu stimularea anexinei 2.

De consemnat faptul ca la pacientii cu SAFL sunt detectati si
anticorpi specifici catre anexina 2, iar interactiune lor se impune
analogic actiunii complexului B2GPl/anti-B2GPI prin cresterea
expresiei factorului tisular, moleculelor de adeziune, citokinelor
proinflamatoare si a riscului evenimentelor trombotice. Expresia
endoteliald a TF se anunta si la activarea receptorului Toll-like 4 de
catre lipopolizaharidele bacteriene in asociere cu expresia NF-kB.
fosforilarea p38MAPK si cresterea Nivelelor circulante ale citokinelor
proinflamatoare. In acest context este coroboratd ipoteza, ca rolul
factorului infectios in promovarea simptomelor clinice ale SAFL si in
particular a trombozei sustinute prin TF are la bazid activarea
receptorului Toll-like, estimat drept cofactor al anexiniei 2, receptorul
- complexului B2GPl/anti-B2GPI. Drept confirmare poate fi adusa
dovada augmentarii in vivo a trombozei si a cresterii expresiei TF la
actiunea complexului B2GPI/anti-B2GPI in prezenta lipolizaharidelor
bacteriene. Interesant, ca un efect similar, dar mai putin accentuat, poate
fi urmarit la blocarea anexinei 2, fapt ce indica asupra fezabilitatii
paternului endotelial ,,multi-receeptor” privind actiunea protrombotica
a AAF, asociata de cresterea TF si micsorarea trombomodulinei, iar
activarea NF-kB si fosforilarea p38MAPK sunt vizate drept semnalizari
intracelulare comune.
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Factorul tisular sau factorul III al sistemului de coagulare initiaza
coagularea extrinseca prin activarea factorilor VII si X. Totodata, TF
este acceptat prin actiunea sa autocrind si paracrind drept un mecanism
de activare a expresiei citokinelor proinflamatoare, care la randul lor
vor preconditiona si sustine procesul de tromboza. Astfel, in paradigma
TF-inflamatie-tromboza complexul B2GPl/anti-B2GPl are rol de
declansare si potentare a statusului protrombotic. In plus, aAF
stimuleaza sistemul complementului pe calea clasica, iar componenta
C35a creste expresia factorului tisular. Componentele C3a si C5a ale
complementului sunt implicate in alterarile placentei iminente SAFL
prin periclitarea echilibrului dintre PGF (factorul de crestere a
placentei) si VEGF (factorul endotelial de crestere) si imbalanta
receptorilor specifici. Factorul tisular creste productia de trombina, care
de asemenea este un activator al sistemului complementului pe cale
alternativa. Blocarea TF prin anticorpul monoclonal specific previne
complicatiile gestatiei la femeile cu testul pozitiv 1a aAFL, iar statinele
prin efectul pleiotrop antiinflamator si de ameliorare a endoteliului
vascular au efect benefic privind restrictiile cresterii fetale.

Actiunea aAFL asupra endoteliului vascular se impune prin
diminuarea expresiei constitutive a trombomodulinei (TM), care in
sistemul hemostazei are un efect anticoagulant deosebit, intrucat
complexul TM-trombind activeaza proteina C (PC), o proteind
dependenta de vitamina K care circula in forma de zimogen (masa
moleculara 62 kD), capabila sa inactiveze factorii sistemului de
coagulare FVa, FVlla si FVIlla si, respectiv, trombokinaza. Activitatea
anticoagulantd a PC este potentatd de proteina S (PS) in forma
circulanta liberd, dar nu cea legata de componenta C4b a sistemului
complementului si care se considera drept un cofactor al proteinei C.
Formarea complexului PC-PS este dependenta de functionalitatea
receptorului PC expresat pe endoteliocit sau necesitd o interfata
fosfolipida de catalizare. Rezultatele acumulate denota, ca activitatea
anticoagulantd a proteinei C creste pana la 20 de ori cand aceasta se
fixeazd de receptorul specific endotelial. Astfel, oricare injurie
endoteliald asociata de ,.expresia in jos™ a receptorului PC pericliteaza
acest mecanism de atenuare a activitatii cascadei coagulante.

Complexul B2GPI/anti-B2GPI inhiba expresia receptorului proteinei
C de pe endoteliu, precum si anihileaza fixarea PC de fosfolipidul
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anion, mediatd de anexina 5, rezultand in cresterea activitatii
coagulante. Anexina 5 este un receptor expresat pe fosfolipidele anione
ale diferitor celule, cu afinitate fata de p2GPI. Activarea anexinei 5 de
B2GPI faciliteaza formarea complexului PC-PS (un mecanism de
promovare a efectului anticoagulant al B2GPI), pe cand activarea ei de
complexul B2GP1/anti-B2GPI se impune prin efect opus si rezulta prin
urmare in diminuarea capacitatii sistemului anticoagulant si ultraj catre
dezvoltarea normala a sarcinii.

Efectele naturale ale proteinei C depasesc perimetrul sistemului de
hemostazi. Este notabila in acest context actiunea PC activate de a
atenua inflamatia sistemicd, plauzibil prin inhibitia expresiei
moleculelor de adeziune, chemokinelor si a citokinelor
promﬂamatoare Administrarea proteinei C activate la pacientii cu
sepsis sever a redus rata mortalitatii. In cultura de celule PC a
demonstrat efect de control al proliferarii celulare si supravietuire in
diferite conditii stresogene.

Nivelul plasmatic al trombomodulinei are o tendinta de elevare la
pacientii cu SAF, in deosebi forma secundara (e.g. lupusul sistemic
eritematos) si este un predictor al injuriei endoteliale, urmata de
eliberarea glicoproteinei in sdnge (trombomodulina solubild). Cresterea
trombomodulinei solubile se constata in diferite stari patologice
asociate de leziunile endoteliului vascular, nivelul careia se coreleaza
direct cu severitatea acestora. In SAFL trombomodulina este scoasa din
exercitiul anticoagulant, repercusiunea principald fiind nu atat
inactivarea unor cantitati de trombina, cat deprecierea functionalitatii
proteinei C. Fixarea trombinei de trombomodulina are, in afard de
activarea proteinei C, consecinte ambigue. Pe o parte ea pierde
capacitatea de a activa plachetele si a transforma fibrinogenul in fibrina.
Pe de altd parte, trombina legata de trombomodulind activeaza
carboxipeptidaza B, un inhibitor al fibrinolizei, TAFI (thrombin
inductible fibrinolysis inhibitor). Carboxipeptidaza B cliveaza
reziduurile carboxiterminale de lizina din lantul de fibrind, prin ce se
anihileazi procesul de fibrinoliza, deoarece devine imposibild fixarea
plasminei si a activatorului plasminei de fibrina. Conceptual TAFI este
apreciat drept un stabilizator natural al cheagului fibrinic.

In apanajul fiziopatologiei dereglarilor hemostazei la pacientii cu
SAFL trombina are valente patogenetice distincte. Datoritd formarii
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anticorpilor citre protrombind, valorile cantitative ale trombinei sunt
reduse, iar testul in vitro stabileste o crestere a timpului de formare a
trombusului fibrinic. Totusi, reducerea trombinei este asociatd de
activarea statusului procoagulant si protrombotic, in deosebi, cand
anticorpii cdtre trombina asociaza molecule de fosfatidilserina, titrul
carora se coreleazd cu severitatea trombozei venelor profunde si cu
riscul de infarct miocardic acut la persoanele tinere. Explicatia acestui
fenomen, chiar la noima proprietatii trombinei de activare a plachetele,
se bazeaza pe faptul cd declinul cantitativ al trombinei compromite
concludent capacitatea complexului trombomodulind-trombina de a
activa proteina C, elementul cheie al sistemului anticoagulant. Prin
urmare se poate de admis, ca disfunctia sistemului anticoagulant are in
cadrul trombozei inerente SAF un rol patogenetic lider.

Trombina este dovediti a fi cel mia puternic agonist solubil al
plachetelor, activarea acestora fiind mediata prin receptori cuplati de
proteina G care fac parte din familia de receptori activati de proteaza.
Stimularea lor de trombina (proprietatile ei biochimice sunt proprii
proteazelor) conduce la cresterea concentratiei calciului citozolic si
eliberarea de ADP (adenozindifosfat), care va activa receptorii P2Y I si,
in deosebi, P2Y 12 (receptori transmembranari din 342 de aminoacizi
cuplat cu proteina G), implicati in mentinerea statusului de ,,placheta
activata”, ce se impune prin eliberarea TxA2 si a factorului von
Willebrand.

Astfel, se formeaza o interfatd paracrina reverberanta, care rezulta in
cresterea campului de plachete activate, chiar la concentratii mici de
trombina, iar adenozinfosfatul prin inhibitia adenilatciclazei si
micsorarea AMPc (adenozinmonofosfat ciclic) va sustine potentialul
agregant al trombocitelor. Anume agregarea masiva a plachetelor se
considera a fi cauza principala a trombocitopeniei in SAF, care
conditioneazd in vitro majorarea timpului de sangerare (indicele
hemostazei primare sau microcirculatorii). Mai mult, receptorul P2Y 12
mediaza activarea PI3K (fosfatinozitol kinaza 3), prin ce se produce
activarea receptorului de fibrinogen care faciliteaza secretia plachetara
de alti factori activi ai hemostazei si sustenabilitatea agregatelor
trombocitare.

Trombina si factorul von Willebrand eliberat la activarea receptorului
P2Y 12, care va activa receptorii colagenului expus adluminal, sunt
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factorii responsabili de formarea familiei de ,,plachete acoperite”,
capabile sa cantoneze proteine procoagulante si sd expreseze
fosfatidilserina, fosfolipidul ce interactioneaza cu B2GPI. Totodata.
factorul tisular expresat de endoteliul alterat sau la actiunea
complexului B2GPl/anti-B2GPI stimuleaza expresia selectinei P pe
suprafata plachetelor, care va interactiona atat cu selectina E de pe
endoteliocit, cét si cu selectina L de pe suprafata leucocitelor circulante.
rezultand in formarea agregatelor trombo-leucocitare. Legatura de gen
receptor-ligand intre selectina P si selectina L conduce la activarea
NADH-oxidazei de pe suprafata plachetelor si, respectiv, la formarea
superoxidului anion (O2-), un radical liber de oxigen cu actiune
protrombotica si proinflamatoare notabila. In conditiile stresului
oxidativ activat este inlesnita activarea plachetara de catre filamina A.
o proteina citoscheletica ce leaga filamentele de actina importante in
degranularea si schimbarea formei plachetei, precum si cu receptorul
GPIba, care faciliteaza activarea integrinei ollbp3 (receptor de
adeziune), implicat in fixarea fibrinogenului si activarea neutrofilelor
prin intermediul receptorilor de adeziune leucocitara Mac-1.

Receptorii P2Y12 si allbp3 sunt implicati in declansarea si
promovarea trombozei intra-stent dupa angioplastia arterelor periferice
si cerebrale. La pacientii cu SAF incidenta restenozei intra-stent este de
3 ori mai mare, fapt determinat si de reducerea expresiei TFI si a
receptorului endotelial al proteinei C. Administrarea antagonistilor
P2Y12 are nu numai efect antitrombitic, dar si antiinflamator.
antiproliferativ, antiaterogen, intrucat acest receptor este expresat si pe
celulele imune, miocitele netede vasculare si chiar pe celulele
microgliei. Activarea plachetelor are per se un efect proinflamator
manifest, datorita expresiei receptorului CD40 si elevarii nivelului
circulant al ligandului solubil CD40 (sCD40L), acesta fiind estimat
drept unul din mecanismele accentuarii inflamatiei sistemice la
pacientii cu sindromul antifosfolipidic.

Mecanismul trombotic mediat de monocite. Rolul monocitelor in
evolutia manifestarilor trombotice ale sindromului antifosfolipidic este
vizat prin prisma a 2 evenimente cruciale: (1) expresia factorului tisular
si (2) eliberarea exagerata a citokinelor proinflamatoare. Cercetarile in
vitro au aratat ca ambele sunt in fond declansate de activarea
mononuclearelor de catre complexul PB2GPl/anti-B2GPI prin
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intermediul receptorilor cu afinitate fata de B2GPI, reprezentati de
TLR2. TLR4, ApoER?2 si anexina 2, deci familia de receptori expresati
si pe endoteliocite. Expresia TLR2 si TLR4 pe monocite are conotatii
distincte: receptorii TLR2 se impun prin expresie inductibila, iar TLR4
— prin expresie constitutivd. In cultura de celule s-a stabilit, ca
monocitele pacientilor cu SAF sensibilizate prin lipopolizaharide
bacteriene demonstreaza o activitate majorata a receptorilor TLR2,
dependenta in mod direct de cantitatea de ATP, comparativ cu
persoanele sanatoase. Mai mult, la pacientii cu lupus si SAF este
concludent crescuta si expresia receptorilor B2GPI, fapt ce s-a asociat
de expresia majorata a factorului tisular. Sunt dovezi care trec in
evidentd faptul, ca in SAF capacitatea monocitelor de sinteza a f2GPI
este augmentata, determinand elevarea nivelului circulant al acestei
glicoproteine, sintetizate prioritar, dar nu in mod exclusiv de hepatocite.

Cresterea mai pronuntatd a expresiei TF (CD142) pe monocite se
constati la activarea TLR2 si anexinei 2 de catre complexul f2GPI/anti-
B2GPI si anti-CL. Deci, factorul infectios, care induce expresia
inductibila Toll-like2, are in patogenia SAF nu numai rol de declansare
a formdrii AAF, dar si de sinteza mononucleara a f2GPl. Remarcabil,
ca la pacientii cu SAF este crescut si raportul monocitelor circulante cu
fenotip proinflamator activat (CD14+16+), care dispun de capacitate de
adeziune endoteliala  majorata la actiunea CMP-1 sau CCL2,
chemokina principald a mononuclearelor. Expresia TF de monocite este
dependenta de limfocitele CD4, fapt ce indica asupra rolului acestora in
mentinerea durabild a statusului protrombotic activat la pacientii cu
sindromul antifosfolipidic.

Predictorii expresiei factorului tisular monocitar in SAFL sunt micro-
ARN-155 si micro-ARN-146a extracelulari, cresterea carora se
asociazd cu micsorarea Nivelelor plasmatice ale micro-ARN-19b si
micro-ARN-20a in corelare cu severitatea trombozei, intensitatea
stresului oxidativ, expresiei citokinelor proinflamatoare si selectinelor
P si L, precum si titrul anticorpilor antifosfolipidici. Materialul
probatoriu acumulat permite de a conclude, cd micro-ARN-19b si
micro-ARN-20a circulante sunt nu numai markeri ai expresiei TF
monocitar, dar si niste factori de potentare a raspunsului inflamator al
celulelor endoteliale si, deci, de diseminarea inflamatiei. Remarcabil,
ca prepararea culturii de endoteliocite umane cu AAF preluati de la
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pacientii cu SAF a condus la cresterea TF si la exocitoza exosomilor ce
contin micro-ARN-19b si micro-ARN-20a. Prin urmare se poate de
admis, cd mecanismul dependent de micro-ARN al expresiei factorului
tisular monocitar este comun cu cel iminent endoteliocitelor.

Nivelul circulant al unor micro-ARN (e.g. mico-ARN-146a-3p si
mico-ARN-146a-5p) se anunta drept un predictor al complicatiilor
gestationale la femeile cu SAF. Tratamentul in vitro al trofoblastelor cu
a AAF conditionat cresterea expresiei intracelulare a acestor micro-
ARN.

Este importanta legatura dintre expresia micro-ARN si raspunsul
inflamator celular, intrucat expunerea la AAF atat a celulelor
endoteliale, cét si a trofoblastelor, s-a manifestat prin sinteza IL-8. o
interleukind cu proprietati proinflamatoare marcante. Sub actiunea
AAF monocitele expreseaza un set variat de citokine proinflamatoare
(e.g. IL-2, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a, galectina-3, etc.) si molecule de
adeziune intercelulara care se coreleaza autentic cu nivelul circulant ale
sCD40L, predictor veritabil al statusului protrombotic si infectios.

Un alt patern fiziopatologic al trombozei legate de monocite este
determinat de periclitarea aparatului mitocondrial al mononuclearelor.
fapt ce rezultd in eliberarea excesiva a radicalilor liberi de oxigen.
Pretratarea monocitelor cu coenzima Q10 (un antioxidant cu proprietati
antiinflamatoare si antitrombotice dovedite) a redus expresia factorului
tisular la actiunea aAF din clasa IgG. Rezultatele trialului clinic
randomizat, placebo controlat, NCT02218476 au adus la apel beneficii
importante ale tratamentului pacientilor cu SAF prin forma redusa a
CoQ10 (Qred; 200 mg/d) timp de 1 luna, cum ar fi micsorarea fata de
placebo a Nivelelor circulante ale markerilor protrombotici (e.g. TF).
proinflamatori (e.g. I1L-6 si IL-8), prooxidanti (e.g. dialdehida
malonicad) si elevarea continutului plasmatic al micro-ARN-19b si
micro-ARN-20a.

Atenuarea inflamatiei s-a manifestat si prin semnalmente clare de
ameliorare a functionalitatii endoteliului vascular atestatd prin
micsorarea expresiei VECAM-1, cresterea ratei vasodilatarii mediate
de flux si a concentratiei sanguine de NO. Importantd in acest context
este si diminuarea in monocite a fosforilarii a 7 kinaze intracelulare
implicate in promovarea statusului protrombotic, stresului oxidativ si
raspunsului inflamator. Printre acestea se gaseste si p38MAPK. o
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kinaza activata de plachete, implicata in dezorganizarea neutrofilelor si
formarea retelei de cromatina si granule extracelulare, NETs
(Neutrophil Extracellular Traps). La randul sdau NETs este o sursa de
factori de activare a plachetelor si a celulelor endoteliale, precum si de
antigene nucleare care declanseaza formarea autoanticorpilor nucleari,
fenomen propriu lupusului sistemic eritematos. In plus, NETs-ul poate
servi drept o ,retea-proptea” de adeziune a plachetelor la endoteliul
alterat de catre proteazele inmagazinate in granulele de neutrofile
extracelulare. Conglomerate de NETS-uri in vivo sunt depistate in
spatiile vilozitatilor epiteliale placentare la femeile cu SAF, complicat
prin preeclampsie si eclampsie.

Acest trial a consolidat ipoteza suportului multifactorial al trombozei
in SAFL, interfata patogenetica fiind orchestrata de factori
proinflamatori, factori prooxidanti si perturbari ale expresiei diferitor
familii de micro-ARN.

Un alt mecanism de mentinere durabila a expresiei factorului tisular
monocitar in SAF este determinat de efectul aAF de micsorare a
expresiei proteinei de catalizare a oxidarii, reducerii si a izomerizarii
puntilor disulfide, PDI (Protein catalyzing Disulfide Isomeration) la
nivelul Cys186—Cys209 al TF. Drept urmare, statusul activ al TF se
mentine, perpetuand, astfel, cascada extrinseca a coagularii. Mai mult
decat atat, reducerea expresiei PDI sub actiunea aAF se impune prin
activarea NF-kappaB, care pune in exercitiu genele responsabile de
raspunsul  inflamator si  eliberarea excesiva a citokinelor
proinflamatoare. Blocarea receptorului monocitar Toll-like 8 a atenuat
..expresia in jos™ a PDI sub actiunea aAF, fapt ce indica asupra rolului
acestui receptor in reglarea expresiei factorului tisular monocitar.

Sub actiunea aAF asupra monocitelor expresia kinazei Rho creste,
fapt ce rezulta in potentarea sintezei factorului tisular. Efectul
antitrombotic al statinelor este in parte legat de capacitatea lor de a
inhiba kinaza Rho monocitara. Trombina, ca si endotelina 1,
dimpotriva, activeaza kinaza Rho monocitara si endoteliala si, astfel,
promoveazad statusul protrombotic indus prin actiunea anticorpilor
antifosfolidici. Se considera ca efectul stimulator al sintezei TF
monocitar este propriu IgG (anti-CL) si nu se refera la IgM si CA.

Efectul anticardiolipinului (aCL) asupra monocitelor se soldeaza cu
cresterea expresiei receptorilor PAR (Protease Activated Receptor),
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PARI, PAR3 si PAR4, receptori specifici pentru trombina (receptorul
PAR2 este, totodatd, implicat in transformarea monocitelor in
macrofage sub actiunea citokinelor proinflamatoare, in primul rand a
stimulatorului coloniei monocitare). La pacientii cu SAF expresia
receptorilor PAR1 si PAR2 este crescutd, iar blocarea lor, in deosebi.
PAR2 limiteaza expresia TF monocitar la actiunea AAF, subliniind
rolul acestuia in declansarea cascadei coagulante. Astfel, receptorul
PAR2 poate fi o tint a terapiei trombozei la pacientii cu SAF, mai ales
ca expresia lui se deceleaza si pe suprafata neutrofilelor, care sub
actiunea tripsinei declanseaza un raspuns inflamator asociat de
formarea NETs. Reducerea NETs sub actiunea statinelor s-a
documentat drept un efect benefic in vederea prevenirii sau atenuarii
evolutiei sindromului coronarian acut, precum si ameliorérii evolutiei
post-infarct in faza acuta (24-72 ore, cand infiltrarea neutrofilelor in
zona necrotica a miocardului si expresia macrofagelor proinflamatoare.
M1, se estimeaza la cote maxime).

Mecanismul trombotic mediat de dezechilibrul
coagulare/anticoagulare/ fibrinolizd.

Cascada coagulantd iminenta hemostazei macrocirculatorii este in
mod natural declansata de factorul Hageman de contact XII (coagularea
intrinseca) si factorul tisular, expresat de endotelicitele lezate, precum
si de monocite, neutrofele (coagularea extrinsecd). Sistemul
anticoagulant este reprezentat de trombomodulind, proteinele C si S.
antitrombina 111 si heparina. Important de mentionat, cd la pacientii cu
SAF nivelul circulant al factorului XII este redus datoritd prezenti
anticorpilor specifici si se coreleaza negativ cu cresterea timpului
testului tromboplastinic in vitro, precum si cu nivelul AAF reprezentat
de LA. Totusi, carenta factorului XII se estimeaza ca o entitate
protrombotica in SAFL, data fiind implicarea concludenta a acestuia in
activarea fibrinolizei.

Anti-B2GPI inhiba activitatea factorului XII, dar in concentratii mari
se constata un efect opus. Prezenta autoanticorpilor catre factorul
Hageman este un fenomen inteligibil in SAF, apreciat drept un patern
autoimun, si influenteaza, spre deosebire de aAF, deznodamantul
hemostazei doar prin inhibarea fibrinolizei. Rolul aAF in activarea
cascadei de coagulare extrinseca este evident si se impune prin cresterea
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expresiei TF monocitar si endotelial. Autoanticorpii catre protrombina
se estimeaza la 40-45% din pacientii cu SAFL, dar implicarea lor in
tromboza este acceptata doar prin prisma reducerii activarii proteinei C
in deficitul firesc de trombina. Totodata, in prezenta aAF conversia
protrombinei in trombina este accelerata, fapt ce poate contracara in
parte efectul deficitului de protrombina. Reducerea expresiei si
activitatii proteinei C este unul din predictorii principali ai disfunctiei
sistemului anticoagulant si activarii statusului procoagulant la pacientii
cu SAFL. La aceasta noima este importantd de asemenea: (i) carenta
cofactorului anticoagulant, proteinei S, mediatd de AAF; (ii) atenuarea
activitatii proteinei C datorita micsordrii activitatii receptorului
endotelial specific catre PC si inhibitiei de catre AAF a oxidarii; (iii)
inhibitia activarii PC de catre complexul trombomodulina-trombina.

Incompetenta antitrombinei 1Il, o proteazd serind cu actiune
anticoagulanta prin inhibitia enzimelor antrenate in formarea trombinei,
este vizatd in SAF drept o consecintd a reactiei incrucisate a aAF cu
heparina, prezenta careia este necesara pentru promovarea normala a
efectului anticoagulant ale proteazei. In plus, in prezenta aAF
capacitatea antitrombinei de inactivare a trombinei si a factorului Xa
este diminuata. Rolul anticorpilor contra factorului Xa (componenta a
trombokinazei) in patogenia trombozei iminente sindromului
antifosfolipidic nu este elucidat. Datele acumulate sunt contradictorii si
intricate, intrucat afinitatea factorului Xa catre anticorpii specifici la
pacientii cu SAFL este mai mare comparativ cu indicele pacientilor cu
lupus, dar fird aAF. Sub acest aspect este vehiculata ipoteza, potrivit
careia anticorpi Xa reduc capacitatea antitrombinei III de inactivare a
factorului Stuart-Prower.

Antagonistii factorului Xa sunt o clasa de remedii anticoagulante de
perspectiva in profilaxia si tratamentul trombozei la pacientii cu SAFL.
Activitatea sistemului anticoagulant este indispensabila si de anexina 5
expresatd abundent in maniera constitutiva pe endoteliocitele vasculare
si trofoblastele placentare. Cand P2GPI se fixeaza cu domeniul V de
anexina 5, aceasta din urma preia o structura 2D de sita, care selectiv
acopera mai multe fosfolipide si proteine, in primul rand,
tromboplastina endoteliala (TF I1I sau CD142), anihiland accesul ei la
factorii circulanti ai sistemului coagulant (factorul X) si declansarea
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coaguldrii intrinseci, fara a periclita conexiunea cu moleculele de
heparana sulfat. In cadrul SAFL, anti-B2GPI reactioneaza cu domeniul
I al B2GPI fixata pe anexina 5. rezultand in pierderea capacitatii ei de a
realiza misiunea de scut al tromboplastinei si, totodata, a performantelor
anticoagulante ale B2GPI.

Conceptual este important, ca cultura de trofoblaste placentare si
endoteliocite expreseazd mai putine molecule de anexina 5 in prezenta
aAFL (IgG) preluate de la pacientii cu SAFL, iar plasma incubata cu
aceste celule demonstreazd o activitate coagulantd sporitd. Aceasta
evidenta impune o semnificatie fiziopatologicd deosebita a
mecanismului anticoagulant al AAF 1in patogenia dereglarilor
hemostazei la pacientii cu SAFL. Cresterea potentialului coagulant si
deprecierea fezabilitatii anticoagulante sunt asociate la pacientii cu
SAFL de inhibitia fibrinolizei. Cu toate acestea prezenta D-dimerilor.
productul degradarii fibriniei de catre plasmina, este decelata in sangele
pacientilor cu SAFL, iar majorarea lor peste 2,0 microg/ml se estimeaza
drept un predictor relevant al trombozei.

Plauzibil de admis in acest context, cd procesul de crestere a activitatii
coagulante in SAFL este mai accentuat comparativ cu severitatea
afectdrii fibrinolizei. Aceasta din urma are la baza, potrivit datelor
obtinute in studiile clinice si fundamentale mai multe mecanisme,
printre care oportun se impune cresterea activitatii si expresiei
inhibitorului activatorului plasminei, PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) si reducerea activatorului tisular al plasminei, tPA (tissue
plasminogen activator). Alt mecanism consté in formarea la pacientii
cu SAFL a anticorpilor contra plasminei si/sau tPA, care scot din
exercitiu capacitatea de liza a fibrinei proprie sistemului de fibrinoliza.
In plus, este coroborata ipoteza rolului lipoproteinei (a), un marker al
moleculelor de LDL cu aterogenitate inalta, care, fiind in exces la
pacientii cu SAF, concureaza cu fibrina in vederea expunerii la actiunea
proteolitica a plasminei.

Reducerea activitatii plasminei rezultd in metabolizarea proteolitica
depreciatd a trombospondinei-1 solubile eliberata prioritar de plachete
si endoteliocite. Acest fenomen determind activarea statusului
protrombotic si procoagulant, iar pe de alta parte inhibitia sistemului de
fibrinoliza. intrucat TSP-1 stimuleaza expresia PAI-1, care in mod
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normal trebuie sa fie contracarata prin actiunea B2GPl.  Anti-B2GPI
anihileaza actiunea inhibitorie a P2GPI asupra PAI-1 in manierd
dependentd de concentratie. Mai mult, complexul P2GPl/anti-B2GPI
reduce activitatea fibrinoliticdi endogena, chiar in prezenta factorului
Hageman, care stimuleazd formarea plasminei. Este importantd de
asemenea si actiunea anti-B2GPI de compromitere a efectului P2GPI
privind stimularea formarii plasminei, mediata de tPA si realizata prin
intermediul receptorilor expresati pe molecula de plasminogen (anexina
2). Activarea anexinei 2 de catre P2GPl faciliteaza procesul de
interactiune a tPA cu plasminogenul propice formarii plasminei si
fibrinolizei, iar sub actiunea anti-B2GPI acest proces este periclitat.

Mecanismul trombotic sustinut de sistemul complementului si
inflamatie. Fiind un patern deosebit al procesului autoimun, SAFL se
impune prin activitatea crescutd a sistemului complementului si, drept
una din consecintele acesteia, prin accentuarea inflamatiei sistemice,
care in mod cumulativ si reciproc potenteaza evolutia trombozei.
Nivelele circulante elevate ale diferitor componente activate ale
complementului se coreleaza direct cu severitatea trombozei arteriale
si/sau venoase la pacientii cu SAFL, precum si cu titrul anticorpi aFL.
Mai multe cercetari experimentale au aratat, ca soriceii transgenici care
nu expreseaza componentele C3 si c¢5 ale complementului sunt
rezistenti la inducerea trombozei prin actiunea anticorpi aFL. Drept
urmare procesul de formare si eliberare a TF endotelial este compromis
de carenta C5a.

Inhibitia activitatii sistemului complementului prin eculizumab
(anticorp monoclonal uman care neutralizeaza C5) are beneficii asupra
evolutiei clinice a SAFL, inclusiv la femeile insarcinate cu risc de
preeclampsie si avort spontan. La pacientii cu SAFL Nivelele circulante
ale complexelor imune sunt elevate. fapt ce sugereaza rolul acestora in
activarea clasica a complementului, in special daca aCL si anti-B2GPI
sunt reprezentate de 1gG1, care dispune de o capacitate de activare a
Cql mai mare comparativ cu [gG2. Componentele activate ale
sistemului complementului sunt capabile sa potenteze procesul de
expresie endoteliald a moleculelor de adeziune intercelulara declansata
de aAF, repercusiunile de baza fiind exacerbarea leziunilor endoteliale,
inclusiv aterosclerotice, si cresterea, astfel, a activitatii procoagulante.
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Injuriile endoteliale pot fi mediate de MAC C5b-C9 (membrane attack
complex complex), care prin actiune proteolitica iminentd dezgoleste
fibrele colagene subendoteliale propice activarii hemostazei primare
sau trombocitare. In studii experimentale s-a demonstrat ca
administrarea aAF a condus la acumularea C9 in endoteliu, expresia
crescuta a TF si formarea trombusurilor declansata de coagularea
extrinseca, iar la soriceii cu deficienta de C6 aceste fenomene au fost
notabil atenuate. Gradul de infiltrare a componentelor MAC in
endoteliu in SAFL se coreleaza cu hipocomplementemia, fapt ce indica
asupra activarii de proportii a sistemului complementului si consumului
exagerat al componentelor acestuia. Hipocomplementemia la pacientii
cu lupus si SAFL este mai profunda, comparativ cu lupus fard aAF, iar
la femeile insarcinate riscul asupra gestatiei este mai mare odata cu
declinul cantitativ al componentelor complementului, in primul rand
fractiile complementului C3 si C4.

Implicatia nemijlocita a complementului in patogenia trombozei se
anunta prin capacitatea unor componente (in primul rand C5a) de a
potenta efectul trombinei privind activarea inhibitorul fibrinolizei,
TAFI (Thrombin Activated Fibrinolysis Inhibitor), precum si cresterea
expresiei moleculelor de adeziune intercelulard pe suprafata
endoteliocitelor. Exista evidente si asupra activarii de citre C5a a
factorului tisular plachetar 4, care faciliteazd procesul de dimerizare a
B2GPI la fixarea ei de anexina 2 endoteliald, fenomen in deosebi
important in prezenta unui titru redus al anti-B2GPI. Mai mult.
dimerizarea naturala a B2GPI la actiunea factorului tisular plachetar 4
poate avea loc si in absenta anti-B2GPI, iar efectele protrombotice
declansate sun similare SAFL.

In prezenta factorului tisular plachetar 4 p2GPI exercita un efect de
inhibitie a degradarii C5b propice formarii complexului MAC, care
potrivit studiilor recente, stimuleazd eliberarea factorului von
Willebrand si expresia TF, selectinelor, integrinelor si citokinelor
proinflamatoare. Remarcabil, ca la pacientii cu SAF catastrofic.
manifestat prin prezenta trombozei vaselor mici in cel putin 3 organe
vitale timp de | saptamana, sunt decelate Nivele circulante inalte ale
factorului von Willebrand, 1L-1, IL-6, IL-8 si TNF-a si a selectinei
solubile P, care asigurda adeziunea si pasajul transendotelial al
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neutrofilelor, iar nivelul componentelor C3 si C5 este diminuat, fapt ce
indica asupra consumului lor exagerat.

Actiunea MAC asupra membranei celulare conduce pe o parte la
activarea genelor proinflamatoare, iar pe de altd parte faciliteaza
translocarea fosfatidilserinei de pe partea interioara a plasmolemei pe
partea exterioara, care va fi ulterior fixatd de aAF. Realizarea acestui
fenomen pe endoteliocite, plachete, neutrofile si monocite va declansa
si/sau exacerba statusul protrombotic prin mecanismele mentionate ud
supra. Astfel, actiunea cooperantd si interdependenta a sistemului
complementului si inflamatiei este cruciala in promovarea trombozei
declansata de aAF in sindromul antifosfolipidic, iar leziunile celulare
inflamatoare pot facilita si activarea complementului pe cale lectin-
dependenta.

Semnificativa in plan conceptual la aceastd conotatie este constatarea
cresterii expresiei receptorului plachetar CD36 (GPIlla) sub actiunea
citokinelor proinflamatoare, iar complementul creste afinitatea acestuia
fata de anticorpii antifosfolipidici, fapt ce rezulta in activarea
plachetelor, declansarea hemostazei primare si sustenabilitatea
hemostazei secundare. Activarea receptorului CD36 plachetar va
conduce la eliberarea de TPS-1 din granulele-alpha, care va interactiona
cu fibrinogenul pe suprafata trombocitelor, potentand adeziunea
acestora, iar activarea receptorului endoteliocitar CD36 de catre AAF
va diminua sinteza prostaciclinei (PGI2) in detrimentul controlului
adecvat al statusului protrombotic.

Postulate conceptuale

1. Sindromul antifosfolipidic (SAFL) este un patern al patologiei
autoimune, care compromite nativitatea functionala a hemostazei,
manifestarile principale fiind tromboza arterelor, venelor si
microcirculatiei, responsabila in mod direct de rata inalta a
trombembolismului pulmonar, accidentelor vasculare si a gestatiei
periclitate pana la avort spontan.

2. Anticorpii antifosfolipidici (anticorpii aFL) sunt formati catre
proteinele plasmatice (protrombina si f2GPI) care fixeaza fosfolipidele
anionice (e.g. cardiolipina, fosfatidilinozitolul si fosfatidilserina)
expresate constitutiv sau inductibil pe suprafata celulelor implicate
nemijlocit in controlul hemostazei (plachete, endoteliocite, monocite),

93



S " Gl Ml S i

declansdnd un status protrombotic sustenabil. Anticorpul principal.
anti-B2GPI, activeazd aceste celule si prin intermediul receptorilor
specifici, cum ar fi anexina 2, Toll-like 4, ApoER2 (apolipoprotein E
receptor 2), etc.

3. Mecanismele patogenetice cheie ale dereglarii hemostazei in SAF
sunt: (i) activarea plachetelor asociatd de expresia receptorilor
glicoproteici de adeziune si agregare, precum si eliberarea TxA2 si
factorului von Willenbrand, (ii) activarea sistemului de coagulare
extrinseca 1n urma activarii factorului tisular, leziunii endoteliocitelor
si angrenarii sistemului complementului, (iii) atenuarea sistemului
anticoagulant gratie activarii subpragale a proteinei C si (iiii) inhibitia
fibrinolizei. In geneza trombozei arterelor organelor vitale TxA2 si
factorul von Willenbrand au un rol semnificativ, intrucat TxA2 induce
vasoconstrictie, iar ultimul in stres hemodinamic majorat expreseazi un
numar mare de site-usuri de fixare a colagenului subendotelial.

4. Marcherii de laborator ai SAFL in testele de estimare a hemostazei
in vitro sunt: cresterea timpului de singerare (hemostaza primari), a
timpului partial activat al tromboplastinei (coagularea intrinseca si
calea comund) si a timpului protrombinic (coagularea extrinseca si
calea comund). Din markerii circulanti cu valoare predictivd notabila
sunt trombocitopenia (de consum si autoimund) responsabila de
cresterea timpului de sangerare, hipocomplementemia (consumul
exagerat al componentelor principale, C3, C4 si C5), elevarea
imunoglobulinelor G si M, deprecierea protrombinei, cresterea D-
dimerilor, etc.

5. Strategia terapeutica aplicatd la pacientii cu SAF in vederea
prevenirii si corectarii tulburarilor hemostazei si sechelelor ei.
proiectatd pe mecanismele de declansare si sustinere a trombozei.
include statinele si inhibitorii complementului. Statinele atenueaza
raspunsul inflamator si stresul oxidativ, reduc expresia moleculelor de
adeziune intercelulara, influenteaza benefic integritatea endoteliului.
diminueaza expresia TF si calea extrinseca de coagulare. Anticorpul
monoclonal catre diferite componente ale complementului (e.g.
eculizumab) scoate din exercitiu impactul MAC, asociat de expresia
fosfatidilserinei, beneficiul antitrombotic fiind in deosebi bine
documentat la femeile cu ultraj fata de sarcina.
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