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aCL: anti cardiolipina

AMR: receptor Ashwell-Morell

ADN: &cido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

AT: antitrombina

aB2GPI: anti beta2-glicoproteina |

CDG: defectos congénitos de glicosilacion

CIE: inmunoelectroforesis cruzada

CMP-Neu5Ac: citosina 5-monofosfato acido N-acetilraminico
COX: ciclooxigenasa

CXCL12: factor 1 derivado de células estromales
DANA: acido 2-deoxi-2,3-dehidro-N-acetilneuraminico
DM: diabetes mellitus

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
FH: factor H

Fll: factor Il (protrombina)

FIX: factor IX

FV: factor V

FVII: factor VII

FVIII: factor VI
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FvW: factor von Willebrand

FX: factor X

FXI: factor Xl

FXII: factor Xl

FEXIII: factor Xl

GGCX: y-glutamil carboxilasa

Glbl: beta-galactosidasa 1

GNE: UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerasa / N-acgtiiosamina quinasa
GP: glicoproteina

GPI: glicosilfosfatidilinositol

Hb: hemoglobina

HexB: hexosaminidasa B

HPLC: cromatografia liquida a alta presiéon

IF: intensidad de fluorescencia

IFM: intensidad de fluorescencia media

IGIV: inmunoglobulinas intravenosas

LacNAc: lactosaminoglicano tipo 2

LRR: receptores ricos en leucina

MAT: microangiopatia tras trasplante alogénico amEgpnitores hematopoyéticos
MPT: modificaciones post-traduccionales

NANP: Neu5Ac-9-fosfato fosfatasa
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NANS: Neu5Ac 9-fosfato sintetasa

NEU: neuraminidasa

NR: ausencia de respuesta

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
PC: proteina C

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
phAT: antitrombina derivada de plasma humano
PKA: proteinkinasa A

PKC: proteinkinasa C

PPP: plasma pobre en plaquetas

PRP: plasma rico en plaquetas

PTI: trombopenia inmune

PTT: parpura trombocitopénica trombdética
Q-TOF: espectrometria de masas de alta resolucion
R: respuesta

RC: respuestas completas

RCL: loop de centro reactivo

RE: reticulo endoplasmico

RES: sistema reticuloendotelial

rhAT: antitrombina humana recombinante

RIQ: rango intercuartilico

Abreviaturas

13



Tesis Doctoral

RT: temperatura ambiente

SHU: sindrome hemolitico urémico

SHUa: sindrome hemolitico urémico atipico
TEP: tromboembolismo pulmonar

TFPI: inhibidor de la via del factor tisular

TP: tiempo de protrombina

TPO: trombopoyetina

TPO-RA: agonistas del receptor de la trombopoyetina
TPST: tirosilprotein sulfotransferasa

TTPa: tiempo parcial de tromboplastina activado
TVP: trombosis venosa profunda

TxA2: tromboxano A2

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
VKOR: vitamina K oxidorreductasa

WT: silvestre
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1. Modificaciones post-traduccionales

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) sam dambios quimicos que las
proteinas pueden sufrir después de su traducc®mhaSstimado que hasta el 80% de

todas las proteinas eucariotas presentan algud&ipdPT (Jensen, 2006).

Las MPT son las principales responsables tantoadexistencia de una gran
variabilidad de proteinas sintetizadas a partinénismo gen como de la modulacion
de las multiples funciones que puede desempefianigmaa secuencia aminoacidica. Si
bien se estima que el genoma humano comprende 200680 y 25.000 genes, el
namero total de proteinas en el proteoma humanestima en mas de 1 millén. La
recombinacion gendmica, la iniciacion de la traipstdn en promotores alternativos, la
terminacién diferencial de la transcripcion y ebgegsamiento alternativo de intrones
son mecanismos que generan diferentes trdnscigtdSRIN mensajero a partir de un
solo gen. Ademas, pueden existir inicios altermatide traduccion como fuente
adicional de diversidad molecular. Pero sin duasaMPT representan la principal base
de la complejidad del proteoma en relacion conratscriptoma y el genoma. Sin
embargo, no solo estan implicadas en la gran ddaxtsproteica. Las MPT también
desempefan un papel fundamental en la regulacibrnpldgamiento proteico, su
orientacion a compartimentos subcelulares espesifisu vida media, su interaccién
con ligandos u otras proteinas y su estado funkicoeo la actividad catalitica en el
caso de enzimas o la funcién de sefalizacion d&eipas involucradas en vias de
transduccion de sefial. La interaccion entre lasinex modificadoras y de-
modificadoras permite un control rapido y econdnaeda funcion proteica; puesto que
un control similar por degradacion de proteinasnyesis de novo tomaria mucho mas
tiempo y consumiria mucha mas bioenergia. Las MBfRneinvolucradas en la

regulacion de casi todos los eventos celulareduyando la expresién génica, la
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trasmision de sefiales, las interacciones proteaivigipa, las interacciones célula-célula
y la comunicacién entre el espacio intra- y extidae (Deribeet al 2010). Por lo

tanto, alteraciones en las MPT afectaran a lalfigia de la célula en todo su conjunto.

Ademas de la relevancia fisiologica de las MPT,ierges evidencias estan
mostrando nuevos papeles que las MPT pueden tenef desarrollo de diferentes
patologias y las posibilidades terapeuticas deasade modificaciones en MPT de

ciertas proteinas.

Las proteinas son biomoléculas formadas por cadémaaminoacidos, que estan
ordenados en una secuencia precisa, adoptandouof@macion tridimensional, pero
flexible. Estos polipéptidos se pliegan durante propia sintesis generando
configuraciones nativas necesarias para ejercefusaones bioldgicas. Las funciones
de las proteinas son muy diversas, desde proparc#ta célula su soporte estructural
en el citoesqueleto, hasta favorecer reaccionenicgs (enzimas), controlar el trafico
intracelular y el flujo de sustancias entre la Il el exterior o regular la propia
expresion de genes. Pero para estas funcionesciaspente para aspectos de
regulacion funcional y especificidad, no sélo laumncia aminoacidica, ni siquiera la
estructura terciaria que presentan, es suficidhoglificaciones posteriores a la sintesis
proteica, las MPT, van a jugar un papel crucialaspectos claves de la practica

totalidad de las proteinas, ademas de contrilsiirnzariabilidad.

Las MPT engloban todos los cambios covalentes gperinenta una proteina tras
su sintesis en el ribosoma y que afectan a lasteaisticas fisicoquimicas de la
proteina. Todas estas modificaciones pueden sdtags de mecanismos enzimaticos o
no enzimaticos. Son ademas, modificaciones muyrshigeya que se han descrito mas
de 200 tipos de MPT. La localizacion celular dosdédlevan a cabo es muy variada,

desde el nucleo hasta la matriz extracelular, ddipedo del tipo de MPT. Por ello,

18
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toda MPT puede afectar a la correcta funcion biokbgle la proteina y, de hecho, en

muchos casos es el mecanismo seleccionado parasgaesta a una determinada sefial.

Las modificaciones mas comunes son la ruptura @g@ecade las proteinas
precursoras (proteolisis); formacion de puenteslfdiso; o adicibn o eliminacion
covalente de grupos de bajo peso molecular, loauneluce a modificaciones tales
como acetilacion, metilacion, fosforilacion, aci@g glicosilacion, hidroxilacion,

sulfatacion o ubiquitinacion (Figura 1).

Figura 1. Tipos de modificaciones postraduccionales

quimica de
aminodcidos.

(Imagen cedida por la Dra. de la Morena-Barrio ME)

Las MPT mediadas por enzimas son tan relevantesyraprganismo que hasta el

5% del genoma humano se encarga de codificar eazimaaificadoras implicadas en
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MPT (Boyer, 2006). De ellas, 518 son cinasas (im@@n grupos fosfato), mas de 150
fosfatasas, mas de 600 ubiquitinligasas y mas dke80biquitinasas. La importancia de
las MPT, por ejemplo la fosforilacion (Hunter, 2D0@ la proteolisis (Ciechanover,

2005) es innegable en diferentes procesos bioldgycpatolégicos. Este trabajo se

centra .en una de ellas, la glicosilacion.

1.1. Glicosilacion

Una de las MPT mas relevantes es la glicosilacdifmoximadamente la mitad de
las proteinas que se expresan en una célula exgr@eamesta modificacion, que implica
la adicién covalente de porciones de azlcar a amidos especificos. La mayoria de
las proteinas solubles y unidas a la membrana sxg@s en el reticulo endoplasmatico,
proteinas secretadas, receptores de superficgaydos, asi como ciertas proteinas del
interior de los organulos e incluso algunas prai®icitoplasmaticas y nucleares estan
glicosiladas. Los lipidos y proteoglicanos tambsn pueden glicosilar, aumentando

significativamente el nimero de sustratos paratgsiele modificacion.

La glicosilacion es la MPT que mas contribuye aatarela diversidad del
proteoma. Casi todos los aspectos de la glicoditase pueden modificar y presentan
amplia heterogeneidad: el enlace glucosidico (8b sie union del glicano); la

composicién, estructura y longitud del glicano.

La glicosilacién se produce en el interior del aeld endoplasmico, aparato de
Golgi y membrana plasmética mediante procesos sxtern los que intervienen
multiples enzimas y requieren complejos y heteregenprocesos de maduracion
(Boyer, 2006). Los eventos de la glicosilacion uryeln la union de monosacaridos, la

transferencia de azlcares de un sustrato a otfoeg@te de azucares de la estructura

20
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del glicano. Se trata de un proceso de reacciomdégsdenzimas involucradas altamente
ordenado, en el que la actividad enzimatica indi@dlepende de la finalizacion de la

reaccion enziméatica previa.

Las enzimas que transfieren mono- u oligosacéadédas moléculas donantes a las
cadenas o proteinas de oligosacaridos en creciongentienominan glicosiltransferasas
(Spiro, 2002). Cada una tiene especificidad pamgwar un azucar particular a un
sustrato en las llamadas ruta de la N-glicosilgaidgia de la O-manosilacion y ruta de la
formacion de glicosilfosfatidilinositol (GPI), depdiendo del residuo en el que lleven a
cabo su accion: N- (Asn), O- (Ser, Thr) y ancldjeagilfosfatidilinositol (Gly en C-

terminal) respectivamente (Figura 2).

La actividad opuesta es responsabilidad de lasogitlasas, que catalizan la
hidrolisis de los enlaces glucosidicos para elimioa azUcares de las proteinas. Estas
enzimas son criticas para el procesamiento denglican el reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi. Cada enzima muestra especifipdaal eliminar un azucar particular

(por ejemplo, la manosidasa sobre la manosa).
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Figura 2. Rutas de glicosilacién

Nuria Revilla Calvo
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(Imagen cedida por la Dra. de la Morena-Barrio ME)

La glicosilacién de las proteinas tiene multiplesciones en la célula. En el reticulo

endoplasmico, la glicosilacion se usa para contrelaplegamiento de proteinas,

actuando como un mecanismo de control de calidad parantizar que solo las

proteinas correctamente plegadas pasen al Golgis Bgucares también pueden actuar

como ligandos para los receptores en la superficie de la cbalea mediar en el

reconocimiento extracelular o estimular las viasra@esduccion de sefales (Wormatd

al, 2002). Gracias a que pueden ser voluminosos laacaon un residuo cargado

negativamente (el acido sialico, del que hablareemsdetalle posteriormente), los
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oligosacaridos puedemegular las interacciones proteina-proteinafacilitando o
evitando que las proteinas se unan a dominios thragtion afines, es decir,
confiriendo especificidad. Ademas, otorgan a lagimaestabilidad y pueden alterar la

solubilidad; esta ultima cualidad debido a que son hidrof§lifeudd & Dwek, 1997).

Desde el punto de vista bioldgico, la glicosilaceEsuna modificacion que afecta
significativamente la masa y la carga de practicaenda totalidad de las proteinas
secretadas y expresadas en la superficie celularagiones cuantitativas o cualitativas
del glicano pueden afectar al plegamiento y se@negio a la interaccién de la proteina
afectada (y con ello, las caracteristicas inmuno&®y la capacidad funcional o el
aclaramiento). Desarrollaremos con mayor detenitoiexh elemento terminal de la

cadena del glicano que se adiciona en la red teahgk el acido siélico.

1.2. Acido sialico

El acido sidlico es el elemento terminal de los ponentes glucidicos y consta de

nueve atomos de carbono (Figura 3).

El término “acido sialico” proviene del griego “ka” cuyo significado es saliva. El
compuesto fue descubierto por Blix, en 1936, cualdaisld de la mucina de las
glandulas submaxilares bovinas (Lundblad, 2015pry Klenk, en 1941, al aislar un
derivado del acido neuraminico fff3/NOg) a partir de glicolipidos del cerebro de
enfermos con la enfermedad de Tay-Sachs (asociadanaa acumulacion de
gangliésidos, en particular el GM2, por deficiencen la enzima N-acetil-

hexosaminidasa).

El acido sialico mas comun es el acacetilneuraminico, GH1oNOo, abreviado
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habitualmente como Neu5Ac, NeuNAc, NeuAc o NANAg(ira 3); por ello, al acido

sialico también se le suele denominar como aWidaetiineuraminico.

Figura 3. Acido siélico.

En todos los vertebrados se han encontrado aciddisos en forma libre o
formando parte de estructuras macromoleculares| Frombre estdn presentes en el
liquido cefalorraquideo, saliva, suero y orina,opés mas frecuente es que se
encuentren formando parte de estructuras macrooiates glucidicas tales como

glicoproteinas y gangliésidos.

La biosintesis del acido sialico en vertebradasetieigar en el citosol e implica tres
enzimas en un proceso de cuatro pasos (Figura a¥.dos primeros pasos estan
catalizados por una enzima bifuncional UDP-N-agktdosamina 2-epimerasa / N-
acetiimanosamina quinasa, llamada GNE (Reéikad, 2009). La funcion epimerasa del
GNE convierte UDP-GIcNAc en ManNAc con eliminacidtel resto UDP vy
epimerizacion de GIcNAc. La funcién quinasa de Gplisteriormente fosforila a
ManNAc para formar ManNAc-6-P. Neu5Ac se produce fes reacciones de
condensacion y desfosforilacion catalizadas porsiHewd-fosfato sintetasa (NANS) y

Neu5Ac-9-fosfato fosfatasa (NANP), respectivaméxerki & Schauer, 2009).
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El Neu5Ac sintetizado en el citosol es transportatmicleo y activado por la
citosina 5'-monofosfato acido N-acetilneuraminid@MP-Neu5Ac) sintetasa (EC
2.7.7.43) para formar CMP-Neu5Ac que luego va arap de Golgi, donde diversas
sialiltransferasas forman glicoconjugados que posteente se secretan o se integran

en la superficie celular (Li & Chen, 2012).
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Figura 4. Metabolismo del acido sialico en eucarias.
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Cellular s YOSOSOME CMP»NcuEGcBMc-DR 2% 5 NeuSGe8Me-OR ——»-
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——= Scavenging Pathway
—— De novo biosynthesis
——= Sialic acid catabolism

———= Sialylation and sialic
acid modification
— Transporters

(Li & Chen, 2012)

Abreviaturas: Glc, glucosa; UDP-GIcNAc, uridinadifesfo-N-acetilglucosamina;
ManNAc, N-acetiimanosamina; ManNAc-6-P, N-acetilmsamina 6-fosfato;
Neub5Ac-9-P, acido N-acetilneuraminico-9-fosfato; ubl&c, acido N-
acetilneuraminico; CMP-Neu5Ac, citidina, acido $ofosfo-N-
acetilneuraminico; CMP-Neu5Gec, citidina, acido ®rofosfo-N-
glicolilneuraminico; R, glucoproteina o glicolipidd&Enzimas: GNE, UDP-N-
acetilglucosamina 2-epimerasa / N-acetiimanosamimaasa; NANS, Neu5Ac-9-P
sintetasa; NANP, Neu5Ac-9-P fosfatasa; NAL, N-doetiraminato liasa; CSS,
CMP-acido sialico sintetasa; CMAH, citidina mondéde-acido N-
acetilneuraminico  hidroxilasa; ST, sialiltransferas SOAT, sialato-O-
acetiltransferasa; SOMT, sialato-O-metiltransferdfalU1, sialidasa lisosomal.
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La posicion terminal de los acidos sidlicos enagioteinas y gangliésidos, asi
como en membranas celulares externas tiene unargpamtancia en biologia celular.
Precisamente, estos monosacaridos acidicos puetgaccionar con los componentes
de otras superficies celulares, sustancias extriaces y receptores, lo que se evidencia
por los multiples eventos de reconocimiento celelarlos que estan implicados. Su
carga neta negativa impone un potencial electiostdignificativo. Determinan la
naturaleza éacida y la microheterogeneidad electtém a las glicoproteinas,
aportandoles, ademas, una serie de propiedadesifesgse que en muchos casos les
permiten actuar como receptores para micoplasmamndie & Taylor-Robinson,
1969), lectinas vegetales y animales (Greenawae¥ihe, 1973; Fernandez-Mora&h
al, 1968), virus (Tongt al, 2017) y bacterias (Johnstoenal, 2008; Brittaret al, 2012;
North et al, 2017). Asimismo, son responsables de la antigiadcde determinados
anticuerpos de grupos sanguineos especificos (fepré Desai, 1975), intervienen en
interacciones célula a célula relacionadas conifexemciacion celular (Tanidat al,
2013), participan en procesos de adhesion celldaniKet al, 2010) y constituyen uno
de los elementos principales de las mucosas eraetgl siendo responsables de la
viscosidad asi como de las interacciones huéspeaonganismos (Ouwerkerdt al,

2013).

Los acidos sialicos terminales de glicolipidos icaproteinas se liberan en los
lisosomas por accion de sialidasas como parte déetgadacion global de estos
glicoconjugados, volviendo de nuevo al citosol, dmpueden pasar por otro ciclo de
sintesis de glicoconjugado sialilico o descompan@a accion de Neu5Ac liasa (o
acido sialico aldolasa) para formar ManNAc y piiavéFigura 4). Se han encontrado

multiples sialidasas en células humanas: NEU1Jilaada en lisosomas (Pshezhetsky
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al, 1997); NEUZ2, en el citosol (Monét al, 1999); NEUS3, la sialidasa asociada a la
membrana plasmatica (Wadd al, 1999) y NEU4, la lisosomal o asociada a la
membrana mitocondrial o lisosomal (Morgt al 2004). Estas cuatro sialidasas
humanas tienen especificidades de sustrato y foesifisiolégicas diferentes (Monti &

Miyagi, 2012).

En microorganismos, los acidos siélicos estan pteseen un numero escaso de
bacterias y hongos. La mayoria de las bacteriapusalen sintetizar acido sialico a
excepcion de un numero limitado de bacterias pa#®yg saproéfitas cuya mayoria
estan relacionadas con humanos. Algunas bactesas acido siadlico como nutriente
(Severiet al, 2007). Otras bacterias patégenas pueden utdizarta sialilar su propia
superficie, protegiéndose de la deteccidén delmistmmune del huésped afectando a la
interaccion del complemento y regulando negativaeks respuestas inmune innata y
adaptativa (Nardyet al 2016). El reconocimiento del acido sialico pogl&is,
miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas gaeeunen al acido sialico y se
expresan principalmente por las células del sisteen@atopoyético, podria desempefar

un papel en la regulacién del sistema inmune inf@tocker & Varki, 2001).

Por otro lado, las proteinas secretadas tieners wigilias diferentes que determinan
su cantidad en plasma y su funcion. El procesoedelacion de la homeostasis de
proteinas secretadas consiste en la remodeladdwsiglica secuencial de N-glicanos
desenmascarando asi los ligandos de receptorestielendociticos enddgenos. Casi
todas las proteinas secretadas se modifican postiatdalmente con la unién covalente
de N-glicanos (Figura 5). Recientemente se ha iiesen mecanismo intrinseco de
envejecimiento de la proteina secretada y turneweulado a la eliminacién por etapas

de los sacéridos terminales unidos a los N-glicdMasget al, 2015). Las glicosidasas
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endogenas, que incluyen neuraminidasa 1 (Neul)amoidasa 3 (Neu3), beta-
galactosidasa 1 (Glb1) y hexosaminidasa B (Hex83epn actividades hidroliticas que
remodelan temporalmente las estructuras de N-gigsaexponiendo progresivamente
diferentes sacaridos a medida que la proteina ereepPosteriormente, las lectinas
endociticas con especificidades de union distirdas, incluyen el receptor Ashwell-
Morell (AMR), la integrinaoM y el receptor de manosa del macréfago, particgrael

reconocimiento del ligando N-glicano y en el recante proteinas secretadas.

Figura 5. Representacion esquematica de una protegincon 2 N-glicanos

maduros

"
a
.. (-3 e
NAeGl y .'.Q 3
. NACLIC I . o
@ Manosn "
Galactosa “n

& Acido Sidlico

(Imagen cedida por la Dra. de la Morena-Barrio ME)

Abreviaturas: Asn, asparagina; NAcGIc, N-Acetilgdsamina.

Todos estos cambios, sin duda, tendran consecseecial equilibrio del sistema

hemostéatico, como veremos a continuacion.

2. Sistema hemostéatico

Hemostasia, que se define como la detencidon denfeiragia, proviene del griego:
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“hemo” que significa sangre y “stasis” que sigrafidetener. Este equilibrio entre la
trombosis y la hemorragia se mantiene gracias aiptad interacciones complejas y
especificas entre los factores de la coagulacidsiseema fibrinolitico, las plaquetas y
la pared del vaso. Por lo general, el sistema htios esta bajo el control inhibitorio,
limitando asi la formacién de coagulos en un mediade existe una extensa diversidad
de proteinas (Nedelkat al, 2005). Este delicado equilibrio se interrumpeacaez que
aumenta la actividad procoagulante o disminuye davidad de los inhibidores
naturales. Asi, el sistema hemostatico se verdunado por traumas, citocinas o
agentes infecciosos, pero también por reaccionesnéticas que sufren determinadas

proteinas plasmaticas.

2.1. Modificaciones post-traduccionales en el sistemamostéatico

La coagulacién sanguinea asi como su equivaleni@agulante, el sistema de la
proteina C, la antitrombina y el inhibidor de la del factor tisular (TFPI), funcionan a
través de la formacion de complejos enzimaticosnderomoléculas asociadas a las
células que interactian de manera controlada yisare&n el ultimo paso de la
coagulacion se genera trombina, que escinde fipeimd soluble para formar los
monomeros de fibrina insolubles que constituyehdse estructural de un coagulo de

sangre.

Las MPT juegan un papel fundamental tanto en lguaaion sanguinea como en
el sistema anticoagulante puesto que el sistemadtatico es muy dependiente de las
interacciones proteina-proteina. La secuenciaciénptbteinas de la coagulacion
permitié la identificacién de tres tipos de amiridas modificados en las proteinas de

la coagulacién antes de que se encontraran enqastpertenecientes a otros sistemas.
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El primero fue el acidg-carboxiglutdmico (Gla) en 1974, que esta formadolay-
carboxilacion dependiente de la vitamina K de Esduos de acido glutamico (Stenflo
et al 1974). Luego siguid el acido eritfhidroxiaspartico (Hya) y la eritr3-
hidroxiasparagina (Hyn), que se forman por hidemidn del acido aspartico y los
residuos de asparagina, respectivamente (Drakembexig1983; Stenfloet al, 1987).
En ese momento, la coagulacion sanguinea pasOnwrfia la “cascada de la
coagulacion” (Davie, 2003). Hansson y Stenflo dbgmon las MPT que ocurren en las
proteinas de la coagulacion sanguinea (Tabla 1)gynas de sus implicaciones

funcionales (Hansson & Stenflo, 2005).
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Tabla 1. MPT de los factores de la coagulacion.

Protein Post-translational modification

Faclor ¥V N-glycosylation: Asn23, Asn27, Asn2ll, Asn269, Asnd5d, Asndd2, Asndd0, Asn526, Asn639, AsnT13,
Asn724, AsnT32, AsnT48, Asn754, Asn793, Asn910, Asn49, Asnl1046, Asnl055, Asnl075, AsnlOT8,
Asnl175, Asnl 193, Asnl229, Asnl23R, Asnl265, Asnl283, Asnl310, Asnl319, Asnl347, Asnl356,
Asnld5], Asnl471, Asnl531, Asnl675, Asnl982, Asn2l181
Phosphorylation: Ser692 for platelet casein kinase 11, at least two sites on the light chain for protein kinase C
Sulfation: Tyr665, Tyr696, Tyr698, Tyrld494, Tyrl510, Tyrl1515, Tyrl 565
Faclor VIII N-glycosylation: Asndl, Asn239, Asn582, Asn757, Asn784, Asn828, Asn900, Asn943, Asn963, Asnl1001,
Asnl035, Asnl066, Asnl185, Asnl255, Asnl1259, Asnl282, Asnl300, Asnl384, Asnld12, Asnl442, Asnl512,
Asnl685, Asnl810, Asn2118
Phosphorylation: Thri51, Serl657
Sulfation: Tyr346, Tyr718, Tyr719, Tyr723, Tyrl664, Tyrl680
Factor V11 y-Carboxylation: Glué, Glu7, Gluld, Glulé, Glul9, Glu20, Gluls, Glul6, Glu29, Gluls
P-Hydroxylation: Asp63
N-glycosylation: Asnl45, Asn322
O-glycosylation (-Gle): Ser52, (-Fuc): Ser60
Factor 1X y-Carboxylation: Glu7, Glug, Gluls, Glul7, Glu20, Glu2l, Glu2é, Glu27, Glu30, Glull, Gluls, Gludl
P-Hydroxylation: Asptd
N-glycosylation: Asnl57, Asnl67
O-glycosylation (-GalNAc): Thr159, Thrl69, Thr172, Thr179, (=Gle): Ser53, (-Fuc): Ser6]
Phosphorylation; Serl 58
Sulfation: Tyrl5s
Faclor X y-Carboxylation: Gluf, Glu7, Gluld, Glul6, Glul9, Glu20, Glu2s, Glu26, Glu29, Glul2, Gluly
P-Hydroxylation: Asp63
N-glycosylation: Asnl81, Asnl9]
O-glycosylation: Thrl159, Thrl71, Thrd443

Prothrombin y-Carboxylation: Glub, Glu7, Gluld, Glul6, Glul9, Glu20, Gluls, Glu26, Glu29, Glul2
N-glycosylation: AsnT8, Asnl00, Asn3T3
Protein C y-Carboxylation: Glub, Glu7, Gluld, Glul6, Glul9, Glu20, Gluls, Glul6, Glu29

P-Hydroxylation: Asp7]
N-glycosylation: Asn97, Asn248, Asn313, Asn329
Protein £ y-Carboxylation: Glu7, Glug, Glull, Gluls, Glul7, Glu20, Glu2l, Glu26, Glu27, Glull, Glui3,
Gluls, Gludd
B-Hydroxylation: Asphd
N-glycosylation: Asn59, Asnl&S5, Asnl93, Asn266, Asn292
O-glycosylation: Ser53, Thr72, Ser196, Thr275
Protcin S y-Carboxylation: Glu6, Glu7, Gluld, Glul6, Glul9, Glu20, Glu2s, Glu26, Glu29, Glud2, Glulé
f-Hydroxylation: Asp95, Asnl36, Asnl78, Asn217
N-glycosylation: Asnd58, Asnd68, Asnd89

Antithrombin N-glycosylation: Asn%6, Asnl335, Asnl55, Asnl92
Protein C inhibitor N-glyeosylation: Asn230, Asn243, Asn319
von Willebrand factor N-glycosylation: Asn94, AsniB4*, Asnd68*, Asn752, AsnB11, Asnl460, Asnl527, Asnl594, Asnl637,

Asnl783, Asnl822, Asn2027
O-glycosylation: Thr485, Thrd92, Thrd93, Ser500, Thr705, Thr714, Ser723, Thr724, Thr916, Thr1535
Sulfation of carbohydrates: Asn384, Asnd6l

The table is based on information obtained from the online database swiss-prOT,

(Hansson & Stenflo, 2005)

Un ejemplo de MPT con gran peso en hemostasia ésstarilacion. La gran
mayoria de las reacciones de fosforilacion ocumracelularmente y se relaciona con la
transduccion de sefiales. La reaccion de fosfoditaeis catalizada por un grupo de
proteinas quinasas que transfieren un grupo fosi@t@ TP al grupo hidroxilo de una

cadena lateral de aminoacidos en una proteinaag&mrcdlulas animales, las cadenas
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laterales de Ser, Thr y Tyr pueden estar sujetdgstrilacion, aunque existe la
posibilidad de que la histidina también sea unratesstLas proteinas de la coagulacion
donde se ha observado fosforilaciéon son: FV, F\RIX y protrombina (Tabla 1). El
factor Va se fosforila en la cadena pesada en 3ep8® una CKIl asociada a la
membrana de la plaqueta y en dos sitios en la eatigara por una isoforma de
proteina quinasa C derivada de plaquetas, miemuas FVIIlI contiene sitios de
fosforilacion en Thr351 y Serl657. La fosforilacide la cadena pesada de FVa en
Ser692 aumenta la tasa de inactivacion del cofgioiPCa, motivo por el que se ha
sugerido que desempefia un papel en la regulacigatine de la coagulacion
(Kalafatis, 1998). La fosforilacion también es UMRT clave en la regulacion de la

reactividad plaquetaria (Gibbins, 2004).

Otro ejemplo de MPT importante en hemostasia sslfatacion. La sulfatacion de
la tirosina (Tyr) tiene lugar en el aparato de Golga enzima tirosilprotein
sulfotransferasa (TPST) cataliza la transferen@asdlfato del donador de sulfato
universal 3’-fosfato-5’-fosfosulfato (PAPS) al gaupidroxilo de un resto de peptidil
tirosina para formar un éster de tirosin&<Dlfato y 3',5-ADP. Los FV y FVIII
humanos tienen varios residuos de Tyr sulfatadestnasis que FIX esta sulfatado en un
solo sitio (Tyr 155; Tabla 1). La sulfatacion de ¢ necesaria para la actividad
procoagulante completa, ya que la inhibicién dsulfatacion de tirosina por el clorato
de sodio da como resultado una molécula de cofaoctmaproximadamente un 80% de
actividad (Pittmaret al, 1994b). La actividad reducida se ha atribuidma activacion
mediada por trombina més lenta y a una actividdactar intrinseca reducida de FVa.
Del mismo modo, se requiere la sulfatacion de itieogle FVIII para una actividad

procoagulante completa, asi como para una unidmapal factor von Willebrand
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(FYW) (Leyteet al, 1991). La sulfatacion de Tyrl680 en FVIII paresz de crucial
importancia para la hemostasia; una mutacioén puetual gen FVIII gue conduce a la
sustitucion de aminoéacidos Tyrl680Phe y se asarida hemofilia A (Higuchiet al,
1990). En base a estudios donde los residuos Tgccsenados en FVIII fueron
mutados a Phe, se sugirid6 que la sulfatacion d84byy Tyrl664 acelera la tasa de
activacion de trombina y que la sulfatacion en I 7Tyr719 y Tyr723 aumenta la
actividad cofactor intrinseca de FVllla (Michniekal, 1994). De acuerdo con esto, una
mutacion Tyr346Cys de origen natural da como radoltun fenotipo de hemofilia

(Mumfordet al, 2002).

De forma mas extensa, desarrollaremos una de lak M& frecuentes en el
sistema hemostatico, la glicosilacion, atendiendasaimplicaciones fisiopatoldgicas y

a las aplicaciones terapéuticas que se relaciamaesta MPT.

2.2. Glicosilaciéon en el sistema hemostéatico

Los dos cofactores homadlogdsy y FVIII , son ampliamente O- y N-glicosilados,
especialmente dentro de los dominios B. Se ha demdlosque los hidratos de carbono
son importantes para la secrecion, ya que la icibibide la N-glicosilacién mediante el
tratamiento con tunicamicina reduce drasticameatsektrecion tanto de FV como de
FVIII (Pittman et al, 1994a). Se ha sugerido que los oligosacéaridosattoncontenido
en manosa del dominio B del FVIII representan té sie interaccion principal para las
proteinas chaperonas calnexina y calreticulinanyresponsables de la interaccién con
la lectina de manosa LMAN1 (Pipet al 1998; Cunninghanet al 2003). Los

oligosacaridos N-ligados pueden asi participar an ihteracciones de plegamiento
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dentro del RE asi como facilitar el transporte d&8 & Golgi. Ademas, estudios
recientes han demostrado que los restos de carhatidgden el procofactor V, pero no
en el cofactor derivado, FVa, alteran sustanciatmesu susceptibilidad a la
inactivaciéon catalizada por PCa (Fernanééeal 1997; Silveiraet al, 2002). Por lo

tanto, los carbohidratos ligados a asparraginaiados con la region de la cadena

pesada parecen proteger al FV, pero no al FVa oettivacion catalizada por PCa.

El Fva activado por trombina aparece como dos istdg, que tienen masas y
cargas moleculares ligeramente diferentes; FVa¥a2FLa heterogeneidad es causada
por la glicosilacién parcial en Asn2181 en el dami@2 de la cadena ligera, debido a
la presencia de Ser en lugar de Thr en la teramigipn en la secuencia de consenso de
glicosilacién. Se ha demostrado que el FVal gliadsi posee una menor afinidad por
las superficies de la membrana, lo que resultan@naatividad procoagulante reducida,

en concreto a bajas concentraciones de fosfolipidos

Se conoce una mutacion natural que se asocia conbdsis venosa en FV
(I1e359Thr; factor VV*°°) que crea una nueva secuencia de consenso Eiteac la
N-glicosilacién dentro de la cadena pesada de Fungidrd et al, 2003). La cadena
adicional de carbohidratos en la posicion 359 figer con la interaccion de FVa con
PCa y proteina S (Steen al, 2004). Como resultado, la anticoagulacion sefeetada
por un mecanismo dual; en primer lugar, la regala@ la baja mediada por PCa del
mutante esta alterada, tanto en presencia comausEnea de la proteina S; y en
segundo lugar, el FV mutante es un cofactor polerd’@a para la inactivacion del
FVllla. Las mutaciones naturales que crean nueitms sle glucosilacién potenciales
también se han descrito en el FVIII (Metl772Thie&66Thr), donde los carbohidratos
adicionales son responsables de la patogénesisndefiia A severa (Alyet al, 1992),

aungque no se conoce cdmo estas cadenas lateratagbdidratos afectan la actividad
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biolégica de la proteina.

El factor VIII circula en plasma en un complejo cavalente con el FYW. Esta
interaccion aumenta la supervivencia del FVIII ancirculacién protegiéndolo de la
inactivacion por PCa y FXa. El FvW maduro est4 coespo por subunidades idénticas
unidas por puentes disulfuro, cada una con 12 mligieétidos ligados a Ny 10 a O.
Los oligosacaridos ligados a N son inusuales erpaoacién con los de otras proteinas
plasmaticas porque contienen estructuras de grsgraguineos ABO. Uno o ambos de
los oligosacaridos unidos a Asn384 y Asn468 eatffatados. Se ha demostrado que la
inhibicion de la glicosilacion ligada a N que cauka tunicamicina afecta la
conformacion de FvW de tal forma que no puede priosier dimerizacion y las

moléculas monoméricas de FVW resultantes se retiemel RE (Wagnest al, 1986).

El factor tisular, el cofactor que junto con el FVlla circulanteciaila coagulacion,
tiene tres sitios de glicosilacion unidos a N: AsnAsn124 y Asnl137. La funcion de
los carbohidratos no esta clara, ya que puedeninglise sin pérdida de actividad

(Martin et al, 1995).

En losFVIl y FIX humanos, una glucosa unida a O y una fucosa wni@ase
localizan en el primer dominio de tipo EGF. Enata de FIX, la unidon de unidades de
azucar adicionales a la fucosa ligada a O en Sde&lugar a una estructura de
tetrasacarido (Sia2,6-Gapl,4-GIcNAcf1,3-Fucal-O- Ser) idéntico a los
encontrados en la proteina Notchl. Se conoce quelicanos de O-fucosa en el
dominio extracelular de Notchl son esenciales parsefalizacion y funcién de la

proteina (Molonet al, 2000; Cheret al, 2001). El residuo de fucosa unido a Ser60 de
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FVII aumenta ligeramente la afinidad de?Cdel médulo FVII-EGF1, pero parece no
tener un efecto importante en la conformacién débufo. Las modificaciones de
glucosa ligadas a O en FVIl y FIX (en Ser52 y Seré8pectivamente) estan en forma
de di o tri-sacarido con la estructura x@Ic-O-Ser. La forma de disacéarido carece de
la xilosa terminal. Aln no se ha establecido urep&imcional para estos inusuales O-
glicanos en el FVII y FIX. Ademas de los carbohidsaunidos a Ser presentes en el
primer médulo de EGF, el FIX humano esta parciatméd-glicosilado en Thrl59,
Thrl69, Thrl172 y Thrl179 (Hansson & Stenflo, 2008)mbién hay sitios para la union
de oligosacéaridos unidos a N en los residuos de ¥shy 167 en el péptido de
activacion de FIX. Existen pocos datos definitivasbre la importancia de estos

glicanos.

El péptido de activacion délX humano tiene carbohidratos ligados a N unidos a
Asnl81 y Asnl91, y carbohidratos ligados a O viadas a Thrl59 y Thrl71. La
conversion de FX a FXa por escision en Argl94 dacceesultado la liberacion de un
péptido de activacion glicosilado de 52 residuos. 9¢ conoce con exactitud si los
carbohidratos en el dominio del péptido de activaale FX son importantes para su
activacion. Los estudios iniciales sugirieron upgdan la activacion de FX, pero no se

ha corroborado en estudios mas recientes (Sinhal, \M093; Bharadwagt al, 1995).

En laprotrombina humana, se utilizan tres de los cuatro potenciitéss de N-
glicosilacion; aquellos en Asn78, Asn100 y Asn338.ha descrito que las estructuras
oligosacaridas ligadas a N contribuyen a la estkoil del precursor de protrombina

durante el procesamiento en el RE (Wu & Suttie 9)99
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La cadena pesada degiteina C (PC) humana contiene tres carbohidratos ligados
a N, y la cadena ligera uno mas. Los N-glicanosrignen en la secrecion, el
procesamiento proteolitico y la tasa de activadérla PC mediada por trombina. El
carbohidrato en la posicibn Asn97 de la cadenadigs importante para la secrecion
eficiente de PC, mientras que la glicosilacion em248 afecta el procesamiento en el

sitio de escision de Lys-Arg interno (Grinnetlal, 1991).

El cofactor no enzimatico de la PC, paioteina S estd N-glicosilado en tres
posiciones: Asn458, Asn468 y Asn489, todas dergtadminio C-terminal LG2 de la
region SHBG. Aproximadamente el 70% de la prot&Snan la circulacion se une a
C4BP, un regulador del sistema del complementm Boproteina S libre puede actuar
como cofactor de la PCa. Los estudioss/itro han demostrado que los carbohidratos
unidos a N tienen poca influencia sobre la actibide la proteina S humana y no
interfieren con la unién a C4BP (lat al, 1997; Giriet al, 2002). En la proteina&"e"
(Serd460Pro), la glicosilacién normal de Asn458 warce (Bertinaet al, 1990). Esta
mutacion se encuentra con frecuencia entre losvidubs diagnosticados con
deficiencia de proteina S tipo Ill, que se carazagpor bajos niveles de proteina S libre
pero una concentracion plasmatica total normalrdéeejma S. La forma silvestre de la
proteina S recombinante y la proteif%®&" son igualmente activas como co-factores
de PCa en la inactivacion de FVa wild-type. Sin argb, cuando se utiliza como
sustrato de PCa el F¥#4°" portador de la mutacién Arg506GIn, la proteif5®§"
muestra una pobre actividad como cofactor de P&m. &igiere una sinergia entre la
proteina §%""y el factor \F*“*" que podria dar lugar a un mayor riesgo de trortifofi

en individuos portadores de ambos factores gersé8woi et al, 2000).
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La trombomodulina, que desempefia un papel esencial como co-factda en
activacion de la PC catalizada por trombina, tieraios sitios potenciales de
glicosilacion ligada a N y O (Weiler & Isermann,03&). Es una proteina unida a la
membrana con dominios EGF-like que median la uaifmtrombina. La unién cambia
la especificidad de la trombina y la convierte de epagulante a una enzima
anticoagulante. La evidencia experimental ha irdbiogue un resto glicosaminoglicano
unido a trombomodulina en el dominio rico en Serfbhbalizado entre el sexto médulo
EGF y el dominio transmembrana proporciona un siicundario de unién a trombina
gue participa en la activacion de PC. También se que este glicano estimula la

inactivacion de la trombina por la antitrombinal yndibidor de la PC.

Mas recientemente, se ha demostrado de forma exgratidl que los N-glicanos
de ADAMTS-13 juegan un papel crucial en la regulacién de swidatd. ADAMTS-13
es una desintegrina y metaloproteasa con motivasod#gospondina 13, que actia a
nivel del dominio A2 del FYW escindiendo los muléirns ultragrandes que presentan
una gran afinidad por las plaquetas. Los dominid8 (Cen conjunto con algunos de los
dominios de trombospondina adyacentes, propiciamidn a A3 (el dominio donde se
fija al FvW) mientras que el dominio espaciadoruse a A2 (el dominio del FvW
donde escinde el enlace peptidico Tyr842-Met848&kliminacion enziméatica del &cido
sidlico terminal de los glicanos del dominio caiatacon funcién de metaloproteasa
disminuye la actividad contra FRETS-VWF73 a pH V,#fente al FvW de longitud
completa bajo fuerzas de cizallamiento. Ademéaspdedida de N-glicanos de los
dominios CUB reduce significativamente la interéacicon el dominio espaciador,

regulando la actividad ADAMSTS-13 (Nowak al, 2017).
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En este trabajo, detallaremos de forma mas ampig diteraciones en la
glicosilacién en dos elementos especificos detmiathemostatico: las plaquetas, como
pieza fundamental de la hemostasia primaria y k#rambina, como parte de la

hemostasia secundaria.

2.2.1. Implicaciones fisiol6gicas

El papel de las MPT en hemostasia es esenciaty éanta hemostasia primaria

como en la hemostasia secundaria.

Las sefales que reciben del exterior pdaquetas para desencadenar una
respuesta (sefialeoutside-i) se producen gracias a MPT como son la
fosforilacién/defosforilacion de proteinas (pormejdo, de los receptores de agonistas) y
la oxidacion/reduccion (por ejemplo, del acido arddgnico). Estas MPT guian la
respuesta efectora oportuna, como es la liberad&incontenido de los granulos
plaguetarios que desencadenan la adhesion, adtivgciagregacion plaquetaria. Lo
mismo ocurre, pero en sentido inverso, con la sef@bn del interior al exterior celular
(inside-ou}. En esta ocasién, entran en juego enzimas casurdgeinkinasas A (PKA)

o C (PKC), o la ciclooxigenasa (COX), las cualedifican aminoacidos especificos de

las proteinas dianas (por ejemplo, el tromboxano).

En el caso de los factores de la coagulacion, tafaproteinas poseen algun
tipo de MPT y cada una desempefia un papel dife(etlatesson & Stenflo, 2005). Dos
ejemplos de ello son la activacion proteolitica lde coagulacion y la gamma-
carboxilacién dependiente de vitamina K. Los faetade la coagulacion se encuentran

en la circulacién como zimdgenos (precursor encndarente de actividad catalitica).
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La activacion inducida paqrotedlisis es el fundamento de la cascada de coagulacion, y
culmina con la formacion de trombina a partir dgidatrombina y que es responsable
de la formacion del coagulo de fibrina. Algunas ektas reacciones proteoliticas
precisan de cofactores y/o de la interaccion cqerdicie de membrana (Smitt al,
2015). Lagamma-carboxilacidntiene lugar en el reticulo endoplasmico y consiste
la transformacion del acido glutamico a carbox#yhico por accidn catalitica de la
gamma-glutamil carboxilasa, permitiendo que lagginas afectadas puedan unirse a
fosfolipidos de membrana. Esta unién es cruciah @arformacion de los complejos
proteicos que soportan la cascada de la coaguld@andyopadhyay, 2008). Esta
reaccion permite ademas el “reciclaje” de la vitemiK, disminuyendo asi los
requerimientos diarios. Brevemente, la forma redfucie la vitamina K es oxidada. La
reaccion permite a lg-glutamil carboxilasa (GGCX) carboxilar residuos éeido
glutamico selectivos en las proteinas de la coagnadependientes de la vitamina K.
La vitamina K oxidada se recicla de nuevo a hidmgpa (forma reducida) gracias a la

enzima vitamina K oxidorreductasa (VKOR).

En particular, en el caso de las plaquetas y dmiidrombina, la glicosilacion

tiene implicaciones fundamentales desde el puntostie fisioldgico.

I. Plaquetas

Las plaguetas son pequefios cuerpos citoplasmicmteados que circulan en el
torrente sanguineo. Estos fragmentos celularesiead de los megacariocitos en la
médula 6sea. Las plaquetas en reposo parecen paqeéilas discoides (24 por
0.5um), lo que facilita su marginacion hacia la paretlvéhso, donde pueden evaluar

constantemente la integridad del endotelio vascular funcion principal de las
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plaquetas es detener la pérdida de sangre despuauina tisular y la exposicion de

la matriz subendotelial (George, 2000).

Una amplia variedad de receptores transmembrandes@ubren la membrana
plaquetaria, incluidas muchas integrinas,fs, 0261, asP1, asB1, avBs), receptores
ricos en leucina (LRR) (Glicoproteina [GP] Ib/IX/\Receptores Toll-like), siete
receptores transmembrana acoplados a proteina GR{GReceptores de trombina
PAR-1y PAR-4, receptores ADP P2Y P2Yi,, receptores TXATP, y TR), proteinas
pertenecientes a la superfamilia de inmunoglobsli{@PVI, FgRIIA), receptores de
lectina de tipo C (P-selectina), receptores de sitia quinasa (receptor de
trombopoyetina, Gas-6, efrinas y efrina quinasasjrgs varios tipos (CD63, CD36,
ligando 1 de selectina P, receptor de TNF-like,) dRiveraet al, 2009). Muchos de
estos receptores son compartidos por otros tiposétldas, pero algunos solo se
expresan en plaguetas, lo que permite interacciesescificas y respuestas funcionales

a las proteinas adhesivas vasculares y a los ag®pisaquetarios solubles.

Las principales implicaciones fisiologicas de leggilacion en el caso de las
plaguetas son: el mantenimiento de la integridadwlsuperficie y la senectud de las

plaguetas, regulando directamente la produccidagimismas.

a) Proteccion e integridad de la membrana

La busqueda de los componentes de la superfid@sddaquetas que median la
adhesion plaquetaria y la agregacion de plaguetagrzo a fines de la década de 1960
cuando el microscopio electrénico demostro la preisede una capa externa cargada

negativamente rica en carbohidratos que se llahoglix".

Al principio, se pens6 que los principales contydntes de esta capa eran
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mucopolisacaridos acidos. Aunque los primeros @ssusligirieron que la mayoria de
los mucopolisacaridos sulfatados sintetizados egaswiocitos son almacenados en
granulos (ahora se sabe que el condroitin-4-suéatan componente principal de los
granulosa donde forman un complejo junto con el factor 4gpktario), también se
obtuvo evidencia de una presencia en la superfildquetaria. Progresivamente, se
desarrollaron procedimientos electroforéticos quieniificaron las principales

glicoproteinas de membrana (GP) que constituyencagta.

Los estudios sobre los trastornos hereditarios ade plaguetas permitieron
entonces la designacién de los principales efextdee la funcion plaquetaria. Esto
comenzo con el descubrimiento de que las plaquktascientes con trombastenia de
Glanzmann, un trastorno hereditario de la agregapiaquetaria, carecian de dos GP
principales. Estudios posteriores estableciergmapkl del complejo GPlIb-llla (ahora
conocido como integrinayBs) en la union de fibrinGgeno y otras proteinas aias
en la activacion plaquetaria y la formaciéon de pegproteicos que unen las plaquetas
en su agregacion. A este descubrimiento le siguabkervacion de que las plaquetas de
pacientes con sindrome de Bernard-Soulier, con atracnbocitopenia y un claro
trastorno de la adhesion plaquetaria, careciamdeaP rica en carbohidratos con carga
negativa, la GPIb. Se demostr6 que GPIb, a traeésudinteraccién con el FvW,
participa en la adherencia de las plaquetas a itms desionados en la pared del

endotelio (Nurden, 2014).

Ademas, la GP Ib/IX, GPla/lla, GPVI, y la integriadb33, con alto contenido
en O-glicanos, realizan su funcion de adhesion rggagion plaquetaria uniéndose a
colageno, FYW endotelial y fibrindgeno, entre otligandos, mediante interacciones

proteina-proteina en las que el contenido glucidgesencial.
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b) Envejecimiento y turnover de plaquetas

La megacariopoyesis suministra aproximadamentefdl@quetas por dia con un
nuevo turnover cada 8-9 dias. Este proceso edifemtiado por diversos cambios
ambientales, manteniendo en condiciones normalascancentracién de 150-400 x

10°%/L.

Las MPT estan directamente implicadas en la setetulas plaguetas y su
aclaramiento, regulando también la produccién mtaqa para mantener un recuento

normal de plaguetas de forma constante (Grozoseshky 2015b).

La trombopoyetina (TPO), descubierta en 1994 (MgCat al, 1995), es la
principal reguladora de la produccién de plaquetaanteniendo la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de sus precursomesaemédula 6sea, los megacariocitos
(Kaushansky, 2005, 2009). Mdltiples 6rganos exprdsanscritos de ARN de TPO,
aungue son los hepatocitos los que expresan lesesimas altos y son los principales
responsables de la sintesis y secrecién de TPOtemrante sanguineo. La maduracién
de los megacariocitos y la formacién de las plaagidependen de la migracion celular
de los primeros desde el nicho osteoblastico atwas donde una vez maduros,
extienden unas proyecciones pseudopodiales, |gdapuetas, a través o entre las
células de la capa endotelial sinusoidal y libgraguetas al torrente sanguineo (Rint
al, 2007). La interaccion del FvW del microambiente sy receptor en los
megacariocitos, la GPIb-IX, parece importante plaraformacion y liberacion de
plaquetas, mientras que, por el contrario, el aiadipo |, que se localiza en el nicho

osteoblastico, impide la formacion de plaguetasdiBai et al, 2008).

Se ha demostrado que las células del estromardédala 6sea secretan TPO y
CXCL12 (también llamado factor 1 derivado de c&utstromales), esta Ultima una

citoquina que atrae a los megacariocitos y a ot@sllas hematopoyéticas al
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microambiente medular (Hodoharhal, 2000). Una comunicacién reciente muestra que
tanto la TPO como CXCL12 regulan positivamenteréenbopoyesis, al aumentar la
transcripcion def1,4-galactosiltransferasa B4GalTl), y con ello la sintesis de un
glicano concreto en los megacariocitos, el lactasagticano tipo 2 (LacNAc),

(Gianniniet al, 2017).

Cuando la TPO fue descubierta, se consideré qéntasis de la misma era
constitutiva y los niveles séricos de TPO se maatemediante su metabolizacion en
plaguetas y megacariocitos (Cohen-Selahl, 1996; Fieldeet al, 1996). Sin embargo,
estudios murinos (Ngt al, 2014; Meyeret al, 2014; Bendeet al, 2015) y de pacientes
con patologias asociadas a trombopenia (Ballngdiat 2001, 1997; Schrezenmeitr
al, 1998; Guet al, 2002), han contribuido al concepto de que layoidn de TPO esta
regulada. Los niveles circulantes de TPO estanladgs de manera compleja mediante
su endocitosis gracias a su receptor (Mpl) en @iaguy megacariocitos; y por la
sintesis de TPO a nivel hepético, regulada a sypeefa interleucina 6 (IL-6). La IL-6
es una glicoproteina que se encuentra aumentaelstaaos inflamatorios (por ejemplo,
artritis reumatoide, cancer de ovario), producienuio aumento de la expresion y
sintesis del ARN mensajero (ARNm) de la TPO a ringlatico tanto en hepatocitos
vivo como en como en células HepG2 y HepdBitro (Wolberet al, 2001; Kaseet al,

2001; Stoneet al, 2012).

Recientemente, se ha descubierto que la sintegiitee de TPO también esta
regulada a través del aclaramiento de plaquetaalithetas por procesos de senescencia
a través de su aclaramiento via el receptor hepafishwell-Morrell (AMR)

(Grozovskyet al, 2015a).

Hace mas de 20 afios que se conoce que la pérdidaidte sialico en las

plaguetas determina su vida media (Crook, 19901Y198 novedoso es que la pérdida
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de los &cidos sialicos terminales sea el factoerdehante para la eliminacién de
plaguetas envejecidas de la circulacion, estimaldadexpresion de ARNm de TPO
hepaticain vivo ein vitro a través de JAK2 y del transductor de sefal yadtir de la

transcripcion (STAT) 3 para aumentar el nUmero @égavariocitos y la produccion de

plaquetas de novo (Figura 5) (Grozovskal, 2015a).

Figura 5. Sintesis de TPO hepética a través de l&alizacion de JAK2-
STAT3 después del aclaramiento de plaquetas deslatias por el receptor hepatico
Ashwell-Morrell. Los megacariocitos de la médula ésea produceneyalibplaquetas
jovenes que presentan &cido sialico en su superfaiillo purpura). Las plaquetas
jovenes internalizan al méximo la TPO a travésaderéceptores Mpl. Las plaquetas
circulantes se desialilan a medida que envejecetiamtie sialidasas activas (anillo
violeta discontinuo), se vuelven ligandos para &IRAy son eliminadas por los
hepatocitos. La sefalizacion tras el aclaramiemtopldquetas desialiladas estimula
positivamente la expresion de ARNm de TPO hepatiediante la activacion de la via
JAK2-STAT3, liberando TPO al plasma, regulando lashomeostasis de la médula

O0sea y la trombopoyesis.
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(Grozovskyet al, 2015b)

Estudios previos han mostrado que los glicanosadsuperficie plaquetaria
intervienen en el aclaramiento de las plaquetadfifiéister, 2011). La pérdida del
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acido sialico probablemente esté mediada por lalaein al alza de las sialidasas
plaquetarias, es decir, NEU1 y NEU3, expresadaarpartimentos granulares y en la
membrana plasmatica, respectivamente (Jaesem, 2012). NEU1 y NEUS3 tienen
preferencia por el enlace del acido sialico enemlatren los glicanos del complejo
GPIb-1X, dejando expuestos los residuos de galactsbhyacentes. Las plaquetas
desialiladas, ya sean por el envejecimiento, teetaghzimaticamente con sialidasa o
aisladas de ratones ST3Gal-42/2 (deficientes oeq3-sialiltransferasa V), son
eliminadas por el AMR hepatico, un complejo de apioteina heteroligomérica
transmembrana (GP) compuesto por dos subunidade&PR1 (CLEC4H1, lectina
hepatica 1) y ASGPR2 (CLEC4H2, hepatica lectinéS&renseret al, 2009; Grewakt

al, 2008). AMR, inicialmente denominado receptor hiepaasialo-GP, fue el primer
receptor celular que se identificé y aislo, y lanmra lectina que se detectd en
mamiferos. Pertenece a la familia de receptoretectaa tipo C, implicadas en el
reconocimiento, union y eliminacion de asialo-GBteEeceptor altamente conservado
se ha considerado en gran parte como un receptocitico, y desde su descubrimiento
hace 4 décadas, el papel regulador del AMR no k@ ldilucidado. Sin embargo, los
recientes estudios muestran como las plaquetaslietas envejecidas regulan la
produccion de ARNm de TPO hepatioavivo a través de la AMR. Este mecanismo de
retroalimentacion presenta al conjunto AMR-plagud¢sialilada como un punto de
control importante para la homeostasis de TPO ystraigue la expresion de TPO en

los hepatocitos esta regulada y no es exclusivanuamistitutiva.

ii. Antitrombina

La antitrombina es una N-glicoproteina de sintbgigatica que se secreta al

plasma donde alcanza concentraciones de 150 upgkhlLgen que codifica la
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antitrombina,SERPINC] se localiza en el cromosoma 1 (1925.1) y tieexadhes. La

proteina madura pierde un péptido sefial de 32 amithos y consta de 432 residuos,
con una masa molecular tras la incorporacion detldkglicanos biantenarios de 58
KDa. Dos puentes disulfuro intramoleculares conagpidas MPT que experimenta. En
esta memoria la numeracion empleada serd la deotaipa completa, con péptido

sefal.

La antitrombina pertenece a la superfamilia des&apinas, inhibidores de serin
proteasas, un grupo de mas de 1.000 proteinas rcarleuado grado de homologia
estructural. Para poder desempefar su papel iohdise pliegan en una estructura
metaestable, que no es la que mayor estabilidascastl puede alcanzar. La razén no
es otra que favorecer un efectivo y singular meraaide inhibicién de la proteasa
diana: un mecanismo de inhibicién por suicidioc&htro reactivo de la serpina (RCL)
actla como cebo para la proteasa, que lo reconatacg como a cualquier sustrato.
Asi, el corte del centro reactivo de la antitronabjor la proteasa diana induce un
cambio conformacional en la antitrombina que afectala proteasa, distorsionando su
centro catalitico y generando el complejo serpimdegasa que se aclara rapidamente de
la circulacién (Huntingtoret al, 2000b). A diferencia de otras serpinas, en lanéor
nativa de la antitrombina, su centro reactivo @sticialmente insertado en la lamina
beta central de la molécula, por lo que la actividéhibitoria de la forma nativa de
antitrombina esta seriamente mermada. Para comsegai actividad anticoagulante
maxima la antitrombina requiere de la participaaérun cofactor, que en la naturaleza
son ciertos glicosaminoglicanos. La union de la anep genera un cambio
conformacional en la molécula de antitrombina quev@ca la exposicion del RCL,
haciéndolo mas accesible a la proteasa diana, yermtamdo asi la capacidad

anticoagulante hasta 1000 veces (Huntingtioal, 2000a). Esta caracteristica ha sido el
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fundamento del uso clinico de las heparinas, unlesiéarmacos mas empleados en la

historia.

Por este motivo, la antitrombina es consideradgrgicipal anticoagulante
enddgeno del organismo. Su funcién anticoagulaateejérce inhibiendo hasta 6
proteasas de la cascada de la coagulacion, prim@pge la trombina y el factor Xa, las
dianas de los farmacos anticoagulantes mas resi@iaban, ribaroxaban, dabigatran
y edoxaban). Por ello, defectos cuantitativos ditali@os que afecten a este poderoso

anticoagulante tendran consecuencias significaguaa riesgo trombdtico.

La deficiencia congénita de antitrombina tiene Ww®a incidencia en la
poblacion general (1/600-1/5.000) (Tat al 1994), y se debe principalmente a
mutaciones y deleciones que afectarSBRPINC1 La sensibilidad estructural y
funcional de la antitrombina hace que practicamenstquier cambio genético, incluso
puntual que afecte a un solo aminoacido, tengaecolscias deletéreas sobre la
molécula. De hecho no existen polimorfismos missees SERPINC1 Hasta 336
alteraciones genéticas diferentes se encuentrasitiégas en la principal base de datos
de mutaciones asociadas con deficiencia de antiirany dos son los trabajos, ambos
realizados en Alemania que incluyen las mayordssde pacientes con deficiencia de
antitrombina caracterizados molecularmente (Caspeed 2012; Luxembourget al,
2011). La deficiencia de antitrombina se clasigrados grandes tipos: tipo I, cuando
los niveles antigénicos y funcionales son paralgld®jos (en torno al 50%) y no se
detectan variantes de antitrombina en plasma; ¢ lfipcuando se detectan niveles
significativos de formas variantes con menor o agkvidad anticoagulante en plasma.
A su vez, dependiendo de la localizacion de la oiday de sus consecuencias
funcionales, las deficiencias tipo Il se clasificam: a) tipo Il RC o reactivas, si la

mutacion afecta al RCL e interfiere con la readad de la antitrombina con las
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proteasas diana; b) tipo Il HBS del dominio debara heparina, si la mutacién afecta a
la interaccion con la heparina o al cambio confaioral inducido por esta; y c) tipo |l
PE o pleiotrépicas, causadas por mutaciones pahngnte localizadas en la lamina C

que afectan tanto a la reactividad como a la adohjgbor heparina (Laret al, 1997).

En el ratén, la deficiencia completa de antitrorabém modelos clasicdsock
out, provoca letalidad embrionaria (Ishigused al, 2000). En humanos no se ha
identificado ningun caso con deficiencia completaadtitrombina, por lo que se asume

gue también causa letalidad embrionaria.

La glicosilacién también tiene implicaciones fi$igicas en la antitrombina. Por
un ladoin vivo se detectan dos glicoformas de antitrombina alfzeta y por otro,
parece existir una regulacion del contenido deglosanos durante el desarrollo del

organismo.

a) Glicoformas alfa y beta

Como se acaba de mencionar, la antitrombina preskd® MPT: la formacion
de 3 puentes disulfuro intracatenarios y la N-gllewion. De hecho, es una
glicoproteina con 4 sitios de N-glicosilacion. Diba que uno de ellos, el localizado en
posicién Asn-167, no es eficazmente glicosiladcsiflemente porgue la secuencia de
glicosilacién contiene Ser en vez de Thr), exigeglicoformas de antitrombina: alfa,
con 4 N-glicanos y beta, con 3. Aunque parece quigaa glicoformas se secretan en
proporciones similares, la forma alfa es mayoataen plasma (90%), ya que la
glicoforma beta, al tener 1 glicano menos, presemgor capacidad de union a los

glicosaminoglicanos del endotelio vascular y esida@pente eliminada de la
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circulacion, localizandose a nivel endotelial, donde piensa que desempefia

importantes funciones anticoagulantes (Frebeliwd 1996).

De hecho, la mayor afinidad por heparina dg-&ntitrombina sugiere que esta
glicoforma sea el principal inhibidan vivo de la trombina (Turket al, 1993; Witmer
& Hatton, 1991). La diferencia en la afinidad paphrina de las dos glicoformas la
condiciona el glicano en Asn167 deakantitrombina, ya que dificulta el segundo paso
en el mecanismo de activacion inducido por hepdfingk et al, 1997). Otra evidencia
de la importancia de la glicosilacion en la afinidsor heparina de la antitrombina fue
generada en modelos recombinantes de antitrombénaliminacion de cualquiera de
las cuatro secuencias de N-glicosilacion generasantes con mayor afinidad por
heparina (Olsoret al, 1997). Por otra parte, se han identificado véemmaturales de
antitrombina que tienen alteraciones en el numeroadlenas de glicanos y que pueden
afectar a su actividad especifica que se han ogladd con patologia trombdtica. Estas
variantes se detallaran en el apartado de imptioasi patoldgicas de la antitrombina.
Sin embargo, existe una variante causada por laaidmt N167T, que produce una
deficiencia leve de antitrombina (70%), identifiaaén un individuo asintomatico
(Baystonet al, 1999). Esta mutacion induce el cambio nucelaidiéC a ACC, dando
como resultado una sustitucion de un aminoacidm188 a Thr. Esto altera la
secuencia consenso de N-glicosilacion y por lootamipide la glicosilacion de este
sitio. La consecuencia de la mutacion es una megracentracion dg-antitrombina, la
fraccion de antitrombina que se une con muy altadad a la heparina (Baystat al,

1999).

La eliminacion de los acidos sialicos terminaledadantitrombina no afecta su
actividad especifica, pero disminuye drasticamé&nteda median vivo de la proteina

(Hansson & Stenflo, 2005).
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b) Regulacién del contenido de glicanos durante el dmsollo (estudios

murinos en ratones neonatos)

Los niveles de antitrombina en neonatos estan amemte disminuidos en
comparacion con adultos sin consecuencias fisicddgielevantes (Andreet al, 1988,
1987). Resultados previos sugieren que los nivelesbajos de antitrombina en ratones
recién nacidos se explican principalmente por @daccion de ARNm de este gen en

hepatocitos (Teruat al, 2011).

No obstante, también hay evidencias, incluidasdakzadas por nuestro grupo, que
han mostrado que las diferencias hemostaticasedalribllo no son solo cuantitativas y
pueden implicar cambios en el contenido del aciddice, demostrando que la
diferencia no solo depende de los niveles de eXprage proteinas, sino también de
MPT (Teruelet al 2013). El perfil electroforético de la antitrombi embrionaria
sugiere un menor peso molecular, y los estudioss@idlasa, que uniforman el tamafio
de la antitrombina neonatal con la del adulto segirie las diferencias cualitativas se
deben a una modificacion postraduccional: una aabNrglicosilacion que resulta en
un reduccién significativa del contenido de acidilic de la antitrombina neonatal
(Teruelet al, 2013). Los niveles de ARNm &i3gal3y St3gal4 dos sialiltransferasas
potencialmente implicadas en la sialilacion dent@mbina, fueron un 85% menor en
los recién nacidos en comparacion con los aduietudiosin silico de los miRNAs
sobreexpresados en neonatos revelaron que mir{2@@da tener como diana estas
sialiltransferasas. Por otra parte, estudhogitro en los hepatocitos primarios murinos

sostienen que exista este control.

Curiosamente, una sialilacion reducida de antitiombambién se ha descrito para

la antitrombina en neonatos de pollo y oveja (Amedral, 1985; Niesseet al, 1996),
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lo que sugiere que la sialilacién es un procesanahte regulado en las diferentes

especies.

2.2.2. Implicaciones patolbgicas

Las implicaciones patolégicas de las MPT en hers@stambién son relevantes.
De forma global, se estima que hasta un 5% de fdésrreedades asociadas a
mutaciones afectan de forma parcial (4%) o completde (1%) a sitios de MPT (Li et
al, 2009). Un ejemplo de ello es tkeficiencia combinada de factores de la
coagulacion dependientes de vitamina Kll, VII, IX y X) debida a una alteracion en
la gamma-carboxilacién que produce fudamentalmeagtornos hemorragicos debido
a la incorrecta activacion de estos factores (Nimal et al, 2010). Para que estos
factores de la coagulacién sean proteasas activparticipen en la cascada de la
coagulacion, necesitap-carboxilarse en residuos especificos de acidoamgiicb a
través de una reaccion quimica en la que partleipgtamina K. Como se ha descrito
previamente, en esta MPT intervienen las enziyaglsitamil carboxilasa (GGCX) y la
vitamina K epoxido reductasa (VKOR). Esta deficianes un trastorno autosémico
recesivo debido a mutaciones en los genes queicadiestas enzimassGCX y
VKORC1 respectivamente. Alteraciones en cualquiera deoamgenes en homocigosis

o heterocigosis compuesta pueden llevar a unacamficarboxilacion.

Sin embargo, no sélo las alteraciones que elimmMBi o generen nuevas MPT
en proteinas del sistema hemostatico pueden tenpdicaciones patoldgicas. También
alteraciones en la proporcion o composicion de MB& experimentan las proteinas de
la hemostasia pueden provocar cambios en las edsitas finales de dichas
proteinas, alterando el equilibrio del sistema I&#at@wo, con consecuencias

patologicas tanto protrombdéticas como prohemoreggicComo se muestra a
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continuacion, se han descrito alteraciones enitagilacion de las plaquetas y de la

antitrombina en estados patoldgicos.

I. Plaquetas

Las alteraciones en la composicion de los glicatesla superficie de las
plaguetas y mas especificamente la pérdida deb &iddico terminal se ha relacionado
tanto con disminucion del recuento de plaquetasnitopenia) como con alteracion de
la funcion plaquetaria (hiperreactividad). A conticion se detallan las implicaciones
patolégicas mas relevantes, congénitas y adqujrigéecionadas con alteracion en la

glicosilacién de las plaquetas.

a) Enfermedad coronaria y diabetes (hiperreactividad faquetaria)

El acido sidlico terminal de la superficie plaquetariase ha propuesto en
ocasiones como un factor patogénico en la enferthedeonaria. Un primer estudio
caso/control mostré6 que las plaquetas de pacigreEsentaban menos contenido de
acido sidlico que las de controles (Mandical, 2002). Un estudio mas reciente, en
pacientes con enfermedad coronaria y diabetestusel{DM), establece la posible
asociacion de la alta reactividad plaquetaria gublsiguiente riesgo de trombosis con
cambios en la glicosilacion de las plaquetas dLial, 2018). La superficie de las
plaguetas de los pacientes con enfermedad coramqgriasa con intensidad dépilGal
y acido sialico con enlaae2,6 y con intensidad fuerfeGICNAc. En las plaquetas de
los pacientes con DM tipo 2, las lectinas que snunlos residuos-Gal, acido sidlico
con enlacar-2,6 ya-manosa se unen mucho menos que en controles rasiente las

gue se unen al,6-fucosa y GICNAc presentan mayor expresion. Aakenaste mismo
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estudio mostré una correlacion positiva entre ¢érl@ con especificidad pasamanosa
(ConA) vy la integrinao B3 activada (PAC-1) en pacientes con DM, mientras eue
controles sanos, la correlacion fue negativaeflLal, 2018). Estos hallazgos sugieren
que las plaguetas con disminucion del nivel deilatabn, galactosilacién y
manosilacion, y aumento del nivel de fucosilacioglycosilNAcetilacion observadas
en pacientes con enfermedad coronaria y DM tipo pReden asociarse a

hiperagregabilidad plaquetaria y aumento del rigsgabotico.

Por otra parte, la secuenciacion del exoma completia poblacién del estudio
Framingham ha identificado unasriantes en el genHYAL2 que afectan a la
agregacion plaquetaria (Eichetral, 2017). Las variantes raras diYAL2incluyen una
variante missense (N357S) en un sitio conocido dglidésilacion y una variante
nonsense (Q406*) que elimina el anclaje de glitasfitidilinositol (GPI) de la
proteina resultante. Estas variantes se asocidagmifiGativamente con una mayor
agregacion inducida por ADP y por epinefrina. Estasiantes sugieren que el
transporte anormal a través de la membrana de HY#&ERye en la reactividad

plaquetaria (Eichest al, 2017).

b) Almacenamientoin vitro

El almacenamientan vitro (senescencia inducida vitro) de plaquetas para
transfusiébn se asocia con cambios en la composidéros glicanos plaquetarios
(Janseret al, 2012). Concretamente, las plaquetas pierdeniéb &talico durante su

almacenamiento.

Las plaguetas almacenadas en frio y a temperatarhieate pierden

secuencialmente el acido sialico y posteriormemtgalactosa terminal, un proceso que
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conduce a la exposicion de Igalactosa y la N-acetilglucosamina (GICNAC)
subyacentes, respectivamente étial, 2016). El frio promueve la agrupacion en la
superficie de plaquetas de las subunidades GRHPI{3, GPIX y GPV, un proceso
que puede aumentar la densidad\gglicanos corp-galactosa terminal BGICNAc en

la subunidad GPHlb, lo que incrementa el aclaramiento de las plagueat&ravés del
receptor hepatico AMR y de la integrineM 2 del macrofago hepatico (célula de
Kupffer), respectivamente (Rumjantsevd al 2009; Hoffmeisteret al 2003a;
Josefssort al, 2005; Badlowet al, 2006). AdemasyMB2 se expresa en la superficie de
leucocitos involucrados en el sistema inmune inn&b dominio oM media la
inflamaciéon regulando la adhesién y migracién decéeitos; y se ha implicado en
varios procesos inmunes tales como fagocitosistosiicidad mediada por células,
quimiotaxis y activacion celular. Esta involucrado el sistema del complemento
debido a su capacidad de unirse al componentel3imaglemento inactivado (iIC3b) y
la integrinaaMp2 sirve como un receptor fagocitico para el fragme3b del

complemento (Xiat al, 2002).

c) Sepsis

Durante lasepsis por neumococ@Streptococcus pneumonjael acido sialico
de la superficie de las plaquetas circulantes eirel por la neuraminidasa A, una
sialidasa expresada por el patégeno, quedando &eplee galactosa como azlcar
terminal de los glicanos plaquetarios. El recepapatico AMR también es en este caso
el responsable de la trombopenia durante la infacsistémica poS. pneumoniaeal
eliminar las plaguetas desialiladas de la circolacLa adaptacion hemostatica por el

AMR, con la reduccién en los recuentos de plaquatasicio de la sepsis protege al
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huésped contra el desarrollo de la coagulacidmvagcular diseminada (Grewatl al,

2008, 2013).

d) Trombopenia inmune (PTI)

Estudios recientes en modelos murinos de trombapemnune (PTI) han
ilustrado otro mecanismo de eliminacion de plagueatéravés del AMR. La PTI es un
trastorno hemorragico frecuente causado principatenepor autoanticuerpos
plaquetarios que aceleran la destruccion de lagiptas, alteran la funcién plaquetaria
y/o inhiben la produccion de plaquetas (Cie¢sal, 2009). Estos autoanticuerpos se
dirigen principalmente contra la integrindib33 y/o el complejo GPIb-IX. El modelo
predominante postula que la destruccion plaquetagdiada por anticuerpos ocurre en
el bazo (McMillan, 2007), donde la interaccion eri&r porcion Fc de los anticuerpos de
inmunoglobulina G asociada a plaquetas y los recept~§ (FcyRs) en los macréfagos
inicia la fagocitosis. Sin embargo, los datos maestgue, a diferencia de la PTI
mediada por antiHIb33, la PTI mediada por anti-GRIdrecuentemente es refractaria
a las terapias dirigidas a vias de/fdcpor ejemplo, inmunoglobulinas intravenosas) o
esplenectomia. Los hallazgos recientes muestrancigu®s anticuerpos anti-GRIb
desencadenan la desialilacion de las plaquetaprageso que desvia el aclaramiento
plaquetario de los receptores Fc del macréfageeema al AMR hepéatico (Let al,

2015). Este apartado se desarrollard mas amplianeergl capitulo Il de esta tesis.

e) Macrotrombocitopenia congénita por defecto de sidicion

Las MPT no solo estan implicadas en en trombopegsiridas. Se ha descrito
una macrotrombocitopenia congénita asociada caretetto dex2,3-sialilacion (Jones
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et al, 2011). Se caracteriza por trombopenia grave,radogy neutropenia variable. Se
confirmé que el defecto de glicosilacién estab&riregdo aa2,3-sialilacion, pudiendo
detectarse en plaquetas, neutréfilos y monocit@as plaquetas de este paciente
exhibieron una estructura distorsionada del sisteamalicular abierto, lo que indica
una produccion defectuosa de las plaquetas. Addmasmbopenia en gran parte se
justificaba por el rdpido aclaramiento a nivel heé Sin embargo, no se encontraron
mutaciones en las 2,3-sialiltransferasas (ST3-@allV¥, VI) ni en el gen para el
transportador de acido sialico CMP (SLC35A1), poigle no se pudo identificar la

causa genética del defecto.

En cambio, la miopatia GNE, que es la miositis ditaga por cuerpos de
inclusion mas frecuente, se debe a mutaciones egerlde una de las enzimas
implicadas en la biosintesis del acido sialicdJ2P-N-acetilglucosamina 2-epimerasa
/ N-acetilmannosamina quinasa (GNE / MNK) (Eisegledral, 2001). Se han descrito
variantes en el geiGNE asociadas a miopatias y trombopenias en relaciGnaa
reduccion en la biosintesis de acido sialico, ycensecuencia un aumento en el
aclaramiento plaquetario (Izuret al, 2014; Zhenet al, 2014) y mas recientemente,
también se han descrito varianteSGME asociadas a macrotrombopenias familiares sin

clinica muscular (Revel-Vilkt al, 2018).

f) Enfermedad de von Willebrand de tipo plaquetario

Por ultimo, la enfermedad de von Willebrand de fyeuetario es un trastorno
hemorragico raro, aunque posiblemente infradiagramkh, autosémico dominante,
caracterizado por hiperreactividad plaquetaria if@th, 2011). Este defecto inherente

de la funcion plaquetaria se debe a una mutaciéngaemancia de funcion dentro del
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gen GP1BA que codifica la GP Ibalfa. Ciertas mutaciones aausna delecion de 9
aminoacidos en el dominio de macroglopéptido d&mdb, dando como resultado la
pérdida de 4 potenciales sitios de O-glicosilagi®dthmanet al, 2005). El defecto da
como resultado una interaccién plagueta-FYW exeesion las consecuencias
esperadas: hiperagregacion de las plaquetas ypidoraclaramiento de los agregados

de plaquetas-FvW de la circulacién, lo que conduttembocitopenia y sangrado.

ii. Antitrombina

Dos son los tipos de alteraciones de la glicogilacjue se han descrito en la
antitrombina con consecuencias patoldgicas. Porpaniz, los defectos congénitos de
glicosilacion (CDG). Pero también defectos de glilewion especificos de la
antitrombina pueden ocasionarse como consecuercimutaciones que reducen o

generan sitios de N-glicosilacion en esta serpina.

a) Defectos congénitos de glicosilacion (CDG)

Desde el descubrimiento de la deficiencia de amtiina, hace mas de 50 afios
(Egeberg, 1965), pocos son los nuevos factores cammnos trombofilicos
identificados y todos con menor riesgo trombétiaee da propia deficiencia de
antitrombina (Martinelliet al, 2014). La mayoria de las aproximaciones encarasad
la busqueda de nuevas trombofilias se han reaiondirecta o indirectamente a los

genes que codifican alguno de los elementos dehsigshemostatico.

Nuestro grupo, en la busqueda de nuevos mecanigombofilicos, identificd

un trastorno de una MPT, la N-glicosilacion, coomportante elemento que incrementa
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el riesgo trombotico. El estudio de una serie depa@Bientes con deficiencia de
antitrombina sin alteraciones en el gen que lafoad{SERPINC) identifico un alto
porcentaje de casos (27%) en los que se detectabafonma hipoglicosilada de
antitrombina. Este efecto no era especifico de natrambina, ya que diferentes
proteinas hepéticas presentaban aumento de gheasorcon menor contenido de
glicanos. En estos pacientes se demostré un desdedglicosilacion congénito con dos
posibles manifestaciones, una recesiva (dos muasien genes implicados en la N-
glicosilacién —Figura 2-) y una dominante transétdqicausado por la combinacién de
una mutacion en un gen de la N-glicosilacion yagidr ambiental que también afecta a
la glicosilacion: el consumo de alcohol) (de la Bma-Barrioet al 2016). La
hipoglicosilacion en algunas proteinas tiene inguds efectos en los procesos de
plegamiento y secrecién, como en la antitrombionaglie provoca que las formas
hipoglicosiladas no se secreten al plasma (defi@ede antitrombina tipo I). Este
nuevo mecanismo, que va mas alla del gen codiicarque puede ser relativamente
frecuente, justifica la deficiencia recesiva y océmigp-transitoria de antitrombina y tiene

importantes implicaciones diagndsticas y terapastic

b) Mutaciones enSERPINC1que generan nuevos sitios de N-glicosilacion

Se han identificado 6 mutaciones que generan nustios de glicosilacion. La
primera variante)39N se aislé en el plasma de un paciente con embaliagnar
(Brennanet al, 1988). La nueva proteina, que representaba el db¥% antitrombina,
tenia una afinidad reducida por la heparina y cemgiia dos componentes cuando se
analizaba en funcion de la carga o la masa moleddlaratamiento con sialidasa y
endo-beta-N-acetilglucosaminidasa F sugirio que esterogeneidad se debia a una

glicosilacion parcial que se producia en una nis@caiencia de union a carbohidratos.
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El mapeo de péptidos por HPLC de fase inversa mgsie la anormalidad implicaba al
péptido triptico N-terminal. El analisis de secuandemostr6 que la mutacién
subyacente (I39N) genera una nueva secuencia cigsitgicion de Asn-Cys-Thr. Este
nuevo sitio de unién de oligosacaridos ocupa l& log$ dominio de unién a heparina
propuesto, lo que explica la reduccion consiguiearela afinidad por la heparina,

produciendo una deficiencia de antitrombina tipHBS.

La segunda, R79S conocida como Antitrombina Rouen-ll, genera
concentraciones antigénicas normales de antitranpictividad inhibidora progresiva
normal (Borget al 1988). Sin embargo, la variante tiene actividadescofactor de
heparina (64-70%) y heparan sulfato (60-68%) disidas, y no se activa mediante un
pentasacarido sintético que representa la secuerigiena de heparina. La antitrombina
anormal se aislé usando cromatografia de hepagphgBosa, y en la electroforesis a
pH 8,6 migré mas anddica que lo normal, esto eareapemente no glicosilada; pero
los estudios de la secuencia de aminoacidos desmmstuna sustitucion de la arginina
en el residuo 79 por una serina. Esta mutacién greanuevo sitio de union de
oligosacaridos en la posicibn 77, es decir, Asn-8eg. La evidencia sugiere
fuertemente que la arginina 79 es un sitio de urdénheparina principal en la
antitrombina y que forma parte de un sitio linealpado positivamente (al que se une la
heparina) que se extiende a través de la supedicia molécula de la hélice A a la D.
Los dos miembros de la familia donde se enconti® \eiante no tenian antecedentes
de trombosis venosa. El propositus, un hombre daf8, fue estudiado a causa de un
infarto agudo de miocardio (sin afectacién extahsdas arterias coronarias) y su hija
de 13 afios presentaba la misma mutacion (hastaneseento sin antecedentes de

trombosis) por lo que no se puede descartar gaedefitiencia de antitrombina tipo I
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HBS o del dominio de union a heparina esté impécaw el evento cardiolégico (Borg

et al, 1988).

La terceraP439T, conocida com@ntitrombina Budapest-V por aislarse en
una familia de la capital de Hungria, produce deficia de antitrombina tipo Il PE (o
pleiotropica) y se asocia a clinica de trombosiese De 10 hermanos y 2 hermanas, al
menos 2 hermanos fallecieron a causa de embolisinmopar a una edad temprana (21
y 16 afios). Otros dos nifios murieron sin un diaigwslefinitivo (autopsia). Otros
cuatro miembros de la familia con deficiencia fomal de antitrombina sufrieron
tromboembolismos graves a los 15, 19, 23 y 46 afiaobrevivieron. Sélo tres
miembros de la familia (la abuela y dos hermana®) deficiencia funcional de
antitrombina no han desarrollado trombosis. Estéaoin se localiza en el loop s1C-
s4B, afectando por tanto a la reactividad como aflaidad por heparina. Las
interacciones defectuosas de esta variante caoorteina pueden ser el resultado de la
proximidad de s1C al sitio reactivo. Por el contras1C esta espacialmente distante a
la superficie cargada positivamente que forma t& sie unién a la heparina en la
antitrombina. La afectacion de la afinidad por hig@a refleja la vinculacion
conformacional entre el sitio reactivo y el de um#la heparina en la molécula (Late
al, 1992). El residuo Prolina 439 también esta muyseovado en la superfamilia de
serpinas. Nuestro grupo ha identificado un porta#goesta mutacion y ha comprobado
gue no genera una forma con un glicano adicional gue por el contrario, adquiere la
conformacion latente (de la Morena-Bargb al, 2017). Por ello, pensamos que las
consecuencias patologicas no depende de esta MBTdsi cambio conoformacional
causado por la mutacion missense y que la ausdacigicosilacion pese a generarse

una nueva secuencia podria explicarse porque keipeose pliega en conformacion
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latente de forma temprana, y esta conformaciéonemmitiria la glicosilacién de la s1C

(de la Morena-Barrio, comunicacion personal, reslds no publicados).

La cuartal251T, afecta a la isoleucina 251, un residuo altameoteservado
localizado en el medio de la hebra 3 de la lamin@3). Se inserta completamente
con su cadena lateral apuntando al lado interrla tlamina B. En la antitrombina, esta
interaccion implica 1251, F454 y S114, y puede ap mpatible con la sustitucién
I251T. Ademas, el cambio 1251T crea un nuevo gito N-glicosilacion NTT. La
posibilidad de un glicano en N217, en el medioadi&imina A, es probable que afectara
el plegamiento correcto de la proteina, lo que womth a la ausencia de proteina
variante circulante, explicando asi la deficiembéaantitrombina tipo |, que se detecta
en portadores. Sin embargo, esta hipotesis noesgepralidar ya que no se han llevado
a cabo estudios en modelos recombinantes para eorsbcrealmente se produce
glicosilacién en el nuevo sitio generado (Picatdal, 2000). El trabajo mencionado
describe las bases moleculares de la deficiencenttombina en ocho familias. Sin
especificar la clinica en cada una de ellas, gigipositus, entre ellos el afecto con la
variantel251T, habian tenido trombosis graves como trombosi®samecurrente de
las extremidades inferiores y/o trombosis de lasasemesentéricas y/o embolia

pulmonar; ocurriendo el primer evento cuando |lasgrdes tenian entre 20 y 30 afios.

La quinta variante publicadg114N que se secreta a una velocidad reducida,
posee un quinto sitio de glicosilaciéon adicionamooconsecuencia de esta mutacion
(Fitcheset al 2001). Fue descrita en un propositus con antetesldamiliares de
trombosis venosa. En este caso, se llevaron aesthdios de expresion recombinante

para confirmar que la glicosilacion ligada a Asnpsedujo en la nueva secuencia
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generada por esta mutacion. El modelo recombirderestro que la proteina variante
Asnl14 se procesoO eficientemente y resultaba ghctms La proteina resultante tenia
un mayor peso molecular que la antitrombina noroakistente con la adicién de una
quinta cadena de glicanos. La incubacién de laefiratvariante con endoglicosidasa H
confirmé que el producto de mayor peso moleculdrishaesultado de carbohidratos
adicionales. La expresion de la variante Asnlldémas COS-7 dio como resultado la
retencion intracelular, con un bajo nivel de sadrede la proteina en el sobrenadante
del cultivo, consistente con una deficiencia detrmmbhbina tipo I. La adicion de una

cadena lateral extra de carbohidrato al residuodeldntitrombina puede bloquear el

plegamiento postraduccional, atrapando la variattacelular (Fitchest al, 2001).

Por ultimo, nuestro grupo ha identificado una sexddante que genera un
nuevo sitio de glicosilaciohL15N, en una familia con dos afectos, padre e hijo, con
clinica de trombosis venosa severa. El padre comhkosis venosa profunda,
tromboembolismo pulmonar agudo y crénico; y el bijm trombosis venosa profunda a
nivel femoral bilateral y trombosis de senos vesadafio de vida. La mutacion afecta
a un residuo del shutter muy conservado en lasnsery se asocia con una deficiencia

tipo I (no publicada).

c) Mutaciones enSERPINC1que eliminan secuencias de N-glicosilacién

La Unica descrita es causada por la mutaki®@7T, y se aisl6 de un individuo
asintomatico con deficiencia leve de antitrombii@%) (Baystonet al, 1999). Esta
mutacion se produce en el codon 167 del gen datimcenbina, AAC a ACC, dando

como resultado una sustitucion de un aminoacido, A3 hr. Esto altera la secuencia
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consenso de N-glicosilacion que comienza en Asng6@or lo tanto impide la
glicosilacion normal en este sitio. La consecuerdgala mutacidbn es una mayor
concentracion d@-antitrombina, la fraccion de antitrombina que se gon muy alta
afinidad a la heparina, lo que podria explicaruaeacia de trombosis en esta familia

italiana (Baystoret al, 1999).

Nuestro grupo ha identificado una variante que ielmun sitio de N-
glicosilacibonN224H, en este caso, en dos familias noruegas con altectrombosis
venosa severa, responsable de niveles de antitnanfzinsitoria (Anti-FXa 60-100%)
que presentan incremento significativo de una fooama 3 glicanos en plasma (de la
Morena-Barrio, resultados preliminares no publi®dd&l mecanismo patolégico de

esta alteracion todavia esta siendo investigado.

2.2.3. Aplicaciones terapéuticas

Las aplicaciones terapéuticas de las MPT en el cadeda hemostasia también

se han desarrollado considerablemente.

De forma general, existen dos grupos farmacolégaapliamente utilizados
cuyo mecanismo de accidén es inhibir una MPT: aagotantes antagonistas de la
vitamina K (acenocumarol o warfarina) y los ante@gantes inhibidores de la
ciclooxigenasa (acido acetil salicilico por ejemploos anticoagulantes cumarinicos
son antagonistas de la vitamina K. La inhibicion wea MPT, como es lg-
carboxilacién, es el fundamento del principal tr@itnto anticoagulante. La accion de
estos anticoagulantes es la de inhibir la enzim®RK 1, impidiendo asi la reduccién

de la vitamina K a hidroxiquinona e interrumpierelaeciclaje necesario de vitamina
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K. Sin los residuos de-carboxiglutamato sintetizados con la ayuda deitEmina K,

los factores Il, VII, IX y X no pueden unirse allda divalente, un catién necesario
para su activacion normal disminuyendo la capacidadgulante del sistema
hemostatico (Oldenburgt al, 2008). El tratamiento antiagregante aumbidores de la
COX es otro ejemplo del beneficio antitrombdético giemén terapias que afectan a
MPT. En las plaquetas, el &acido araquidonico liberale la membrana por la
fosfolipasa A2 sufre la accion de la COX, dandaaltug la formacién de tromboxano
A2 (TxA2), un potente agonista plaquetario. Pocaitrario, en la pared vascular se
genera prostaciclina, que actla como antiagregatdguetario. La inhibicion
farmacoldgica de la COX altera el equilibrio erdarebos compuestos, predominando la
accion antiagregante. Entre los farmacos que inhdsa enzima se encuentran los
antiinflamatorios no esteroideos, destacando eelles el acido acetilsalicilico, la
sulfinpirazona, el triflusal y el ditazol. La acoidantiplaquetaria del &cido
acetilsalicilico se atribuye principalmente a Igiloicion irreversible de la actividad de
la COX por acetilacion del grupo hidroxilo-serina dicha enzima (Rothat al, 1975).
De esta forma, se interrumpe la transformaciorédielo araquidénico en sus derivados
ciclooxigenados, reduciéndose la produccién de TxA2subsiguientemente, los

procesos fisiopatolégicos en los que éstos estalicawlos.

Si atendemos de forma especifica a la glicosilaat@be destacar los estudios
llevados a cabo para optimizar la eficacia de fmatede uso terapéutico. Durante su
desarrollo y administracion, los medicamentos basaeén proteinas muestran
habitualmente eficacias terapéuticas subodptimasiddeba sus propiedades
fisicoquimicas y farmacoldgicas. Estas pobres pdges innatas han impulsado el
desarrollo de estrategias a nivel molecular pargonare el uso terapéutico de los

farmacos proteicos. Los diferentes parametros idesijacion (el nimero de glicanos
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unidos, el tamafio molecular del glicano, la secdaegccarga) pueden modular las
propiedades farmacoldgicas de los farmacos pratedro diferentes grados (Solad &

Griebenow, 2010). Mientras que la aplicacion fardudica de la glicosilacion todavia

sufre algunos desafios técnicos debido a la nazadhtrinsecamente compleja de las
estructuras de glicanos y las dificultades relamilas con la produccién de

glicoproteinas en sistemas de expresion de hospemtadbajos rendimientos de

expresion de glicoproteinas, macro y microhetereig estructural de glicanos), los
avances adicionales en la comprension de las egitiatde remodelacion de glicanos
basadas en enzimas y quimicos, permitiran el disafional de las estructuras de
glicoproteinas dirigidas. La glicoingenieria ha dstrado que proporciona

simultAneamente mejoras sobre la mayoria de loan@dros necesarios para la
optimizacién de la eficacia vivo del farmaco proteico (estabilidad molecutavitro e

in vivo, respuestas farmacodinamicas y perfiles farmaéticos) al tiempo que se

dirige al sitio de accion deseado (Sola & Grieben2®1.0). Por ultimo, se describen de
manera especifica las alteraciones en glicosilanddnaplicaciones terapéuticas a nivel

de plaquetas y de antitrombina.

i. Plaquetas

La transfusién de plaquetas es una terapia ampliemetilizada para tratar
pacientes con trombocitopenia. Antes de la traimiudas plaquetas obtenidas de
donantes sanos, son mezcladas en bolsas de plastiveables al gas con plasma del
donante (a una concentracién aproximada de 3xplaquetas en 300 ml) y
almacenadas bajo agitacion constante a temperamoibéente durante hasta 5 dias (7

dias si se llevan a cabo técnicas de inactivadi@upchet al, 2018). La lesion por
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almacenamiento se desarrolla con el tiempo de @&in@aciento y su gravedad se
correlaciona con un peor rendimiento transfusignaha menor supervivencia de las
plaquetas infundidas (Murphy & Gardner, 1971; Hokheal, 1998). La vida util de 5
dias se adopta principalmente para reducir el siedg crecimiento bacteriano y
secundariamente para reducir la lesion de almadentonde las plaquetas. El
desarrollo de tecnologias de deteccion e inactivadie patdgenos que nos permitan
almacenar las plaquetas mas de 5 dias se ve lon@dla lesion por almacenamiento.
Esfuerzos para reducir la lesion por almacenamigio ejemplo con inhibidores de
caspasa 3 o anandamida que pueden inhibir la apspitaquetaria, pueden ayudar a
aumentar la vida uatil de las plaquetas mas alléb dHas, pero si su inhibicion es
suficiente para preservar la viabilidad de las pdgs almacenadas requiere una
investigacion adicional (Quackt al, 2018). En este trabajo nos centraremos en las

estrategias dirigidas a modificar la composicidéhogeglicanos.

a) Transfusion de plaquetas almacenadas a largo plazo

Como se ha mencionado previamente, el almacenamianwitro de las
plaguetas se asocia a cambios de la composicifmsdgicanos, predominantemente a
pérdida de &cido sidlico terminal. En este sensddja especulado sittansfusion de
plaquetas almacenadas largo plazo, desialiladas, a pesar de ser paccidnales,
podria tener el beneficio de estimular la produtaé TPO hepética (Grozovsky al,
2015a). Este pensamiento no soélo se basa en ehtecnodelo de regulacion de la TPO
a través del aclaramiento de plaquetas desialila#@spatkin y colaboradores
demostraron hace tiempo que la inyeccién de plagué¢sialadas por neuraminidasa

afectaba a la trombopoyesis en conejos, aumentamtoduccién de plaquetas a través
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de los megacariocitos (Karpatkin & Shulman, 1980).

b) Estrategias para mejorar el rendimiento transfusiomal tras el

almacenamiento de las plaquetas.

Aungue la galactosilaciéon de residuos de GIcNAgdsarios con uridina 59-
difosfogalactosa (UDP-galactosa) normaliza la suipencia de plaquetas de ratdn
aisladas refrigeradas a corto plazo (Hoffmeisteal, 2003b), el tratamiento no evité la
eliminacién de las plaquetas de aféresis autolsgasfundidas almacenadas durante 48
horas a 4° C en un estudio de fase 1 (Wardall, 2008). De acuerdo con el estudio de
plaquetas humanas, el tratamiento con uridina tfdigalactosa de plaquetas murinas
almacenadas durante 48 horas a 4° C tampoco avit@mda eliminacion, lo que
demuestra que existen diferentes mecanismos dea@tdsto para las plaquetas
almacenadas en frio a corto y largo plazo. Es febgue las plaquetas galactosiladas

transfundidas, sin sialilacion posterior, se eliemimediante el AMR hepético.

Curiosamente, la incubacién de plaquetas con dhididr de sialidasa, acido 2-
deoxi-2,3-dehidro-N-acetilneuraminico (DANA), mejorsu recuperacion y la
supervivencia en ratones tras ser almacenada<Ca(danseret al, 2012). Del mismo
modo, asialofetuin, un inhibidor de AMR, bloquegnsiicativamente la eliminacion
rapida de plaquetas refrigeradas (Rumjantseval 2009). Se requieren estudios
clinicos para determinar si la prevencion de laatiecion plaguetaria mediante la
inhibicion de las sialidasas plaquetarias (Neuleud con acido 2-deoxi-2,3-dehidro-

N-acetilneuraminico mejora el rendimiento transfnal.

Por otro lado, la refrigeracion induce la union 8gW plasmatico a GPth
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aumentando el aclaramiento de las plaquetas astoléeceptor hepatico AMR y de la
integrinaaM (2 del macrofago (célula de Kupffer), como se hautespreviamente. El
tratamiento con O-sialoglicoproteina endopeptidasa, escinde el dominio de union
del ligando de GPlp, podria excluir la interaccion FYW-GRIiby la internalizacion
subsiguiente de GPiben plaquetas refrigeradas, permitiendo asi lagesficion de

plaquetas para su posterior transfusion (Gheal, 2017).

c) Transfusion de plaquetas refrigeradas

La evidencia clinica y de laboratorio sugiere cae plaquetas almacenadas en
frio pueden ser preferibles a las plaguetas alna@izena temperatura ambiente para el
sangrado activo. Ademas del menor riesgo de contandin bacteriana, los efectos del
almacenamiento refrigerado en las plaquetas inollgygoolimerizacion de la actina, el
desmontaje de los microtubulos, el aumento delicalitosolico y el cambio de la
forma de la plagueta (Hoffmeistet al, 2001). A pesar de los cambios en la forma, los
estudios muestran mejoria en la agregacion, adtiargren la fuerza del coagulo con
plaguetas almacenadas a 4°C en comparacion antasealadas a 22°C (Balst al,
2007; Choi & Pai, 2003). Las aféresis de plaquetasacenadas a 4°C mantienen
caracteristicas metabdlicas mas viables, son hatruashente mas efectivas y liberan
menos mediadores proinflamatorios que las aférdsisplaquetas almacenadas a
temperatura ambiente durante 5 dias (Redébe) 2014). Las plaquetas almacenadas
a 4°C estan "preparadas" para una contribuciondaden la hemostasia tras la
transfusion, por lo que parece razonable que kEguplas refrigeradas sean preferibles
para los pacientes con hemorragia activa. El 2imdeo de 2015, la FDA aprobé la

transfusion de plaguetas refrigeradas hasta 3gillaagitacion y el 8 de octubre de
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2015, la AABB aprobé la transfusion de plaquetdsigeradas de hasta 3 dias sin

agitacion para los pacientes con traumatismo y hexgia activa (Stubbst al, 2017).

Estudios reoldgicos demuestran que los coagulosados a partir de plaguetas
almacenadas a 4°C durante 5 dias son significagineeymas rigidos (mayor médulo
elastico) y mas fuertes (mayor estrés critico) Ipseformados a partir de plaguetas
almacenadas a temperatura ambiente (&taal, 2017). El andlisis morfolégico muestra
que las fibras de coagulos de las plaquetas alradasnen frio eran mas densas,
delgadas, rectas y con mas puntos de ramificaciénlaces cruzados que las de las
plaguetas almacenadas a temperatura ambiente. tiiceanuestra que la fuerza
mejorada del coagulo y la estructura empaquetaddebe al FXIIl plasmatico que
inducido por el frio, se une a las superficiesadeplaquetas, y al consiguiente aumento
de la reticulacion (Naiet al, 2017). EI mismo grupo habia demostrado un afesaqie
la superficie de las plaquetas almacenadas ertdritene GPIIb/llla activada, lo que
sugiere que el FXIII plasmético probablemente sedirectamente a la superficie de la
plagueta y también a través del fibrinbgeno (Gatal, 2016). Cabe destacar que la
transfusion de plaquetas almacenadas en frio meraitutilizacion de su maximo
potencial hemostatico para la respuesta agudayrtdapacidad comparable a la de las
plaquetas frescas; asociando un menor riesgo debtsis tardia debido a la rapida

eliminacién de las plaquetas almacenadas en fido @lal, 2017).

ii. Antitrombina

El tratamiento sustitutivo con antitrombina puedepkearse junto con un
tratamiento anticoagulante estandar en determinaclsos de deficiencia de

antitrombina hereditaria (0 mas raramente, en igefitas adquiridas, como por
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ejemplo, secundarias al tratamiento con asparagira@s tromboembolismos agudos
y/o resistencia a heparina. Ademas, también pued@mortuno como profilaxis en
ciertas situaciones (por ejemplo, en cirugias)gaaneste uso estd menos estudiado.
Los productos disponibles incluyen concentradoardgrombina derivado del plasma
humano combinado (existen diferentes casas quenh@icializan) y una antitrombina
humana recombinante producida a partir de la letthecabras transgénicas (rhAT,
ATryn®) (Yeung, 2000), que desarrollaremos brevemencontinuacion. Por ultimo,
se describe una antitrombina recombinante que canilds mutaciones, una de ellas
eliminando un sitio de N-glicosilacion, y que pued@mportarse como antidoto de

fondaparinux.

1. Antitrombina humana recombinante (ATryn®)

La antitrombina humana recombinante (rhAT, Atryn®pducida en leche de
cabra transgénica con pureza superior al 99% frabaga por la FDA en 2009 para su
uso terapéutico en pacientes con deficiencia de@nbina congénita (Lavine, 2009).
La actividad especifica de la rhAT fue idénticaaaahtitrombina derivada de plasma
humano (phAT) en un ensayo de inhibicion de trombirvitro. Sin embargo, la rhAT
tenia una afinidad cuatro veces mayor por la hepague la phAT (Edmundst al,
1998). La rhAT se analiz6 y se compar6 con phAT iamgd cromatografia liquida de
alta resolucion de fase inversa, dicroismo cirguéectroforesis de carbohidratos
asistida por fluoréforo (FACE), secuencia de amiisids y mapeo de péptidos con
cromatografia liquida/espectrometria de masas.dse b estos analisis, se determind
que la rhAT es estructuralmente idéntica a phATept@ por las diferencias en la

glicosilacién. Se encontraron estructuras de olgosa en el sitio Asn 155 de la
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proteina transgénica, mientras que soélo se observestructuras complejas en la
proteina plasmética. La rhAT contenia un GalNAc@stitucion a galactosa en algunos
oligosacaridos unidos a N, asi como un alto gra@ldudosilacion. Ademas, la rhAT
estaba menos sialilada que phAT y contenia acidceétidneuraminico y acido N-
glicolilneuraminico (Edmundst al, 1998). El aumento de la afinidad por la heparina
encontrada en la rhAT resultd de la presencia ttaatgras de tipo oligomanosa en el
sitio de glicosilacién de Asn 155 y de las difeias@n la sialilacion, asemejandose a la

glicoforma beta de la phAT, pero con cuatro N-gizs

Las caracteristicas farmacocinéticas de la rhA€sgan disponibles en humanos
(ATryn, INN-Antithrombin alfa:
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_MIERAR_-
_Product_Information/human/000587/WC500028260.mtHstacando que muestra una
vida media mas corta en comparacion con la phAfcaaante con el menor contenido

en acido sialico.

2. AT-N135Q-Pro394

Fondaparinux es un pentasacarido sintético dekatooh partir de las heparinas
de bajo peso molecular, inhibidor del factor Xa. Nty disponibilidad de un antidoto
gue contrarreste los trastornos hemorragicos afuxiaon la sobredosis o pueda ser
empleado como agenter reversible en situacionesiedgo hemorragico. Con el
objetivo de generar un potente antidoto contravdéds de heparina se desarroll la
variante de antitrombina con dos mutaciones AT-N}XE$0394. La sustitucién de
Asn135 por una GIn elimina un sitio de glicosilacipaumenta la afinidad por heparina

y la insercién de una Pro entre Arg393 y Ser39hiph completamente la actividad
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anticoagulante (Bianchirgt al, 2011). Se demostré que AT-N135Q-Pro394 revedtia |
sobredosis de fondaparinirxvitro de manera dosis-dependiente a través de un proceso
competitivo con la antitrombina plasmatica por faén a fondaparinux. Este efecto
como antidoto también se obselwmdvivo. la administracion AT-N135Q-Pro394 (en
concentraciones 2.5 veces mayores que la de i&oamtina plasmatica), neutralizo el
86% de la actividad anti-Xa a los 5 minutos en masotratados con fondaparinux

(Bianchiniet al, 2011).
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Las evidencias que confieren un peso relevantes MRT en diferentes
patologias hematoldgicas no hacen mas que credes éttimos afios como se ha
resumido en la introduccién. La glicosilacion esaumodificaciéon que afecta
significativamente la masa y carga de practicamkntetalidad de las proteinas
secretadas y expresadas en la superficie celuléeragiones cuantitativas o
cualitativas del glicano pueden afectar el plegatniesecrecion y/o la interaccion
de la proteina afectada (y con ello, las caratieafsinmunoldgicas, la capacidad
funcional o el aclaramiento). Recientes estudiosstran la posible relevancia del
acido sidlico en diferentes componentes del sistdrmostatico, tanto en

plaguetas como en coagulacion.

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral esfygndizar en este campo, tanto en
aspectos de conocimiento basico como aplicadosiigando el papel del acido
sialico en el mecanismo de diferentes patologidssideema hemostatico, y las

implicaciones terapéuticas relacionadas.
Los objetivos especificos son:

1. Caracterizar un caso con patologia tromboética grawe el que hemos
identificado un trastorno de sialilacion transiboly establecer las posibles
conexiones con mecanismos inductores de la aceiGmtidasas.

2. Caracterizar biologicamente las trombopenias inmunefractarias a los
tratamientos clasicos (esteroides, inmunoglobuliagglenectomia) e identificar
nuevos marcadores de riesgo y nuevas dianas téiseaplicables a ciertos
pacientes, como podrian ser los inhibidores deameinidasa.

3. Valorar los efectos en el sistema hemostatico deliminacién enzimatica

completa del &acido sialico en un modéfovitro, analizando tanto efectos
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globales en plaquetas, coagulacion y hemdlisis,octanrepercusiéon individual

en proteinas especificas.
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Desialilacion transitoria en combinacion con una

nueva deficiencia de antitrombina asociada a trombo Sis

grave y recurrente bajo tratamiento anticoagulante

Referencia:Revilla, N.; et al. 2017. Transient desialylation i
combination with a novel antithrombin deficiencyisang a
severe and recurrent thrombosis despite anticotgula

therapy.Scientific Reports7,44556.
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1. Introduccién

Los estados de hipercoagulabilidad son un conjul@oenfermedades que
predisponen al desarrollo de trombosis, incluyemadi@rto agudo de miocardio,

enfermedad cerebrovascular, arteriopatia perifgricambosis venosa profunda.

En un evento trombdtico suelen coexistir variostdisas de riesgo, tanto
congénitos como adquiridos. La trombofilia conggresta causada por una amplia
variedad de anomalias genéticas (siendo la deficiete antitrombina la mas grave) y
resulta en un riesgo de trombosis recurrente pentan(Di Minno et al, 2015).
Ademas, la presencia de un factor adquirido enrm@ados momentos, puede alterar
aun mas un sistema hemostatico ya desequilibraddesencadenar los efectos
patolégicos de ciertas mutaciones, produciendo teserirombaoticos (Navarro-
Fernandez et al, 2016). Desafortunadamente, hadtxrtha solo se ha identificado un

pequefio numero de factores genéticos y adquindpbdados en trombosis.

El estudio de pacientes con antecedentes de trasnb@sayudado a identificar
residuos clave estructurales o funcionales pardeimas hemostaticas esenciales o
nuevas circunstancias que conducen a estados etedagulabilidad (Lane et al, 1993).
Por ello, el estudio en profundidad de casos efipeside pacientes con antecedentes
de trombosis recurrente puede ayudar a identifasamecanismos que contribuyen al
desarrollo de esta complicacion, asi como nuewdsries genéticos y adquiridos. Estos
hallazgos podrian contribuir a desarrollar nuevoétooios de cribado para el
diagnéstico y el pronéstico de forma individualiaachsi como a encontrar nuevos
objetivos que podrian permitir el desarrollo devwaseestrategias de tratamiento para

pacientes con trombosis recurrente a pesar dehtranto anticoagulante 6éptimo.

Aqui, describimos el caso de una mujer que desarmamimbosis precoces y
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recurrentes en territorio venoso y arterial y mudéspués de un accidente
cerebrovascular isquémico. La identificacion defagtor de alto riesgo para trombosis
(deficiencia de antitrombina tipo | causada por nnava mutacion con consecuencias
conformacionales) en combinacion con una desi@itadransitoria de todas las
proteinas plasmaticas estudiadas podria explicagrale fenotipo clinico de esta

paciente.

2. Material y Métodos
2.1. Recogida de muestras

Las muestras de sangre fueron extraidas de la amegaubital en tubos de
citrato. El plasma se alicuotd y se congeld a -8@IADN se purificd usando el

procedimiento de la precipitacion por sales (“ggltbut”) y se almacené a -20°C.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica pavastigaciones Clinicas del
Hospital Universitario Reina Sofia de Murcia (8/3R1Todos los sujetos incluidos
dieron su consentimiento informado para participarel estudio realizado de

acuerdo con la declaracion de Helsinki, modificadd&dimburgo en 2000.

2.2. Screening de trombofilia

El screening de trombofilia incluyd el analisis deolimorfismos
protrombdticos (factor V Leiden, protrombina G208l@sando sondas Tagman

(C_11975250 10y C 876802 20, respectivamente,idppliosystems).

La trombofilia grave (deficiencia de antitrombir@oteina C y proteina S) se

evalué mediante ensayos funcionales y/o antigénisaado métodos comerciales
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(Instrumentation Laboratory). Los inmunoensayos apaanticuerpos anti
cardiolipina (aCL) y beta2-glicoproteina |B@GPIl) se realizaron mediante
ensayos comerciales (HemoslL® AcuStar Antiphospiali assay panel;
Instrumentation Laboratory) (DE Moerloose al, 2010). La actividad funcional
de la antitrombina (anti-FXa y anti-Flla) se detgrdnpor métodos cromogénicos
en plasma citratado (Corrat al, 2007). Los niveles antigénicos de antitrombina
en plasma se midieron mediante un ELISA casero.inpaunoelectroforesis
cruzada se llevo a cabo como se ha descrito previnpor el grupo (Corrak al,

2003).

2.3. Estudio molecular del gen SERPINC1

Las mutaciones erSERPINC] el gen que codifica la antitrombina, se
determinaron secuenciando los 7 exones y sus egitenqueantes, asi como la
region promotora, empleando los cebadores y ladiciones ya descritas por el

grupo (de la Morena-Barriet al, 2012).

2.4 \Western Blot

La electroforesis en gel de poliacrilamida (8%) G en condiciones
desnaturalizadas (reducidas y no reducidas) y rsnaferalizadas (tanto en
presencia como en ausencia de urea 6 M) se realimd se ha descrito (Corret
al, 2004). Después de la separacién, las proteinaarsdirieron a una membrana
de difluoruro de polivinilideno. La antitrombina searcdé con un anticuerpo

policlonal de conejo antitrombina humana (Sigmarighy), seguido de conjugado
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de peroxidasa de burro anti IgG-conejo (GE Healt)caon deteccion mediante

un kit de ECL (Amersham Biosciences).

Otras proteinas del plasma evaluadas mediante Wddtd fueron el FXI, FXII,

protrombina, fibrinbgenogl-antitripsina y TFPI. Los anticuerpos especifises

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Métodos de electroforesis en gel con antierpos y poliacrilamida

(PAGE) para evaluar las proteinas plasmaticas.

Proteina Anticuerpo primario Anticuerpo Condiciones
Referencia Tipo secundario gel PAGE

Antitrombina A9522 Policlonal de NA9340V Nativo (+/- 6M
(Sigma) conejo (Amersham) urea); SDS (CR

y CNR)

FXI GA-FXI-AP Policlonal de A-9452 SDS (CNR)
(Enzyme cabra (Sigma)
Research
Laboratories)

FXII MAI-108028 Monoclonal NA931V SDS (CR)
(Thermo de raton (Amersham)
Scientific)

Fibrinbgeno A0080 Policlonal de NA9340V SDS (CR)
(Dako) conejo (Amersham)

Fll Ab113431 Policlonal de NA9340V SDS (CR)
(ABCAM) conejo (Amersham)

TFPI ADG72 Policlonal de NA9340V SDS (CNR)
(American conejo (Amersham)
Diagnostica)

al- A0012 Policlonal de NA9340V SDS (CR)

antitripsina (Dako) conejo (Amersham)

Abreviaturas: SDS, en presencia del detergente duodecilsulfato de sodio; CR,

condiciones reducidas; CNR, condiciones no reducidas.
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2.5. Estudios de glicomica basica
2.5.1. Tratamiento enziméatico del plasma

El andlisis glucémico basico se realizé medianteaghmiento del plasma con
PNGAse F o una Neuraminidasa de amplio espectm® ¢gtaliza la hidrdlisis de
residuos enlazadosi2-3, a2-6 y a2-8 de acido N-acetil-neuraminico de
glicoproteinas y oligosacaridos), como se descrimberiormente (Martinez-

Martinezet al, 2010).

2.5.2. Andlisis de glicoformas de la transferrim#P_C)

El andlisis por cromatografia liquida a alta pregidPLC) de las glicoformas
de la transferrina se realiz6 en plasma citradoocsenha descrito (Helandet al,
2003). Brevemente, la transferrina se saturé caiplente con hierro mezclando
100 pl de plasma con 2L de FeNTA (1,67 mM). A continuacion, las
lipoproteinas en la muestra se precipitaron medienadicion de 2QL de sulfato
de dextrano al 10%, CaCl2 1 mM durante 60 min aylt@ego se centrifugd a
3500 g a 4° C durante 5 min. Del sobrenadante, (l3Gueron retirados y
concentrados a 3500 g a 4° C en un filtro YM-10 iglion (Millipore), diluidos
con 260uL de agua y transferidos a viales de HPLC de vjdrimyectados (100
uL) en el sistema de HPLC (Cromatografia Liquidaléwi Serie 1100, Agilent
Technologies). La separacion se realizé en unanuwude cromatografia de
intercambio de aniones SOURCE® 15Q PE 4.6 / 100efAham Biosciences) a
22 ° C, mediante elucion en gradiente de sal linaat caudal de 1,0 ml / min. La
cuantificacion de las glicoformas de transferrire lsas6 en la absorbancia

selectiva del complejo hierro-transferrina a 470 han cantidad relativa de cada
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glicoforma se calculd como un porcentaje del ara@a ba curva, utilizando la

integracion de referencia.

2.6. Estudios de glicomica avanzada: Q-TOF dedagferencia

Para espectrometria de masas de alta resolucidramerrina, se purifico
una muestra de plasma de {dlousando beads anti - transferrina. Se diluyé una
muestra de plasma de fDcon 90ul de solucidon de NaCl al 0,9% y se cargd en
una columna giratoria (Pierce). La muestra se idcdbrante 15 minutos a
temperatura ambiente, seguido de seis etapas a@eolae 70Qu de Tris-HCI 10
mM, pH 7 y una sola elucién (54, glicina-HCI 100 mM, pH 2,7). La fraccion
eluida se neutralizé con Tris-HCI 1,0 M (pH 9,03¢ analizdé en un instrumento
microfluidico 6540 LC-chip-QTOF (Agilent Technoleg) usando un chip de
proteina C8. El andlisis de los datos se realidlizartdo el software de analisis
cualitativo Agilent Mass Hunter B.04.00. El soft@aAgilent BioConfirm se
utilizé para deconvolucionar los datos brutos deribucion de carga a datos

masivos reconstruidos.

2.7. Modelo recombinante

La mutacién enSERPINC1lidentificada en la paciente se gener6 en el
plasmido antitrombina pCEP4-S169A, proporcionadwegasamente por el Prof. J
Huntington (Universidad de Cambridge, RU), utilidarel kit Stratagene Quick
Change Site-Directed Mutagenesis (Agilent Techriek)g La expresion
recombinante de antitrombina silvestre y mutanteeaéizé en células renales de

embriones humanos que expresan el antigeno nutldar Epstein Barr (HEK-
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EBNA) como se describi6 previamente (Martinez-Muat et al 2010).
Brevemente, las células se cultivaron en DMEM coadim GlutaMAX-I
(Invitrogen) suplementado con 5% de suero bovita {&igma-Aldrich) al 60%
de confluencia a 37 °C o0 30°C y 5% de CO2 en utizbadora humidificada. Se
transfectaron plasmidos de tipo silvestre (WT) dantes durante 30 minutos en
OptiMEM con lipofectamina LTX (Invitrogen), siguida las recomendaciones del
fabricante. Después de 24 horas, las células sarolavcon PBS y se
intercambiaron en medio CD-CHO (Invitrogen) suplatado con 4 mM de L-
glutamina y 0.25 mg/ml de Geneticin (Invitrogen)asLcélulas se cultivaron
durante 10 dias y el medio de cultivo se recogifacadias. Las células se lavaron
extensamente con PBS estéril y luego se lisarorbbarh de tampdn de lisis (10
mM de TiHCI, 0.5 mM de DTT, 0.035% de SDS, 1 mMBEBTA, 50 mM de
sodio fluoruro, ortovanadato de sodio o, benzamidina 5 mM vy fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 20 mM). El lisado se evalud niadte SDS-PAGE y Western

blot. Como control de carga, se utilizé la expresiép-actina.

3. Resultados
3.1 Caso clinico

El probando fue una mujer con una historia de 40safie evolucion de
trombosis grave y recurrente tanto en territoritereal como venoso a pesar de
adecuado tratamiento anticoagulante. Se diagnosticeromboembolismo pulmonar
(TEP) en el puerperio a los 30 afios. En los sigesea afos, tuvo varios episodios de
trombosis venosa profunda (TVP), desarrollando tnmdreme post-tromboético con
insuficiencia venosa cronica severa. Se recomend&lfp tratamiento anticoagulante

indefinido con antagonistas de la vitamina k.
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A los 34 afios, fue diagnosticada de un cancer tenalizado que se traté con
éxito mediante nefrectomia radical derecha. Adeteasa antecedentes de hipertensiéon
arterial pulmonar severa (secundaria a TEP previoggrtension arterial y fibrilacion
auricular diagnosticada a los 60 afos. En 2013sarpdel tratamiento anticoagulante
(INR 2.0), present6 un infarto renal agudo por sido completa de la arteria renal
segmentaria, desarrollando enfermedad renal cr@stalio 3 secundaria a la pérdida

de masa renal (nefrectomia derecha previa e inéart rifidn izquierdo).

Un afio después (2014), desarrollé isquemia criiedas extremidades que
requirio trombectomia de la arteria poplitea, apigistia y colocacion de stent en la
arteria tibial anterior. Dos meses después delgglioiento endovascular, ingresé en el
hospital por TEP agudo a pesar de una anticoagulamial 6ptima (INR 2,65). Poco
después de eso (2015), tuvo un accidente cerelordaascardioembdlico que no
respondio a la terapia fibrinolitica inicial. Fueitas dos meses después de este ultimo

episodio a la edad de 70 afos.

3.2. Estudio de trombofilia

El estudio de trombofilia solo identificé una dédiecia de antitrombina. Los
ensayos para anticuerpos anticardiolipina y g2glicoproteina | (IgG e IgM) fueron
negativos. No se realizard el anticoagulante lUgeaue la paciente estaba de forma
continua bajo tratamiento con heparina no fracdango antagonistas de la vitamina
K. Estudios adicionales sobre antitrombina revelarna disminucion de la actividad
del cofactor de heparina (factor anti-X activadamti-&Xa-) (36-50%) y niveles
antigénicos de antitrombina reducidos (40-52%, sangrmal 80% -120%). Estos

resultados apoyan una deficiencia de tipo |. Lowidéss familiares descartaron
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deficiencia de antitrombina en los familiares disptes (Figura 1).

Figura 1. Pedigri del probando (flecha).

36-50%

92% 111% 107%

La c.651-653delCAT se identifico en el probandedffia). La actividad de la
antitrombina (anti-FXa) también esta indicada. Ramgrmal 80% -120%. ND:
no determinado.

El andlisis deSERPINC1reveld una nueva delecion heterocigética de 3
nucledtidos (c.651-653delCAT) en el exdn 4 queadiono resultado una delecion en el
marco de la isoleucina 218 (p.lle218del). Estedresiesta altamente conservado en
serpinas, y se encuentra en la hélice F (Figura&inutacion se verific6 mediante una
PCR de alelo especifico seguido de analisis deaeisin (PCR-ASRA) utilizando Tfi |

(Figura 3).
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Figura 2. Identificacién de la mutacion enSERPINC1responsable de la

deficiencia de antitrombina en la probando.

A) Electroferograma del exén 4 que muestra (fletha)iminacion
heterocigota de tres pares de bases (c.651-653d@I®AEstructura terciaria
de la antitrombina mutada con el residuo eliminadarcado en amarillo,
ubicado en la hélice F (magenta). La hoja A ceristd coloreada en rojo y el
centro reactivo en rosa.
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Figura 3. Verificacién de la ¢.651-653delCAT idenficada en la paciente

mediante PCR-ASRA.

38 bp
Mutant i
allele — Wild-type
109bp allele
112bp

La PCR del exdn-4 silvestre (wild-type, 250 pbkseindié mediante Tfil en

2 fragmentos de 138 y 112 pb. El patron de resbricdel alelo mutante (mutant

allele) contiene dos fragmentos de 138 pb y 10%¥\pkeviaturas: C, control; P,
paciente; MW, marcador de peso molecular; bp, pigdsases.

La expresion de la variante en el modelo recombéneonfirmé la relevancia de
lle218 en el plegamiento y en la secrecion de |Eouta. Por ello, cuando se expreso el
plasmido que contenia la mutacion, sélo se seorettnazas de la variante al medio
acondicionado, mientras que la proteina se retutvadelularmente (Figura 4). Ademas,

también se identificaron polimeros unidos a pueditadfuro (Figura 4).
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Figura 4. Expresion de antitrombina tipo silvestrey p.lle218del (del218) en

células HEK-EBNA.

Reducing Non-Reducing
dell218 WT dell218 WT

S

B) dell218 WT

AT——"

B—Actin ————

La antitrombina se detecté mediante SDS-PAGE vy &vedilot. A) Medio
de cultivo. Los dimeros unidos a puentes disulfgrgefialan mediante la flecha.
B) Lisado intracelular. Lf-actina se empled como control de carga.
Abreviaturas: AT, antitrombina; WT, silvestre.

3.3. Desialilacidon generalizada de proteinas plasoas

Se evalud la antitrombina plasmatica por analigesteforético en Western
Blot. En la electroforesis en gel de poliacrilamidativa (PAGE), se observd una
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expresion reducida de antitrombina en el plasmau(gi 5A). Los niveles de
antitrombina latente también estaban disminuidogu(d 5B). Curiosamente, la
mayoria de la antitrombina plasméatica residualeepdciente, tedricamente codificada
por el alelo de tipo silvestre, mostré una moviliddectroforética mas rapida en SDS-
PAGE que la de los sujetos control y otros pacgeotn deficiencia de antitrombina
heterocigética (Figura 5C). La movilidad de estatemmbina anormal fue intermedia
entre la de formas con 4 N-glicanos y formas corN-glicanos, este ultimo
incrementado en pacientes PMM2-CDG, un trastormgéoito de glicosilacion (CDG)

raro (Scott et al, 2014) (Figura 5C) .
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Figura 5. Caracteristicas electroforéticas de la aitrombina plasmética en la
probando (P), un paciente con deficiencia de antimbina tipo | causada por la
eliminacién del gen completo en un alelo (ATdef),rupaciente con PMM2-CDG,
gque tiene aumentado los niveles de formas con 3 §lieanos y reducciones de las

formas con 4 N-glicanos (CDG), un control sano (G) un paciente con una
mutacion missense (p.Prol112Ser) que conduce a larff@cion de dimeros unidos

por disulfuros (Dimer).

A) Dimer C  CDG P ATdef

Dimer —~

3 N-glycans
4 N-glycans

B)

Latent — ~ “ i

8

4 N-glycans —» - - pro— -

3 N-glycans — = W—— “
Anti-FXa 58% 93% 30% 42% 58%

A) PAGE nativo. Los dimeros unidos a puentes disalflas formas con 3y
4 N-glicanos estan sefialados con flechas. B) PA&ikan+ urea 6 M. Se
muestra la banda correspondiente a la antitronateate. C) SDS-PAGE. Los
valores anti-FXa de estas muestras también se ranest
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La presencia de una molécula de antitrombina mgegima codificada por un
alelo de tipo silvestre sélo puede explicarse p@ onodificacion postraduccional. La
ausencia casi completa de bandas bien definidamntittombina detectadas en geles
nativos (Figura 5A) sugirio un defecto significatiqgue afecta la carga de la molécula.
Dado que la N-glicosilacion es la unica modificacpostraduccional de la antitrombina
que implica carga (Hansson & Stenflo, 2005), provemalizamos si la antitrombina de
esta paciente tenia una alteracion en la glicaditdcatando el plasma de la probando y
de los controles con N-glicosidasa F (PNGAseF), emaima que libera todo el N-
glicano de la proteina. Este tratamiento igualomavilidad electroforética de la
antitrombina de la paciente con la de los contr(fggura 6A), lo que apoya un defecto
de glicosilacion. La movilidad intermedia de estdteombina en comparacion con las
formas observadas en PMM2-CDG pacientes (Figura &@)ydé un defecto de

glicosilacion mas leve.

Este defecto de glicosilacion también se obsenando se evaluaron otras
proteinas plasmaticas en el probando (FXI, FXIl, fbrin6geno yol-antitripsina —
Figura 7-), y fue particularmente evidente al eanlel inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI) (Figura 6B). Dado que el TFPI fueplateina plasmatica con la mayor
diferencia de movilidad entre la paciente y lostaulas, elegimos esta molécula para
evaluar los defectos especificos de la glicosilaoo@ntrandonos en la sialilacion. Asi,
tratamos el plasma de la paciente y los controtes una neuraminidasa de amplio
espectro, una enzima que libera los acidos sialieoninales de la porcion de N-
glicanos. Como se muestra en la figura 6B, estartianto normaliz6 la movilidad del

TFPI de la paciente y del control, lo que apoyahipasialacion en la paciente.

La evidencia final de una gran desialilacion hejérea en la muestra de esta
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paciente se obtuvo mediante analisis de espectiamde masas (Q-TOF) de

glicoformas de transferrina (Figura 6C).

Figura 6. Defectos globales de glicosilacién enpaciente

PNGaseF - - + + - -
—
b S ——
Antithrombin
A —
L. C P C P
Neuraminidase + - - +
TEFL a— - -
A
Q) Transferrin
Patient
x104
] i HRT
25 i 79263.02 é Ei
2 § § ﬂ 'i ]36§5 93
15{ I3 i Eg;gg !x! 2‘! b 4, | 79415 81
J i { 008,36 H | e
5189.03 79104.79 M \ A
05| e = J\ gpe s mmemnms mms  mes WS T S AN,V
76400 76600 76800 77000 17200 77400 77600 77800 78000 78200 78200 78300 78400 78500 78600 78700 78800 78900 79000 79100 79200 79300 79400
st ecreiidiad s
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) \ 281
1 e D m N\ B8\
e

77200 77400 77600 77800 78000 78200 78400 78600 79100 79150

79300 79350 79400 79450

A) Caracteristicas electroforéticas de la antitriovalplasmatica de la
paciente (P) y un control sano (C) con (+) o sitrétamiento con PNGaseF.
Las muestras sin tratamiento se representan pdéicddp. B) Caracteristicas

electroforéticas del inhibidor de la via del fadisular plasmatico (TFPI) de la
paciente (P) y un control sano (C) con (+) o sintfatamiento con
neuraminidasa. C) Analisis Q-TOF de glicoformagrdesferrina en la paciente
y un control.
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Figura 7. Caracterisiticas electroforéticas de laproteinas plasmaticas de la

paciente

A) B)

cDG P c CDG P cC

Ex| — — FlI ““

C) D)
C P CDG C

P
o , . — ey
Fib . a1-AT
S

FXII

Abreviaturas: Fib, fibrinbgen@1-AT, al-antitripsina; C, control; P, paciente;
CDG, PMM2-CDG.

Como la variante monomérica de antitrombina recaarite también parecia
tener una movilidad electroforética ligeramente m@mda que la antitrombina de tipo
silvestre en SDS-PAGE (Figura 3), para evaluarsta @ariante pudiera tener algun
efecto sobre la funcién o ubicacion de las sialisferasas o neuraminidasas una vez
gue se retiene intracelularmente (Figura 4), losliaseacondicionados de las células
transfectadas con plasmidos mutantes o de tipessity se trataron con neuraminidasa.

Como se muestra en la figura 8, este tratamientonoomalizé la movilidad
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electroforética de ambas antitrombinas, lo queigoafque la movilidad aberrante en
SDS-PAGE de la variante recombinante se explicdgdelecion de lle218. Ademas,
la incubacién de plasma de la paciente con plasmadaontrol sano a 37°C durante 24

h no desialilaba ninguna de las proteinas estusligaase muestra).

Figura 8. La antitrombina secretada al medio condionado de células
transfectadas con plasmidos de tipo silvestre (W) mutante (mut), tratados
(+) o no (-) con neuraminidasa.

mut mut WT WT
+ - + -

2 e e

3.4. Desialilacion transitoria y variable de proteis plasmaticas

El perfil de hiposialilacion generalizada y casimgieta no fue estable en el
tiempo. El andlisis de las mismas proteinas por-BBGE y Q-TOF en muestras de
plasma recogidas en diferentes momentos, revelo dessalilacion parcial en un
momento y un patrén normal en otro, con buena gdaceia entre ambos métodos
(Figura 9). La muestra con desialilacion completaatuerdo con el analisis SDS
también mostré niveles mas altos de formas higtziak de transferrina, y no se
observo desialilacion por Q-TOF en la muestra cairdp electroforético normal
(Figura 9). Estos resultados apoyan la existeneiaud mecanismo adquirido de
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hiposialilacién. En los momentos en que se detectiiesialilacion, la paciente no tenia
signos clinicos que sugirieran infeccion bacteriddagica o viral y no se detectaron

agentes infecciosos mediante pruebas microbiolégica

Curiosamente, la desialilacion fue obvia en musstexolectadas después de
eventos trombdticos arteriales y se asocié corvidatl reducida anti-FXa (36% y
42%), recuentos de plaquetas mas bajos (122/k $A03 x 1G/L) y tasa de filtracién
glomerular disminuida (GFR) (38,9 ml / min y 34,8 fmmin) mientras que en el
momento de la trombosis venosa, cuando la desidlilano era evidente, tenia un
recuento de plaquetas de mas de 300*%_1@ctividad anti-FXa del 50% y GFR de

57,6 mL / min.
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Figura 9. Analisis de proteinas (Antitrombina -AT-, TFPI y transferrina) en

muestras de plasma recogidas en diferentes momenus paciente.
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También se muestran los valores de diferentessidi sangre en estas muestras:
actividad anti-FXa, recuentos de plaquetas (Pl&ps de filtracion glomerular
(GFR). También se detalla la ubicacion y el tipdrdenbosis que precede a la

recoleccion de cada muestra.
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4. Discusion

La trombosis es una enfermedad enigmatica. En yarizade los casos, la razon
de por qué ocurre una trombosis en particular sggeledo un misterio y una de las
preguntas sin respuesta es por qué los pacientesarnbofilia congénita documentada
estan libres de eventos durante un largo perioda diela. La penetrancia incompleta
de muchas mutaciones protrombaticas es otra clédarecia de la compleja naturaleza
de la trombosis, que requiere de diferentes fastgeméticos (incluso para factores de
riesgo congeénitos graves como la deficiencia diéramibina) y ambientales, muchos de
ellos desconocidos. Ademas, las trombosis venosaartgriales se consideran
tradicionalmente como dos enfermedades diferemiegaspecto a la fisiopatologia, la
epidemiologia y las estrategias de tratamiento.e§ibargo, esta distincion categorica
es demasiado estricta y cada vez es mas evidesimiliéud entre ambos trastornos
(Lijfering et al, 2011). Los casos extraordinarsmn modelos excelentes que pueden
abrir nuevas perspectivas o ayudar a identificaevos factores o0 mecanismos
implicados en la trombosis. El caso clinico estajauna mujer que tuvo trombosis
venosa y arterial severa y recurrente a lo largeswleida, que sufrié complicaciones
relacionadas con los eventos trombdéticos (pringipake hipertension arterial pulmonar
severa, enfermedad renal crénica estadio 3 y cdlidades relacionadas con el
accidente cerebrovascular isquémico) y con unaeetédimposibilidad para prevenir la
trombosis con antagonistas de la vitamina K, h@gn@onado informacién realmente
interesante sobre el fuerte defecto trombofilicespnte en la paciente y sobre un

potencial nuevo factor de riesgo protrombdtico.

Los estudios trombofilicos revelaron un defectovegrala deficiencia de
antitrombina, que se explic6 por una nueva mutacgm SERPINC1 (c.651-

653delCAT). La eliminacion de un residuo (isoleaci@l8) es responsable de la
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deficiencia de tipo | probablemente por un mecaaisimnformacional (Corral et al,
2005), de acuerdo con los resultados observadosl enodelo recombinante. Sin
embargo, el fenotipo clinico tan severo mostradolgp@aciente podria ser un signo de

la presencia de factores de riesgo adicionales.

Los trastornos de glicosilacién se han reconoaggentemente como una nueva
condicion protrombatica que respalda la relevagaoia los glicanos podrian tener en el
sistema hemostatico (de la Morena-Barrio et al62010s acidos sialicos desempefian
un papel clave en la estabilizacion de moléculasmgmbranas, asi como en la
modulacién de las interacciones con el medio antbigkigunas funciones surgen de su
carga electronegativa relativamente fuerte que euefluir en la conformacion de
glicoproteinas (Thornhill et al, 1996). La porcide carbohidrato de las glicoproteinas
juega un papel importante en su funcion (plegamijesgcrecion y / o interacciéon de las
proteinas asi como caracteristicas inmunoldgi@sadad funcional o aclaramiento)
(Chandrasekhar et al, 2016). Debido a que los addicos estan implicados en tantas
funciones celulares, las alteraciones de su besib degradacién pueden conducir a
problemas médicos. Los acidos sidlicos son vulhesab la accidn de esterasas
microbianas, sialidasas y liasas debido a su gws{®arki & Schauer, 2009). También
se ha observado que los cambios en el contenidgride sidlico estan implicados en
enfermedades degenerativas como la aterosclert¢sidigbetes, asi como en trastornos
neurolégicos como en la enfermedad de Alzheimen yelealcoholismo (Freeze &
Schachter, 2009). Ademas, la unién al endotelitagderoteinas plasmaticas asi como
el &cido sialico de los eritrocitos pueden expent@emarcados cambios en respuesta a
estimulos inflamatorios. Se han generado una \atiede ratones deficientes en
sialiltransferasas con fenotipos interesantes \eafpos, que van desde la union

alterada a Siglec-2 / CD22 (ST6Gal-I nulo) hasfeates en la maduracion de células T
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(ST3Gal-1 nulo) (Courtney et al, 2009; Martin et 2002). Proponemos que esa pérdida
de acidos sialicos también podria afectar el sitdmemostatico con posibles

consecuencias protromboticas.

Recientemente, la pérdida de acido sialico poelaaminidasa y la consecuente
exposicion de los penultimos residuospdgalactosa se ha identificado como un factor
determinante para la eliminaciéon de plaquetas leintes senescentes a través del
receptor hepatico de Ashwell-Morrell (AMR) (Groz&yset al, 2015). La desialilacion
de plaquetas también contribuye a su aclaramiemttyoenbocitopenia inmune (PTI)
refractaria, sugiriendo que los inhibidores deiddela podrian considerarse un abordaje
terapéutico en estos pacientes (Li et al, 2015dgn#as, se han descrito sialidasas no
plaquetarias que provocan una eliminacion acentuwmglaquetas desialiladas en
diversas enfermedades infecciosas como Streptoegqueeumoniae, Virus Influenza o
Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas), propw@moan un vinculo entre la
infeccion y la trombopenia (Grewal et al, 2008;08lu et al, 2010; Tribulatti et al,
2005). Sin embargo, hasta la fecha no se ha deslaitina desialacion generalizada de
proteinas plasmaticas en ninguna de estas sitwacipatologicas. La desialilacion
también se ha asociado recientemente con la apeptées fagocitosis de plaquetas en
pacientes con trombopenia aislada prolongada dssgek trasplante alogénico de

progenitores hematopoyéticos (Zhang et al, 2015).

El presente caso muestra una desialilacion gldbesitoria y fluctuante de
proteinas plasmaticas. La negatividad para la déteade patdgenos microbianos en
muestras con desialilacién evidente no sugierexiatancia de actividad sialidasa

exdgena procedente de tales fuentes. La afectdeidas proteinas no solo sintetizadas
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en el higado, sino también en células endoteltales como TFPI, y los experimentos
realizados con la variante recombinante de la ranthina, descartaron una
modificacion potencial del proceso de sialilaciamamhte la maduracién de la proteina
secundaria a la acumulacion de antitrombina mutamtel aparato de Golgi. Si bien no
tuvimos evidencia directa de la actividad neuradasa en las muestras de la paciente,
no se puede descartar una elevada actividad neudasa del endotelio, las plaquetas u
otras células circulantes. En realidad, las neur@asas enddgenas estan implicadas en
el aclaramiento fisiolégico de las glicoproteinawegecidas (Yang et al, 2015). La
sobreexpresién enddgena o la deslocalizacion dsididasas inducidas por un factor
desconocido pueden proponerse como una hipéteésigesante. En este marco, varios
estudios han informado una alteracién de la stita relacionada con el estrés
oxidativo (Goswami & Koner, 2002; Gorgun et al, 20&enthil et al, 2004; Manju et
al, 2002). El estrés oxidativo y la liberacién dadlicales libres observados en la
diabetes, neoplasias y en el envejecimiento puemarsar la desialilacion y la
carbonilacion de las proteinas plaquetarasvitro (Goswami & Koner, 2002). Es
posible que el estrés oxidativo inducido por lamieeen los momentos en los que se
observa una disminucién del filtrado glomerular gauecontribuir a la desialilacién
observada (Yoon et al, 2007). Se requieren masliestpara identificar el mecanismo
involucrado en la desialilacion de proteinas pldg@s y sus posibles consecuencias

protrombaticas.

5. Conclusion

Esta es la primera descripcion de una desialilasignificativa y transitoria de
todas las proteinas plasmaticas analizadas asec@ma el desarrollo de eventos

tromboembdlicos. La ausencia de los residuos tedesn electronegativos de N-
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glicanos y O-glicanos puede modular las intera@somroteina-proteina de los
elementos hemostaticos. Especulamos que este algbeeide exacerbar el estado
protrombotico causado por la deficiencia de antitsma, contribuyendo al desarrollo
de eventos trombadticos, preferiblemente en elttemi arterial, incluso cuando la
paciente estaba bajo tratamiento anticoagulanteafdbdunadamente en nuestro caso,
no pudimos analizar los niveles de acido sialicolan plaquetas o la reactividad
plaguetaria en los momentos en los que mostrabadesmlilacion evidente. Una
posible desialilacion de plaquetas podria asociemeeuna mayor reactividad de estas,
lo que podria contribuir a explicar la incapacidada terapia anticoagulante para evitar
eventos vasculares, el desarrollo de trombosigarieel recuento plaquetario reducido
observado en muestras con desialilacion (Li et2@l5b; Grewal et al, 2008). Se
requieren mas estudios para definir el impacto aledésialilacion de diferentes
elementos del sistema hemostatico, no sélo lasuptag, y la relevancia de las
proteinas plasmaticas desialiladas para manteregqudibrio hemostatico asi como su
papel en el desarrollo de la trombosis. La pridcipaitacion de este estudio es la
identificacion de un caso Unico con desialilaciéansitoria. Se requieren estudios
adicionales para identificar nuevos casos con tmfaticas similares que pueden
explorarse entre pacientes con eventos tromboeoalsdlecurrentes a pesar de INR en
rango terapéutico con antagonistas de la vitaminBdte estudio también podria tener
consecuencias terapéuticas ya que la desialilagédria ser una afeccion

potencialmente tratable con inhibidores de la mauraasa.
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Capituo Il

Trombopenia inmune primaria multirefractaria;

considerando la disminucion del contenido de acido sialico

Referencia: Revilla, N.; et al. 2018. Multirefractory
primary immune thrombocytopenia; targeting the

decreased sialic acid conteRtatelets 8:1-9.
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1. Introduccién

La trombocitopenia inmune (PTI) es una enfermedamidiragica autoinmune
caracterizada por un incremento en la destrucdiguptaria y por una reduccion en la
produccion de estas. Las glicoproteinas (GP) derfoie de las plaquetas, es decir, la
integrinaall,Bs (GPIlIb-111a) y / o el complejo GPlbson los dos antigenos diana mas
comunes en la PTI (McMillan, 2000). Los datos aates en modelos murinos de PTI
sugieren que la identidad del antigeno diana remdoo por los anticuerpos
antiplaquetarios puede determinar el mecanismo e#retcion de plaguetas y las
respuestas terapéuticas (Nieswaeidtl, 2000; Websteet al, 2006). Por lo tanto, la
trombocitopenia causada por anticuerpos-@inf3s probablemente esté mediada por
una via dependiente de Fc y responda a terapiasioehdas con el sistema
reticuloendotelial (RES), tales como esteroides nmunoglobulinas intravenosas
(IGIV). Sin embargo, el aclaramiento de plaquetataePTI causada por la mayoria de
los anticuerpos anti-GPlb puede ocurrir a travésid@roceso independiente de Fc, y
por lo tanto, muchos de estos pacientes puedenesgomder a los tratamientos
convencionales (Webstet al, 2006; Pengt al 2014; Zenget al 2012). Los agonistas
del receptor de la trombopoyetina (TPO-RA) somadtiate eficaces en el tratamiento de
la PTI primaria, obteniendo un aumento en el retmuda plaguetas en 60 a 80% de los
pacientes con PTI crénica que han sido refractaaidso mas lineas de tratamiento
(Cooper, 2017). Junto con su capacidad para estindilectamente la trombopoyesis,
los TPO-RA presenta un mecanismo inmunomoduladectdi o indirectamente, en
parte por la restauracion del equilibrio del reoepty de monocitos (Yazdanbakhsh,
2016; Liuet al, 2016). Porqué algunos pacientes no respondetos f@smacos y si la

especificidad, la afinidad y el titulo del antiguerpueden afectar tales respuestas son
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algunas de las preguntas que contindan sin regpudgtinos estudios sugieren gue los
anticuerpos contra GRilse asocian negativamente con la respuesta (R) BFO-RA
(Kruse A et al. ASH 2014,#4190) mientras que otro®ncuentran diferencias entre los
pacientes que tienen anticuerpos anti-GPIb y-anfs; (Izak Karaev M et al. ASH
2015,#1048). En los pacientes que no responderCaRA existe un incremento en la
produccion de megacariocitos pero no en la libérade plaquetas de la médula Gsea,
un proceso que esta fuertemente inhibido por ams anti-GPIb (Changt al, 2003;
Barsamet al, 2011). Desde una perspectiva clinica, las egiesepara superar la
resistencia a los TPO-RA pueden incluir la adicie agentes inmunosupresores
convencionales para amortiguar el mecanismo paogéautoinmune segun lo
propuesto primero por Stasi (Stasi, 2011) y corddm recientemente en un estudio

multicéntrico (Mahévast al, 2016).

Ademas de la especificidad del anticuerpo, la ¢aefa relativa de las terapias
estandar que se dirigen al RES en algunos pacigoiede estar justificada por un
mecanismo de eliminacion de plaquetas independointec. El secuestro hepatico de
plaquetas en pacientes con PTI es un criterio itapte para determinar la capacidad de
respuesta a la esplenectomia (Sarpatwaral 2010; Palandriet al, 2014). Los
hepatocitos juegan un papel importante en el aunlardo de plaguetas opsonizadas
anti-GPlly, a través de la interaccion entre residuos enparficie de las plaquetas y
los receptores de asialoglicoproteina Ashwell-Mo(dMR) (Li et al 2015), y la
desialilacion mediada por anticuerpos puede serdgnios mecanismos subyacentes a
la resistencia a las terapias estandar de PTIéTab2017). Por lo tanto, la pérdida de
acido sialico en la superficie de las plaquetasripoger una nueva herramienta de
diagnéstico para la identificacion de pacientesaptérios (por ejemplo, mediante

tincion de RCA-1), y que pueden beneficiarse posmente de un nuevo método
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terapéutico (por ejemplo, inhibicion de sialidaga).ese sentido, en un modelo murino
de PTI, el tratamiento con inhibidores de sialidasarementaba los recuentos de
plaguetas en la trombocitopenia mediada predonenasrite por anti-GPtb(Li et al,
2015). Oseltamivir fosfato, un medicamento antlvicgasico convencional en el
tratamiento de pacientes con influenza, actia carhdidor de la sialidasa. Este
agente, ha demostrado inducir un aumento en loemnas de plaquetas en cuatro casos
clinicos independientes; en dos pacientes con Rifiapa (Aliogluet al, 2010; Shaet

al, 2015) y en dos pacientes adicionales con PTkimlada con el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) (Alvarez-Roméinal, 2016; Bigotet al, 2016).

Los objetivos de este estudio fueron (i) analipardnticuerpos antiplaguetarios,
los niveles de TPO vy la desialilacion de plaquetagpacientes con PTI refractarios a
terapias clasicas relacionadas con RES (glucoodatts, IGIV o0 esplenectomia) y
también a TPO-RA, y (ii) evaluar la respuesta piagia tras tratamiento con
oseltamivir en casos seleccionados que muestrepéndada notable del contenido de

acido sialico en las plaquetas.

2. Material y Métodos
2.1. Diseio del estudio y recogida de muestras

Estudio prospectivo multicéntrico en el que se upefon un total de 35
pacientes con PTI, 16 con enfermedad multirefrectantre mayo de 2015 y
agosto de 2017. Los pacientes elegibles teniarpRmiria y habian recibido al
menos 2 tratamientos previos para PTIl. Los criéede exclusion fueron: PTI
secundaria o patologias que, en opinién del inyadtir, podrian afectar la

realizacion del estudio. Se defini6 como PTI meftactaria aquella que no
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responde a terapias clasicas (glucocorticoidesG I'dl esplenectomia) ni a al
menos un TPO-RA administrado a la dosis maximabeata (es decir, 10g/kg
de peso corporal por semana para romiplostim, 7&limgara eltrombopag),
excepto para los pacientes en los que los TPO-RA ssspendieron
prematuramente debido a efectos secundarios. Balsian administrado los dos
TPO-RA, los pacientes tenian que mostrar refratad a ambos. Se incluyeron
pacientes con PTI control, considerandose aquellos habian mostrado un
aumento en los recuentos de plaquetas con cuaqieelas terapias anteriores de
acuerdo con los criterios de respuesta previanmesitblecidos (Rodeghiest al,
2009). Como controles se analizaron adultos sanes3(). Las investigaciones se
realizaron de acuerdo con la Declaracion de Heldiajo un protocolo aprobado
por el Comité Etico del Hospital Reina Sofia, y al®uvo el consentimiento

informado por escrito de todos los donantes y p&ese 0 de sus padres.

Se extrajo sangre venosa de cada paciente y dentrolcsano de forma
paralela en tubos de EDTA K3 al 7,5% (para hemogsayrplaquetas lavadas), de
citrato de sodio tamponado 0,105 M (para la caraei®on electroforética) o en
tubos sin anticoagulante (para la preparacion dejwsando una aguja de calibre
21G. Las muestras se mantuvieron a temperatureeateliasta el procesamiento.
El plasma rico en plaquetas (PRP) y el plasma pereplaquetas (PPP) se
separaron de muestras de sangre mediante centidnga por etapas a 140 x g
durante 10 min (PRP) y luego 1200 x g durante 20 antemperatura ambiente
(RT) (PPP). EI EDTA-PRP se lavé dos veces con PiBScgntenia EDTA 5 mM
y BSA al 0,2% (PBS / EDTA / BSA) y se resuspendidHepes 0,01 M (pH 7,4),
NaCl 0,14 M y solucién de CaCl2 2,5 mM. El suercobéuvo a partir de sangre

no anticoagulada mediante incubacién a 37°C dur&@temin seguido de
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centrifugacion (1200 x g, 20 min). Las muestragsdoeanalizadas o alicuotadas y

almacenadas congeladas dentro de las 24 horasrdgigeia la extraccion.

2.2. Especificidad de anticuerpos anti-glicoprotsirplaquetarias (Modified

antigen-capture ELISA, MACE)

El ensayo MACE se llevé a cabo como se ha desarteriormente con
modificaciones menores (Menitoet al, 1989). Brevemente, se incubaron 500
de PPP del paciente con PTI con 5,7 kfdlaquetas control lavadas durante 1 hora
a temperatura ambiente (RT). Las plaquetas sedavam PBS / EDTA y el pellet
obtenido tras centrifugacion (10000 x g, 2 minyesuspendié en 94 de PBS y
fue solubilizado con 150l de Triton X-100 al 10% durante 30 min a 4°C. Logeg
se afadieron 50l de lisado de plaguetas sensibilizado a cadalpata! una placa
de microtitulacion (Immulon 2HB, 655101, GreineoEdne, Espafia) que se habia
recubierto con mAb LJ-P3 (ar@Plba) y LJ-CP8 (antP3) (60 g / ml en tampon
de carbonato sédico 0,05 mol / I). La placa sebdadurante la noche a4 ° Cy se
lavé cuatro veces con PBS / Tween. A continuacgm,afadieron 5@l de
anticuerpo anti-lgG humana (Fc especifico) marcada fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) diluido 1: 700 ewelen al 0,08% + BSA al 1%
a cada pocillo, se incubaron y se lavaron commagiea anteriormente. Después
de cuatro etapas de lavado, se afiadi6 finalmesigseriato (P-nitrofenilfosfato) en
0,9 M de tampdn de dietanolamina, pH 9,8, que céatdlgCl 0,5 mM. Se
registré la absorbancia a 405 nm. Se analizarotracsaeros normales en cada
placa como controles, y una absorbancia superi®rdasviaciones estandar por
encima de la absorbancia media registrada paracdéodroles se consideré

arbitrariamente como una reaccién positiva.
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2.3. Citometria de flujo

Las plaquetas lavadas30x10/L) se incubaron con sueros (2:1 v / v) durante
60 min a 37 ° C, y con anticuerpos monoclonalescatirs (Becton Dickinson,
San Jose, CA) para cuantificar la expresion plagizetie las principales GP de
membrana (GPIb [CD42b] e integrinaall, [CD41a]) a través de una técnica
directa estandar. Para el analisis de P-selectipgesada en superficie (marcador
de liberacion de granulos alfa) y granulofisina fgador de granulos densos y de
liberacion lisosémica) se usaron anticuerpos abB®ZPE y anti-CD63-PE,
respectivamente (Becton Dickinson). Para cuantifita desialilacion, las
plaguetas lavadas e incubadas con sueros espsc#ficanarcaron con RCA-1
fluoresceina (Vector Labs, Burlingame, CA)u@/ ml, 60 min, 37 ° C) que se une
a los residuo$l-4-galactosa expuestos de la superficie de laguptas. Como
control positivo para la desialacion de plaquetasaiadi@2-3,6,8 neuraminidasa
de C. perfringens (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaf&) (nin, 37 ° C) para eliminar
el &cido sialico terminal (Janset al, 2012). Los resultados se muestran como
ratio entre la intensidad de fluorescencia mediMjl de la muestra problema
(plaquetas del paciente con PTI y suero normalaquetas control sanas y suero
de paciente PTI) frente a plaquetas de controlesss@acubadas con suero control.
En cada test, se adquirieron 10000 eventos de giag|ly se analizaron en un

FACSCalibur (BD Biosciences).

2.4. Niveles séricos de trombopoyetina
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Los niveles de TPO circulante se midieron en masdie suero de pacientes
con PTl usando un inmunoensayo comercial (QuamtjKifuman thrombopoietin
Immunoassay” R & D Systems, Minneapolis, MN), basad una técnica ELISA
tipo sandwich, segun el protocolo del fabricantdeas, se midieron los niveles

de TPO en un grupo de cinco adultos sanos com® gtegontrol.

2.5. Tratamiento con oseltamivir

Oseltamivir, un inhibidor competitivo de la actigdi de la enzima
neuraminidasa, se investigd como una opcion tetapaépotencial en pacientes
con PTI multirefractaria. La decision de tratamieobn este agente fue adoptada
por los médicos que remitieron las muestras, gsidiseutieron los problemas de
seguridad relacionados con el uso de este prodoctdos pacientes y de manera
individualizada consideraron o no apropiada lapieraUn total de 10 pacientes
con PTI multirefractaria recibieron 75 mg cada I#?ak via oral del farmaco
antiviral durante un minimo de 5 dias consecutiasduracion final de la terapia
con oseltamivir fue decision del médico tratante.sé&guimiento estandarizado
incluy6 un control regular de los recuentos de yd@s durante al menos 3 meses
después de la introduccién de oseltamivir. La resfause definié de acuerdo con
los criterios internacionales estandarizados (Rioideg et al 2009). Tanto la
ausencia de aumento en el recuento de plaquetas leonecesidad de terapia de
rescate o el inicio de tratamientos adicionalesa parl durante el seguimiento de 3

meses fueron considerados como ausencia de resNest

2.6. Estudio de proteinas plasméticas
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2.6.1. Western Blot (Antitrombina, Factor XI)

Para analizar las posibles diferencias en los gratoglicosilacién en las
proteinas plasmaticas circulantes debido a lasciaries en la composicién de
glicanos, las proteinas que se sabe que estaneal®mlicosiladas se evaluaron
mediante inmunotransferencia de tipo Western. Lectedforesis en gel de
poliacrilamida (8%) (PAGE) en condiciones desndizadas (reductoras y no
reductoras) se realiz6 en muestras de plasmaacitrate 5 pacientes con PTI (4
multirefractarios y 1 control de PTI) y de un cohgano. Ademas, una muestra de
plasma de un control sano se traté con neurammidagmplio espectro, como se
describio previamente (Corral al, 2004; Martinez-Martineet al, 2010). Después
de la separacion, las proteinas se transfirieraneamembrana de difluoruro de
polivinilideno. La antitrombina, una proteina camatro sitios potenciales de N-
glicosilacién fue inmunomarcada con un anticuerpdicipnal de conejo que
reconoce la antitrombina humana (Sigma-Aldrich NthdEspafa), seguido de un
anticuerpo de burro anti lgG-conejo conjugado ceroxidasa (GE Healthcare
Pittsburgh, PA) y deteccidbn mediante un kit de E@Imersham Biosciences
Piscataway, NJ). El Factor XI (FXI), que tiene ansitios potenciales de N-
glicosilacién, se inmunomarcé con anticuerpo pofial anti-FXI humano de
cabra (Enzyme Research Laboratories, South Bendséguido de un anticuerpo

de conejo anti lgG-cabra conjugado con peroxida84%2, Sigma-Aldrich).
2.6.2. HPLC (Transferrina)

Los defectos en la biosintesis de las glicoproteyeneralmente se evallan
mediante el andlisis del patrén anormal de N-gbsaonidos a la transferrina
sérica. El andlisis de cromatografia liquida de a#solucion (HPLC) de las
glicoformas de transferrina se realiz6 tal comdescribe (de la Morena-Barred
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al, 2016) en muestras de suero de 4 pacientes cormBlifirefractaria y dos
controles sanos. Ademas, se incluydé una muestruel® de un paciente con un
trastorno congénito de glicosilacion (CDG) causpdo mutaciones en PMM2,
una enzima involucrada en la actividad de fosfomanasa-2 (PMM2-CDG)
como control positivo de la disminucion del contienide éacido sialico en
proteinas plasmaticas (de la Morena-Bargb al, 2013). Brevemente, la
transferrina se satur6 completamente con hierrcciaedo 100ul de plasma con
20 ul de FeNTA (1,67 mM). A continuacion, las lipopristes en la muestra se
precipitaron mediante la adicion de 20 de sulfato de dextrano al 10%, CaClI2 1
mM durante 60 min a 4 ° C, y luego se centrifu@b@0 g a 4 ° C durante 5 min.
Luego, 130uL del sobrenadante fueron retirados y concentrad®s00g a 4 ° C
en un filtro YM-10 Microcon (Millipore), diluidos an 260 uL de agua y
transferidos a viales de HPLC de vidrio, e inyeoga@OOuL) en el sistema de
HPLC (Cromatografia Liquida Agilent Serie 1100, l&gt Technologies). La
separacion se realizé en una columna de cromatagtafintercambio de aniones
SOURCE® 15Q PE 4.6 / 100 (Amersham Bioscience$) a@, mediante elucion
en gradiente lineal de sal a un caudal de 1,0 min/ La cuantificacion de las
glicoformas de transferrina se bas6 en la absoiaselectiva del complejo
hierro-transferrina a 470 nm. La cantidad relatigacada glicoforma se calcul6

como un porcentaje del area bajo la curva, utitipda integracion de referencia.

2.7. Andlisis estadistico

Se utilizé el software SPSS v.21 para el andlistadistico. Los datos de
medicion de distribucién sesgada se presentan ddrfrain, max), en los cuales

M representa la mediana, min y max representangjoraLas medias también se

147



Tesis Doctoral Nuria Revilla Calvo

dan en los datos mostrados como graficos de puntes. diferencias
estadisticamente significativas entre los gruposveduaron mediante pruebas no
paramétricas (U de Mann Whitney y Chi-Cuadrado)véior p de menos de 0,05

se considero significativo.

3. Resultados

Se incluyeron un total de 35 pacientes con PTI gmign(16 multirefractarios y
19 pacientes que mostraron respuestas a terapikhsidnales) y 31 adultos sanos como
controles. Todos los pacientes multirefractarioBidma sido tratados previamente con
glucocorticosteroides y TPO-RA sin respuesta. Nmogude los pacientes
multirefractarios que habia recibido rituximab, 0 ratamientos
inmunosupresores/inmunomoduladores habian respmndids que se habian sometido
a esplenectomia no mostraron aumentos en los tesude plaquetas o presentaron
recaida después de la intervencion quirargica. 3dle los 13 pacientes que recibieron
IGIV presentaron respuestas leves y cortas. Logemp@s multirefractarios no fueron
diferentes de los pacientes con PTI control atenldiea la edad, sexo, duracion de PTI,
tratamientos previos con glucocorticoides o TPO-Ri4en el estado de esplenectomia.
Un namero significativamente mayor de pacientegimefractarios se habia tratado con
inmunosupresores/inmunomoduladores, rituximab eVI@h comparacion con los
pacientes con PTI control (p <0,05). Las caradiesais pretratamiento y también las
terapias en el momento de la recogida de muestrasntbos grupos de pacientes con

PTI se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracterisiticas clinicas de los pacienteson PTI; tratamientos

previos y tratamiento en el momento de la recoleam de las muestras

Pacientes con Pacientes con p
PTI PTI
multirefractaria control
(n=16) (n=19)
Edad; mediana 48 (5-79) 31 (2-71) p=0,267
(rango)
Sexo femenino, n (%) 8 (50,0) 8(42,1) p=0,640
PTI crdnica, n (%) 12 (75,0) 15 (78,9) p=0,782
Tratamientos previos
Glucocorticoides, n 16 (100) 18 (94,7) p=0,352
(%)
IGIV, n (%) 13 (81,3) 8(42,1) p=0,019
Esplenectomia, n (%) 6 (37,5) 9 (47,4) p=0,557
TPO-RA, n (%) 16 (100) 18 (94,7) p=0,352
Inmunosupresores/ 11 (68,8) 4(21,1) p=0,005
inmunomoduladores,
n (%)
Rituximab, n (%) 10 (62,5) 3(15,8) p=0,004
Tratamientos en el momento de la recogida de muestras
Glucocorticoides, n 4 (25,0) 3 (15,8) p=0,497
(%)
IGIV, n (%) 6 (37,5) 6(31,6) p=0,713
TPO-RA, n (%) 7 (43,8) 11 (57,9) p=0,404
Inmunosupresores, n 4 (25,0) 1(5,3) p=0,096
(%)
Sin tratamiento, n (%) 5(31,3) 4(21,1) p=0,492

Abreviaturas: IGIV, inmunoglobulinas intravenosédB0-RA, agonistas del
receptor de la trombopoyetina.

3.1. Especificidad de anticuerpos antiplaquetarios

Se analiz6 la relacion entre los anticuerpos efipesi de GP y las
caracteristicas clinicas. Usando el ensayo MACE, dstectaron anticuerpos
antiplaguetarios séricos en 16 de 35 pacientes RDn(45,7%). Los anticuerpos

reactivos solo comll,3; 0 GPlba se detectaron en 4 y 7 pacientes, respectivamente.

Cinco pacientes tenian anticuerpos contra ambept@es. Se identificd ardiPlba en
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5 pacientes con PTI multirefractaria (31,3%) y seodos pacientes en el grupo de PTI
control (10,5%) (Tabla 2). Estos dos pacientes nstraron incrementos de plaquetas
con terapias relacionadas con aclaramiento de g@lasjudependiente déc{r), pero
lograron respuestas completas (RC) con TPO-RA (@dtrado solo, n= 1; en

combinacion con tratamiento inmunosupresor, n= 1)

3.2. Caracterizacion biologica de pacientes con Rillltirefractaria

Los pacientes con PTI multirefractaria presentasmuentos de plaquetas mas
bajos. Para determinar si las plaquetas de loemas con PTI multirefractaria eran
intrinsecamente diferentes de los pacientes corc&fiitol en términos de activacion y
desialilacion, las plaquetas lavadas de los pasesé incubaron con sueros de un
control normal. Los pacientes que cumplieron logecos de multirrefractariedad
mostraron un tamafio plaquetario medio (FSC) sitatifamente mayor, asi como una
mayor secrecién de alfa (CD62) y granulos densmstimas (CD63) en comparacion
con los pacientes con PTI control. Entre los pdesmultirefractarios, el nivel de

desialilacion fue marcadamente mas alto que erupbgde PTI control (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracterisiticas bioldgicas de los paciess con PTI multirefractaria

y PTI control
PTI PTI control (n= p
multirefractaria 19)
(n=16)
Recuento de 6,5 (0-26) 124 (14-545) p<0,001
plaquetas (x
10%/L); mediana
(rango)
Plaquetas de los pacientes
. FSC 1,82 (0,91-5,48) 1,21 (0,68-1,83) p=0,030
e (CD62 2,87 (0,40-13,03) 1,43 (0,31-10,75) p=0,048
e (CD63 4,90 (0,43-10,01) 1,68 (0,45-14,45) p=0,005
e RCA-1 2,86 (1,01-9,79) 1,03 (0,36-2,63) p<0,001
Suero de los pacientes
. CD62 1,79 (0,73-13,70) 1,01 (0,09-10,86) p=0,026
e RCA-1 1,48 (0,88-6,35) 0,94 (0,26-2,53) p=0,014
«  GPlba 0,76 (0,48-1,18) 0,90 (0,66-1,67) p=0,039
Especificidad de anticuerpo, n (%)
e allbB3 Unico 2 (12,5) 2 (10,5) p=0,855
e GPlba unico 5(31,3) 2 (10,5) p=0,127
e Doble positivo 2(12,5) 3 (15,8) p=0,782
e Doble negativo 7 (43,8) 12 (63,2) p=0,251

Los datos de citometria de flujo de plaquetas delgnte se refieren a la relacion

entre la intensidad de fluorescencia media (IFM)ageplaquetas del paciente y el

suero normal frente a las plaquetas de control ssamcubadas con suero de

controles sanos. Los datos de citometria de flajswkros de pacientes se refieren
a la ratio de IFM de plaquetas de controles saneseyo de paciente frente a

plaguetas de control incubadas con suero de cohwslresultados de citometria

de flujo se dan como mediana y rango.

Para analizar si los pacientes multirrefractarioes@ntaban componentes
solubles especificos que pudieran afectar la agtimay desialilacion de plaquetas, las
plaguetas lavadas de adultos sanos se incubarosuesas de pacientes. Se encontro

que los sueros de pacientes con PTI multirefractaoontrariamente a los de PTI

151



Tesis Doctoral Nuria Revilla Calvo

control, inducian una activacion plaguetaria sigatfva (expresion de P-selectina y
granulofisina), y una unién disminuida de un mAbequeconoceGPlba. La

desialilacion de las plaguetas también se evalge pbservd una mayor pérdida de

acido sialico con los sueros de pacientes con Riltinefractaria (Tabla 2).

En el grupo de 16 pacientes con PTI multirefraatala presencia de un
anticuerpo antGPlba (n= 5) se correlacioné con un recuento plaquetads bajo y
una mayor desialilacién plaquetaria en compara@dn pacientes con un patrén
diferente de autoanticuerpos (n= 11) (1 X/1q0-16 x 10/L] vs. 13 x 10/L [2-26 x
10%L]; p = 0,037; y la mediana de la relacién IFM RQAle 6,30 [3,63-9,79]s. 2,27

[1,01-5,86], p = 0,011, respectivamente) (Figura 1)
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Figura 1. Recuento de plaquetas (A) y nivel de dedilacion (B) de pacientes
con PTI multirefractaria en funcion de la especificdad de anticuerpos

antiplaquetarios.
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Los pacientes con PTI multirefractaria con podiid Unica de GPéb(cuadrados
negros, n=5) y los pacientes con PTI multirefragteon un patron de
autoanticuerpo diferente (cuadrados blancos, nanbk)raron diferencias
significativas en los recuentos de plaquetas (031 y desialilacion de plaquetas
medidos por RCA-1 (p= 0,011). Los datos de citoraete flujo con respecto a las
plaquetas del paciente se refieren a la relacitme émintensidad de fluorescencia
media (IFM) de las plaquetas del paciente y elsnermal frente a las plaquetas
de control incubadas con suero control. Las lileaizontales representan las

medias.

3.3. Desialilacidon de proteinas hepaticas

Para evaluar si el aumento de la desialilacion spidnabia observado en las
plaguetas de pacientes multirrefractarios tambiédrip afectar las proteinas

circulantes, las glicoformas hiposialiladas de reifiées proteinas plasmaticas se
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evaluaron por analisis electroforético y de tramsfeia (Western), asi como por HPLC.
Como la N-glicosilacion es una modificacion postiadonal del tamafio de la
antitrombina, la presencia de una molécula de rantliina mas pequefia seria
consistente con una alteracion en la glicosilace@mo la observada por la adiciim
vitro de neuraminidasa en el plasma control (Figura 3&).embargo, se observd una
movilidad similar de esta proteina en pacientesRdhmultirefractaria, PTI control y
en controles sanos. No se identificaron defectoglidesilacion cuando se evaluaron
otras proteinas plasmaticas hemostaticas (FXI) ameptes multirefractarios (Figura
2A). De acuerdo con estos resultados, el andlisis sensible de las glicoformas de
transferrina mediante HPLC no revel6 un aumentaifsigtivo de las formas
hiposializadas en pacientes con PTI multirefraatardiferencia del patron tipico en un
paciente con un defecto congénito de glicosilaciaumento de asialo y

disialotransferrina) (Figura 2B).
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Figura 2. Analisis del nivel de sialilacion en pratinas hepaticas
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En A se muestra el patron electroforético de amtibina plasmatica (condiciones
reducidas de SDS-PAGE) y factor XI (condicionesetucidas) en 4 pacientes
con PTI multirefractaria (R), en 1 paciente con Bditrol, no refractario (NR) y
dos controles sanos (C). Como control positivo (§2+Hncluyé el plasma de un

control normal tratado con una neuraminidasa ddiaragpectro, una enzima que
libera los acidos sialicos terminales de la pordém-glicano. En B se muestra

un analisis representativo de HPLC (transferriralinl paciente con PTI

multirefractaria y un control sano. Como controsipigo de los defectos de N-

glicosilacidon de las proteinas hepaticas, se ircluya muestra de un paciente con

un defecto congénito de glicosilacion (PMM2-CDG).

3.4. Niveles séricos de trombopoyetina en pacientdsrefractarios

Las concentraciones de TPO en pacientes multitafias tendieron a ser mas
altas que en los pacientes con PTI control (P=6),87que en controles sanos (P=

0,063) (Figura 3). Cuando se consideran solo peegeton un recuento de plaquetas
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<50 x 10/L, el nivel medio de TPO en pacientes multirrefasios fue 1,6 veces mayor
qgue en pacientes con trombocitopenia que habiartrados respuestas a terapias
anteriores (108 vs 66 pg / ml, P= 0,090). Vale émg sefalar que en el grupo de
pacientes con PTI multirefractaria, las concentraes iniciales de TPO fueron
similares independientemente de la especificidad anéicuerpo (100 pg / ml en
pacientes con anticuerpos detectables @ntba vs 118 pg / ml en aquellos con

diferente perfil de anticuerpos, P=0,713).

Figura 3. Niveles de trombopoyetina (TPO) y recuewns plaquetarios de

pacientes con PTI multirefractaria, PTI controles eindividuos sanos
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Recuento de plaquetas (X0 cuadrados blancos) y TPO sérica (pg/ml,
cuadrados negros) en pacientes con PTI multirefiiactn= 16), no refractarios
(control ITP, n=19) y controles sanos (n=5). limeas horizontales representan

valores medios.
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3.5. Respuesta a oseltamivir

Teniendo en cuenta que la desialilacién puede camsamayor eliminacion de
plaquetas de la circulacion y que la inhibicién si@lidasa podria proporcionar una
opcion de tratamiento para pacientes con tromboeita que no responde a los
regimenes de tratamiento actuales, un total deat@emtes con PTI multirefractaria
recibieron oseltamivir a criterio del médico remite Un paciente fue categorizado
como PTI de nuevo diagndstico, dos como PTI persief mientras que los siete
restantes tenian PTI cronica. Estos diez pacidrgb&n recibido una mediana de seis
tratamientos médicos diferentes sin incrementde®necuentos de plaquetas, ocho no
habian mostrado respuesta a los dos TPO-RA admamdist a la dosis maxima
aprobada, y dos habian recibido solo uno de dlew3.abla 3 resume las caracteristicas
de los pacientes. Antes del tratamiento, en todeschsos el perfil biolégico habia
evidenciado una notable pérdida de plaquetas dédio®s sidlicos terminales de las
plaquetas (Tabla 4). Los pacientes recibieron as@ir a dosis de 75 mg dos veces al
dia. La duracién de la terapia con oseltamivir gdenbinacién con terapias adicionales
para PTI variaron entre los pacientes a criterionaigdico tratante. Cuatro de los 10
pacientes lograron una respuesta. Cuando el farmnaatwiral se administré en
monoterapia (n= 4), ninguno de los pacientes lagréaumento en los recuentos de
plaguetas. Sin embargo, la combinacion de oseltaroon otras terapias (n= 6) fue
eficaz con una tasa de respuesta global del 6637€R( 1 R). Sorprendentemente, tres
de los cuatro pacientes que respondieron al osgltalhabian recibido tratamiento
combinado con TPO-RA y un inmunosupresor previagesih mostrar incrementos de
plaguetas. Ademas, ninguno de estos cuatro pasidmbia logrado previamente

respuestas a la terapia estandar que se agregél@noivir (TPO-RA [n = 1], TPO-RA
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y corticoides [n = 1], TPO-RA y azatioprina [n= 19, azatioprina [n= 1]). Las
respuestas al agente antiviral se observaron temmglespués del inicio del tratamiento
(mediana de 18 dias [5-42]) y la mediana de dunals@jo tratamiento antiviral (75 mg
dos veces al dia) fue de 17 dias (5-120). Se manina respuesta sostenida tras la
interrupcién del oseltamivir en los 4 pacientes ¢aso libre de cualquier terapia para
PTI en el momento actual), con una media de segaimide 450 dias (120-630) (Tabla
3). De manera notable, en los 4 respondedoreselbosvir, se detectd un anticuerpo
con positividad Unica frente @PIba. En estos pacientes, hubo una tendencia hacia un
mayor nivel de desialilacibn en comparacién con @opacientes que no mostraron
incrementos en el recuento de plaguetas despuédetapia antiviral (ratio IFM RCA-

1 de 5,00 [3,63-9,79]s.2,60 [2,21-8,80], P= 0,136) (Tabla 4).
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Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes en trataemto con oseltamivir, tratamiento individual y regpuestas

Paciente Edad Tiempo Tratamientos Terapia Dosisy Respuesta Tiempo Respuesta Seguimiento Tratamiento
(afios) desde previos estandar duracion del hasta mantenida (meses) actualy
/Sexo diagnéstico administrada en  tratamiento respuesta tras dis- respuesta
PTI combinacién con (dias) continuacion
(meses) con oseltamivir  oseltamivir
Oseltamivir en combinacion con terapia estandar
1 32/F 2 IVIG, CST, ROM (8 pg/kg 75 mg/12h RC 25 Si 21 Ninguno (RC)
ETPG, RTXB, dosis maxima) durante 4
ROM, IVIG, meses
rFVila,
transfusion
plaguetas
2 67/F 60 CST, IVIG, VC, AZA 50 mg/8h 75 mg/12h RC 5 Si 20 AZA 50
AZA, TPO-ra, durante 5 dias mg/12h (RC)
MMF, CsA,
RTXB, DZ,
Esplenectomia
3 73/F 7 PRD, ROM, ROM (8,6 pg/kg 75 mg/12h RC 12 Si 14 MMF 500
AZA dosis (14 dias) 275 mg/12h, ROM
maxima)+AZA 50 mg dos veces (1 pg/kg) (RC)
mg/day a semana (12
meses)
4 6/M 5 IVIG, CST, ROM (10 pg/kg) + 75 mg/12h R 42 Si 4 ROM
ETPG, ROM PRD 1 mg/kg 4 durante 21 (10pg/ke) (R)
dias. Después, dias
ROM + DX 4
mg/12h 3 dias.
5* 5/M 33 IVIG, CST, ETPG (75 mg/day) 75 mg/12h NR - -- 9 Esplenectomia
ROM, DP,ETPG durante 5 dias (NR)
6 79/F 240 CST, DZ, IVIG, PRD 20 mg/d + 75 mg/12h NR - - 20 IVIG (NR)
ROM, AZA,
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ETPG, RTXB, VC

IVIG 1 gr/kg

Nuria Revilla Calvo

durante 5 dias

Oseltamivir en monoterapia

7 49/F 66
8 78/M 52
9 50/M 120
10 53/M 144

IVIG, CST,
RTXB, ROM,
ETPG, DP

PRD, DX, IVIG,
AZA, VC, RTXB,
ETPG

CST, IVIG,
ROM, ETPG,
RTXB

DX,
Splenectomy,
ETPG, ROM,
AZA, DZ

75 mg/12h
durante 5 dias

75 mg/12h
durante 5 dias

75 mg/12h
durante 90
dias
75 mg/12h
durante 90
dias

NR

NR

NR

NR

24

24

11

MMF (NR),
Fostamatinib
(NR)

AZA + PRD+
IVIG (R)

AZA (NR)

ETPG (NR)

Abreviaturas: AZA, azatioprina; CsA, ciclosporimC, respuesta completa; CST, corticoides; DP, depdoX, dexametasona;
DZ, danazol; ETPG, eltrombopag; IVIG, inmunoglobalintravenosa; MMF, micofenolato mofetilo; NR, saspuesta; PRD,

prednisona; R, respuesta; ROM, romiplostim; RTXB8iximab; VC, vincristina.

* No se identificaron variantes patoldgicas reladi@sacon trastornos plaquetarios hereditarios medisgcuenciacion de alto
rendimiento (Lozanet al, 2016).
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Tabla 4. Caracteristicas biolégicas de los paciergen funcion de su respuesta 0 no a oseltamivir

Paciente Especificidad del Nivel TPO Recuento FSC CD63 RCA-1 CD62

autoanticuerpo (pg/mL) plaquetas

antiplaqueta antes/después
oseltamivir
(x 10°/L)
Respuesta a oseltamivir

1 GPlba 346 0/101 5,48 NA 6,20 NA
2 GPlba 223 3/134 1,78 3,89 3,79 8,88
3 GPlba 100 16/120 1,02 4,59 3,63 2,87
4 GPlba 58 0/51 2,12 5,88 9,79 3,05

No respuesta a oseltamivir

5 ND 86 26/19 0,98 10,01 5,86 13,03
6 allbp3 7 16/13 1,04 5,21 2,90 8,03
7 allbf33 + GPIba 166 4/4 2,92 NA 2,28 2,21
8 allbp3 92 3/8 1,77 7,57 2,31 3,66
9 GPlba 66 1/3 1,85 6,93 8,80 8,36
10 ND 54 2/2 1,02 2,80 2,21 2,32

Los datos de citometria de flujo se refieren abrantre la intensidad media de fluorescencia (I6lé)as plaguetas del
paciente y el suero normal frente a las plaguegadtrol incubadas con suero control. Abreviatuxa#s no analizado; ND,
indetectable
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4. Discusion

En general, este estudio muestra que los pacieatePTI sin respuesta no solo
a terapias dirigidas a los mecanismos de aclaramige plaguetas dependientes de
FcyR, sino también refractarios a los TPO-RA, tienemayor estado de activacion y
desialilacion plaguetaria que puede estar reladioan la especificidad del anticuerpo
antiplaguetario. Este trabajo también demuestraetjpseltamivir, en combinacion con
el tratamiento estandar para PTI, puede considetargnfoque terapéutico prometedor
para mejorar la trombocitopenia, especificamentepacientes que presentan PTI
multirefractaria en presencia de anticuerpos aRfisce Como no evaluamos la
presencia de autoanticuerpos plaguetarios espexifiara glicoproteinas distintas de
allpB3 0 GPlba, no puede ser descartado el posible efecto deuantios que reconocen
epitopos en otros receptores (comfs; o GPVI) en la activaciéon y desialilacion de

plaguetas humanas.

Previamente, experimentds vitro han demostrado que el plasma de pacientes
con PTI que contiene anticuerpos anti-GPillbduce una expresion significativa de P-
selectina y desialilacion de las plaquetas de obntrientras que el plasma de pacientes
con PTI antiall,33 provoca cambios moderados @tial 2015). En nuestros pacientes
con PTI multirefractaria los anticuerpos con@®lba estaban sobrerrepresentados en
comparacion con los pacientes con PTI control.eBibargo, en algunos de los casos
graves de PTI refractarias, s6lo se detectarooumrpos dirigidos all,3. De manera
similar, los anticuerpos anti-GRibtambién se detectaron en el grupo de casos no
refractarios, 1o que implica que individualmente todos los anticuerpos anti-Glalb
inducen el mismo grado de efectos clinicos y biclig sino que puede ser
consecuencia de diferentes epitopes diana, o tand®é titulo de anticuerpos. Se
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encontr6 que el grupo de pacientes con PTI mullictdria tenia mas activacion
plaquetaria, con diferencias significativas en amdfio de las plaquetas, la
degranulacion y también una disminucion en el codtede membrana de GRllpor
citometria. Este ultimo hallazgo probablemente puegrplicarse por una inhibicion
competitiva del receptor GRilpor los anticuerpos anti-GRilfLi et al, 2014) o por la
internalizacion del receptor en respuesta a lavaatin plaquetaria (Haat al, 2003)
desencadenada por anticuerpos anti-@PHstudios previos han demostrado que el
tamano de las plaquetas podria servir como un @harcastitutivo para las plaquetas
reticuladas, ademas de ser un predictor indepeedida la funcion plagquetaria
(Guthikondaet al, 2008; Mangalpallet al, 2010), y respalda la hipotesis de que en los
pacientes con PTI multirefractaria una mayor projor de plaquetas jovenes y grandes
podria indicar un mayor aclaramiento plaquetarie@mparacion con los pacientes con

PTI control.

El contenido de acido siélico de las glicoproteiplasjuetarias tiene un impacto
significativo en el desarrollo de trombocitopenmadiferentes condiciones. El proceso
natural de activacion del AMR en la sepsis reflej@ respuesta bioldégica que ha
evolucionado durante millones de afios de evolupgna preservar a las especies del
excesivo dafio y muerte tisular. Mientras que el AlRtege al huésped de una
coagulacion intravascular diseminada reduciendatehero de plaquetas circulantes
gue han sido remodeladas por la actividad neurdasai del patogeno (sialidasa),
cuando aumenta la carga de patégenos la respusstie polverse inadecuada y las
plaquetas se consumen, desembocando en hemoroagidesgo vital (Grewaét al,

2013).

En este estudio, demostramos que la desialilacitaguptaria aumenta
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significativamente en pacientes con PTI multirafxee en comparacion con aquellos
gue responden a terapias tradicionales. Recienterserha descrito que los niveles mas
altos de desialilacion de las plaguetas se cofoglan con la falta de respuesta a los
tratamientos de primera linea para PTI (Teib al 2017). En nuestro estudio,
demostramos que la desialilacién plaquetaria auansignificativamente no solo en
pacientes que no responden a los enfoques tradiemiue se dirigen a disminuir el
aclaramiento en el RES, sino también en aquellesngumuestran respuesta plaguetaria
a los TPO-RA. Estos hallazgos sugieren que la lilasian de las plaquetas podria ser
un biomarcador util para determinar el resultadap@utico de los pacientes con PTI.
Actualmente, no existen predictores clinicos o dgamos de respuesta a TPO-RA
(Busselet al, 2016; Newlancet al, 2016), pero se ha sugerido que los niveles etesvad
de TPO en pacientes con PTI pueden predecir resigueficas pobres (Makat al,
2013). Este aumento no parece ser dependientesdedaentos de plaquetas, ya que
previamente se ha demostrado que los niveles de dift@inuyen modestamente al
aumentar el recuento de plaquetas debido al tratdmi(Makaret al 2013).
Concordante con tales datos, en comparacion comgrgbo de pacientes que
respondieron, observamos que los pacientes comBEirefractaria que exhibian un
aumento de desialilacion plaquetaria, presentaroa tendencia hacia mayores
concentraciones plasmaticas de TPO, que se maatwamsiderar pacientes con bajos
recuentos de plaquetas (<50%1). Esto puede estar justificado por el hecho ue la
eliminacién de las plaguetas desialiladas circekrd través del AMR estimula la
produccion de TPO a través de la sefializacion d€2JBTAT3 (Grozovskyet al,
2015). Datos recientes indican que el extremo Miteal de GPlh es un requisito
previo para la transcripcién y produccion de ARNm TPO hepatica mediada por

plaquetas, con implicaciones en enfermedades oeladas con GP# como el
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sindrome de Bernard Soulier y trombocitopenias g@#lminmunes (Xwet al, 2018). En
ese sentido, los anticuerpos que se unen a ladpoggiracelular de GPdlpueden jugar
un papel bivalente en el fino equilibrio para lamewmstasis de TPO: favorecer su
produccion al provocar una desialacion plaquetagignificativa de la GPlb
plaquetaria, pero también perjudicar la generad® PO cuando se dirige a la region
N-terminal del receptor. Los pacientes con PTI meflactaria tienen un prondstico
particularmente precario y las terapias estandarlisttadas (Mahévagt al, 2016).
Oseltamivir, también conocido como Tamiflu, es ufrnfaco contra la gripe
ampliamente utilizado y clinicamente eficaz. Esinlmbidor de la sialidasa viral que
previene la liberacion de viriones de la progetoegque limita la propagacion de la
infeccidon (Liaoet al, 2017). Varios estudios indican la posibilidadtidgéamiento de la
trombocitopenia asociada a infeccion con oseltami®seltamivir podria elevar los
recuentos de plaquetas en el tratamiento de pasigmédiatricos y adultos con
trombocitopenia (Janseet al 2015; Mooreet al, 2007), un efecto que parece ser
independiente del diagndstico microbiologico deluefiza (Janseret al 2015).
Ademas, se ha demostrado que este agente inhibeivédad de desialilacion en la
superficie de las plaquetas y posteriormente digyeitia fagocitosis de las plaquetas en
la trombocitopenia aislada prolongada despuésragblante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (Zhangt al, 2015), acorta significativamente el tiempo de
recuperacion de plaquetas y reduce la transfusdplabuetas en pacientes con sepsis
(Li et al, 2017). La desialilacion se ha correlacionado olo son el aumento de la
fagocitosis plaquetaria, sino también con la apgptrelacionada con la redistribuciéon
de la proteina 14-3¢3asociada a GPib(Zhanget al, 2015). Nuestro estudio piloto
muestra las notables buenas respuestas al oseftemipacientes multirefractarios con

una tasa de respuesta global del 40%. Cuandoneatar antiviral se combin6 con TPO-
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RA o con farmacos inmunosupresores, la efectivakddratamiento aumento al 66,7%.
Una interpretacion es que mientras que el oseligniv medicamento con un perfil de
seguridad relativamente bueno, puede contribuirmerigguar el aclaramiento de
plaquetas independiente de FcR y la apoptosis, gousdr necesarios tratamientos
adicionales para aumentar la produccion de plagygéasea por TPO-RA o por terapia
inmunosupresora que puede disminuir el sistemairamtme patoldgico). Se deben
tener en cuenta ciertas limitaciones con respeetsteestudio. La primera se refiere a
la heterogeneidad en términos de terapias estamfabinadas con oseltamivir, asi
como a la duracién del tratamiento. Hasta la fetds mecanismos implicados en el
aumento sostenido de las plaquetas después @ehteaito con oseltamivir, asi como el
mejor esquema de tratamiento no se conocen porletamjiEn la literatura, hay tres
casos publicados con elevacién del recuento deiglag en pacientes con PTI tratados
con oseltamivir 75 mg dos veces al dia durante Sal@as, con respuestas plaquetarias
sostenidas observadas durante 11 (Begatl 2016), 16 dias (Alioglet al, 2010) y 6
meses (Shaet al, 2015). En el cuarto caso publicado, el recuertpldquetas solo
aumentd después del tratamiento simultaneo deaoselt y TPO-RA, y el tratamiento
de combinacién se administré durante 2 meses (AtvRomaret al, 2016). Ademas,
hasta ahora este tratamiento debe considerarseragpeal y no esta libre de eventos
adversos. Se ha notificado que el oseltamivir aganehriesgo de nauseas, vomitos, y
eventos psiquiatricos en adultos (Henegetal, 2016). Por lo tanto, en los pacientes
con PTI que no responden a las terapias dispond@edebe considerar el balance entre
los beneficios y los riesgos al tomar decisiondsesel tratamiento con agentes nuevos.
Si bien estos datos resaltan la presunta relacibre éas PTI multirefractarias y el
contenido de acido sidlico de las plaquetas, essagio realizar estudios prospectivos

en grandes cohortes de pacientes con PTI y seit@deness investigacion para evaluar
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mejor el efecto del oseltamivir en este contexto.

5. Conclusion

En resumen, este estudio sugiere que la desialilgdaquetaria contribuye a la
patogénesis de la PTI multirefractaria y proponevas herramientas de diagnostico y
contrataque para el tratamiento de la trombocit@pesn estos pacientes. La
identificacion de predictores de multirefractarieéda los tratamientos ayudaria a
implementar nuevas terapias y evitar ciertos erdsqierapéuticos que pueden ser
costosos, limitados y con importantes efectos skamioms. Los pacientes con PTI con
positividad Unica para anticuerpos anti-GPIly que presentan una marcada
desialilacion plaquetaria pueden identificarse cqmubables no respondedores a los
tratamientos convencionales. Se espera que ekmsnalds amplio de la poblacion de
pacientes confirme si un abordaje individual com eombinacion de inhibidores de
sialidasa en pacientes con desialilacion plaguesagnificativa pudiera representar una

estrategia para el tratamiento de pacientes comiTirefractaria.
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Papel del acido sialico en el sistema hemostatico:

resultados de un modelo in vitro.

177



Tesis Doctoral Nuria Revilla Calvo

178



“Defectos de sialilacién: importancia en el sistema hemostatico” Capitulo Il

1. Introduccién

Los acidos sialicos son monosacaridos acidos abrésdel 4cido neuraminico
que tras acetilacion son incorporados a las prasefbi & Chen, 2012). La carga
negativa asociada a estos &cidos terminales ldgeoin papel relevante en la
modulacién de las interacciones proteina-protelRa. tanto, variaciones en el
contenido de acido sialico, tanto por exceso cootwestodo por defecto, podrian
afectar la funcion de las proteinas y tener corsugas patologicas. Dentro de los
defectos de sialilacién, dos son las posibles Gadisain menor contenido de acido
sialico en proteinas: 1) La disfuncion de las iahsferasas implicadas en su
incorporacion. 2) La accidn de sialidasas (tamb&nadas neuraminidasas) tanto

enddégenas como exdgenas en la eliminacion de idssasialicos terminales.

Las proteinas del sistema hemostatico (tanto mragede la coagulacion como
las proteinas de la superficie plaguetaria) saoploteinas, es decir, presentan un
contenido elevado de &cido sialico. Sin embargopg®on los estudios que han
evaluado el papel de la pérdida de este comporanta funcion del sistema
hemostético, a pesar de que recientemente un nimeetabajos ha descrito el
posible papel de este azlcar en diferentes patéslogiie tienen como actores

elementos del sistema hemostéatico.

Asi, es bien conocido que la desialilacién plagieetzonlleva su aclaramiento;
principalmente a través del receptor AMR. Las nmimalasas que provocan
desialilacion de las glicoproteinas plaguetariasdpn ser exdégenas, como la
neuraminidasa A (NanA) détreptococcus pneumonid&rewalet al, 2013) o
endogenas, pudiendo estas Ultimas participar ictdineente en la regulacién

fisiologica de la trombopoyesis (Grozovsky al, 2015). En este sentido, la
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desialilacion de las plaquetas causada por la egpresion de NEU1 en las
superficies de las plaquetas esta implicada ela sapmbopenia inmune a través
de la union a la plaqueta de anticuerpos con cdpdcactivadora, como se ha
descrito previamente (Lét al, 2015) y ampliamente en el capitulo Il de este
trabajo; b) la apoptosis y fagocitosis de plaquetasla trombopenia aislada
prolongada postrasplante alogénico (Zhanhgl 2015); y c) en los contextos que
cursan con una mayor unién del FYW, como se harisiogeecientemente en la
infeccibn aguda por Dengue, un virus sin activideiraminidasa, pero que
provoca la unién del FYW a las plaquetas deseneadienuna traslocacion de
NEU1 a la membrana plaquetaria y produciendo l@lillesion de estas (Riswari

et al, 2019).

Asimismo, también se ha relacionado la desialitacd® otras proteinas
involucradas en la hemostasia con su vida medig.lds formas desialiladas de
diferentes proteinas hemostaticas se aclaran deirtalacion tanto por
interacciones a través del AMR, como a través des@sialo-receptores, como el

recientemente identificado en macrofagos (MGL) ghfevW (Wardet al, 2018).

Por todo ello, son necesarios estudios adiciorgalesevalien el efecto global
del &cido sidlico en el sistema hemostéatico, no sobre una proteina aislada. El
primer estudio que relacioné una desialilacion glate las proteinas plasmaticas
con un estado protrombotico, principalmente traswento en territorio arterial,
fue el recientemente publicado por nuestro grupdetallado en el capitulo |
(Revilla et al, 2017). Posteriormente, ha sido descrito que danidiucion de los
niveles de NEU1 atenua la aterosclerosis en un imaderino (ratones knockout
ApoE) a través de efectos directos sobre el matabollipidico y los procesos

inflamatorios, reduciendo el colesterol no HDL kilmendo la transmigracién de
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leucocitos, respectivamente (Whéeal, 2018). Finalmente destacamos el reciente
trabajo que demuestra que la eliminacién del asidlico de la superficie de las
plaguetas inducida por la neuraminidasa soluble SlelpneumoniagNanA)
conduce a una hiperreactividad de estas y a su rmayeraccion con los

leucocitos (Kullayaet al, 2018).

Todavia menos informacion existe acerca de la nagthn por acido sialico
de otros elementos con potencial efecto hemostétiow complemento, hematies
o endotelio. En este contexto, un reciente estmliestra nuevas evidencias sobre
el papel critico de los &acidos sidlicos en la ragdh del complemento,
especialmente en la hemolisis mediada por el faktprque ademas tiene
implicaciones en la fisiopatologia del sindrome bktco urémico atipico

(SHUa), una rara microangiopatia trombadtica (Hywmiet al, 2016).

El objetivo de este estudio es valorar los efed$a eliminacion enzimatica
del acido sialico de manera global y también irdliai en proteinas clave de la
coagulacion mediante un modelo de desialilacidnvitro. Especificamente
estudiaremos proteinas claves en hemostasia, camnaantitrombina (el
anticoagulante endégeno mas potente) y en aquatidas que un defecto del
contenido del acido sialico pudiera tener mas fi@scional, como el FXII, ya que
se activa por union a superficies cargadas negadéinte y existe una variante
patolégica T309K que provoca angioedema hereditaioeliminacion de un O-
glicano que se posiciona en la Thr309. Pero tambiggremos analizar si el
contenido de azucar influye sobre procesos henmstatomplejos como los
tiempos de coagulacion, el estado de activacioguelaria, o la susceptibilidad a

la hemdlisis mediada por complemento.
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2. Material y Métodos
2.1. Modelo de desialilacién in vitro

Se emple6 una neuraminidasa de amplio espectroameudasan2-3,6,8 de
C. perfringensg(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). La mayoria deekpentos se
realizaron en voluntarios sanos, aunque ciertosidest se realizaron con
pacientes. La sangre se extrajo de mediante venipuly se anticoagulé con
citrato. El plasma rico en plaquetas, el plasmageh plaquetas o la sangre total
se incubaron toda la noche (ON) a 37°C con 5 U/eninduraminidasa. Las
plaguetas lavadas, por su mayor labilidad, s6lensebaron durante 60 min a
37°C. En todos los casos, junto a la muestra atad neuraminidasa, se incubd
de forma paralela la misma muestra sin tratamiemzimatico (en la que la

neuraminidasa se sustituia por suero salino fig®9%).

El efecto del tratamiento con neuraminidasa enptaseinas plasmaticas se
verific6 mediante identificacion de formas hipokalas tras separacion
electroforética en condiciones desnaturalizante®S(BAGE) y posterior
inmunodeteccion mediante Western Blot empleandacuerpos especificos
(Tabla 1), basicamente siguiendo procedimientogigmeente descritos (Corrat
al, 2004). La desialilacibn en plaguetas se evaluantificando mediante
citometria de flujo la unién de la lectina RCA-1ngwda con fluoresceina (Vector
Labs, Burlingame, CA) (fug / ml, 60 min, 37°C) tal y como se ha descrito
previamente (Revill@t al 2018). RCA-1 se une a los residyids4-galactosa de
las proteinas que quedan expuestos tras la elilmmatel acido sialico por el

tratamiento con neuraminidasa.
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2.2. Actividad funcional de proteinas plasmaticastodos cromogeénicos y

Western blot

La actividad funcional de lantitrombina (evaluada frente a dos proteasas
diana de este anticoagulante: FXa y Flla) se détérpor métodos cromogenicos
empleando plasma citratado (Comeahl, 2007). Las formas de alta y baja afinidad
por heparina de la antitrombina se separaron poumoelectroforesis cruzada
(CIE) siguiendo un protocolo previamente descraonquestro grupo (Corrait al,
2003). El estudio del efecto de la desialilacion agtitrombina se realizdé en
muestras de sujetos sanos y de pacientes conetefiide antitrombina con
distintas mutaciones que provocan una deficienigga tl HBS, un tipo de
deficiencia en el que la proteina variante, segplig secreta correctamente, pero
no se une de manera adecuada a la heparina o@unmprovoca la activacion de

la serpina (Corragt al, 2018).

Los niveles y activacion deFXll en plasma se evaluaron mediante
electroforesis y Western Blot, como se ha despriéwiamente. La identificacion
del FXII y del FXII activado (FXlla) plasmatico seealiz6 empleando un
anticuerpo policlonal de cabra anti-FXII humanol&al). El FXIl plasmatico
silvestre presenta una masa molecular de 80 KDOgeles de SDS en condiciones
reducidas, mientras que la cadena pesada resutfansel activacion, que es la
Gnica que reconoce el anticuerpo empleado en egidi@, tiene una masa de 50
KDa, permitiendo asi la discriminacion mediante WiesBlot. La activacion de
FXII se realizd con silica micronizada (SynthAsgilstrumentation Laboratory Co,
Bedford, MA, USA) empleando tanto la solucién steokno diluciones 1/10, 1/20
y 1/50. La activacion se realizé durante 10 minwo87°C. Asi mismo, como

activador de la fase fluida del FXIl empleamos daxisulfato (DXS) a diferentes
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concentraciones: desde 0,0Qd/mL a 0,2pg/mL durante 30 minutos a 37°C.
Ademas, la activacion del FXIl con DXS (utilizandios concentraciones
diferentes: 100 ng/mL y 100g/mL) también se evalu6 empleando un sistema
amidolitico utilizando un sustrato cromogénico e para el FXIl (S-2302,
Chromogenix, Werfen, Barcelona, Espafa). La cueation de la
paranitroanilina liberada se realizé evaluando bsogancia a 405nm. La
activacion tanto deFXI como decalicreina secundaria a activacion del FXII
(ambas dianas proteoliticas del FXIla) se valordiarge electroforesis y Western
blot (Tabla 1). El estudio de la calicreina seizéaton un anticuerpo policlonal
anti-calicreina humana amablemente cedido por elDEmsley (Universidad de
Nottingham, Reino Unido). Este anticuerpo deteatealicreina intacta (86 KDa),
la activada proteoliticamente (36 KDa) y la quentar parte del complejo

calicreina activada:C1-INH (195 KDa).
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Tabla 1. Anticuerpos y condiciones electroforéticagmpleadas para la
deteccion inmunoldgica de diferentes elementos hestaticos mediante

Western blot.

Proteina Anticuerpo primario Anticuerpo Condiciones
Referencia Tipo secundario electroforesis
) Nativo (+/- 6M
) ] ] Policlonal NA9340V
Antitrombina A9522 (Sigma) ) urea); SDS (CRy
de conejo (Amersham)
CNR)
) ] ) Policlonal NA9340V
Antitrombina NAS AT Il (Siemens) ) CIE
de conejo (Amersham)
GA-FXI-AP )
Policlonal A-9452
FXI (Enzyme Research ] SDS (CNR)
) de cabra (Sigma)
Laboratories)
GA-FXII-AP )
Policlonal A-9452
FXI (Enzyme Research ] SDS (CR)
) de cabra (Sigma)
Laboratories)
Proporcionado por Dr.
o J. Emsley (Universidad liclonal A-9452
Calicreina , , Policlona . SDS (CR)
de Nottingham, Reino de cabra (Sigma)
Unido).

Abreviaturas: SDS, en presencia del detergente dodecilsulfato de sodio; CR, condiciones

reductoras; CNR, condiciones no reductoras. CIE: Inmunoelectroforesis cruzada.

2.3. Estudios globales del sistema hemostaticongaes de la coagulacion y

generacion/degradacion del coagulo de fibrina

El tiempo parcial de tromboplastina activado(TTPa) se determind en un
coagulémetro automatizado (ACL TOP 700, Instrumtgrid_aboratory Co), en el
Hospital Universitario Morales Meseguer empleanddicas micronizada
(SynthASil; Instrumentation Laboratory Co) comoiwator. Para etiempo de
protrombina (TP) se empled un reactivo basado en factor tisgleombinante

(HemoslIL; Instrumentation Laboratory Co).
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La generaciéon y degradacion del coagulo de fibrinae evalué registrando en
tiempo real la densidad 6ptica a 405 nm en uniatgglacas (Synergy Il) durante
4 horas a 37°C tras activar el plasma con factatai (0,01 mM) y cloruro calcico
(28,5 mM) en presencia y ausencia de activadopeiminégeno recombinante

(rTPA) a 0,21 pg/ml.

2.4. Estudios funcionales plaquetarios: agregagidaguetaria y citometria de

flujo.

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtuvo tnasiiteyacion de sangre total
citratada a 150xg durante 10 min. El plasma pohrelaquetas (PPP) se obtuvo

tras centrifugacion de sangre total citratada g@rante 15 min.

La agregacion plaquetaria se evalué por transmid®ruz (LTA, por sus
siglas en inglés) empleando protocolos ya descptrsnuestro grupo que usan
PRP diluido con PPP autdlogo para conseguir uneectracion aproximada de
300 x 10/L plaquetas (Tello-Montoliet al, 2012). Tras activacion iniciada por la
adicion de un agonista plaquetario, se recogeeempb real la transmision de luz
durante 5 minutos empleando un agregdmetro Aggiecodl (Menarini
Diagnostics, Florencia, Italia). Los agonistasizdaios para LTA fueron: colageno
(0,75 pug/mL y 10 pg/mL); CRP-XL (1pg/mL y 10ug/mL); ADP (2uM y 10
uM); acido araquidénico (AA) (1 mM, y 1,6 mM); ristetina (0,8 mg/mL, 1,0
mg/ mL, y 1,25 mg/mL) y péptido activador del rewepde la trombina (PAR-1)

(10 uM y 25 uM).

Para el estudio de activacion plaquetaria con atgsiy valoracion de la

secrecion de granulos plaquetarios se empled en&céédirecta de citometria de
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flujo en PRP diluido con PPP autélogo para consegwa concentracion de 20 x
10°/L plaquetas siguiendo protocolos previamente dtescpor nuestro grupo
(Hardy et al, 2018). Los anticuerpos monoclonales utilizadodps$ de Becton
Dickinson (San Jose, CA) fueron: APC*CD4la y PE*@D@-selectina). La
union a fibrindgeno se valoro con FITC*Fg488. EIFPE&e empled para valorar la
capacidad de las plaquetas para activarse, seefetantenido de sus granulos alfa
(CD62) y de realizar el cambio conformacional deGRllb/llla que permite la
union de fibrindbgeno sin agonista (PBS) y trasnaglacion con CRP-XL a dosis
de 1pug/mL y 10pg/mL; PAR-1 a dosis de @M y 25 uM; ADP a dosis de M

y 10 uM. Las muestras se analizaron en un citbmetro BBUAdC6 (Ann Arbor,
MI, USA). Para cada muestra, se adquirieron 100@dtes CD41a positivos y se
analizé la intensidad de fluorescencia (IF), eximesse como mediana (BD
CSampler Software). Cada muestra fue comparadadpi@je de IF mediana) con
su control sin neuraminidasa y sin agonista (PB@fa poder llevar a cabo la
comparacion entre muestras estudiadas en diferdiagsen cada estudio siempre
se incluia muestras del mismo sujeto (control mer EI control de la
desialilacion plaquetaria en los modelos de PRRtado se realizé mediante la

union a RCA-1 por citometria de flujo como se iddanteriormente.

Los estudios del tamafio plaquetario y de los nivéhenunorreactivos de
determinadas proteinas de superficie plaquetariles@on a cabo en plaquetas
lavadas £30x10/L) incubadas con sueros autélogos (2:1 v / v) ter&0 min a
37 °C. Brevemente, las plaquetas se obtuvieronldéraslo de PRP en EDTA y
fueron resuspendidas en un buffer comercial (Amm¥XiBinding Buffer;
eBioscience, San Diego, CA, USA). Para estos esdugk emplearon anticuerpos

monoclonales marcados (Becton Dickinson, San J&&, USA). GPll
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(CD42b), integrinaull, (CD41a) y GPIX (CD42a), a través de una técnicactir
estandar de citometria de flujo (Sanchez-Gatial, 2014). Para el analisis de P-
selectina expresada en superficie (marcador deatii;n de granulos alfa) y
granulofisina (marcador de granulo denso y libé&mciisos6mica) se usaron
anticuerpos anti-CD62-PE y anti-CD63-PE, respentae (Becton Dickinson).
Los resultados se muestran como ratio entre |lasidad de fluorescencia media
(IFM) de la muestra desialilada (plaquetas lavagasiero con neuraminidasa)
frente a la misma muestra del mismo control sirrarmainidasa. En cada test, se
adquirieron 10000 eventos de plaquetas y se armatizzn un FACSCalibur (BD

Biosciences).

2.5. Test de sensibilidad a la hemélisis

Esta prueba se realiz6 con sangre total. Analizaamis la hemodlisis generada
durante una hora a temperatura ambiente (RT) epeatsuero salino fisioldgico
0,9%) como inducida por 4@, 4 mM (1:4 v/v) o CiCa 100 mM (Buffer Tyrode)
(1:10 v/v). Para ello, cuantificamos los nivelesh@enoglobina (Hb) libre, para lo
gue tras esta incubacion, las muestras se cerardng/00xg durante 5 minutos.
La concentracién de Hb libre en estas muestras id&® mediante fotometria
empleando el sistema Hemocue (HemoCue® Hb 301 r8ysteemoCue AB,
Suecia). También se registraron los valores dedtd ¥ el hematocrito de cada
muestra de sangre total antes de su tratamiengb aralizador automatizado XS-
1000i de Sysmex. El porcentaje de hemolisis sauldalmidiendo el contenido de
Hb total, el hematocrito y el contenido de Hb dabrenadante de cada muestra
tras la incubacion y posterior centrifugacion mhdo la siguiente férmula

previamente descrita (Makre al, 2011):
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Hb plasma x (1-Hto) x 100

Hemolisis =
Hb sangre total

Hb= hemoglobina; Hto= hematocrito.

2.6. Estudio molecular del extremo C-terminal deh glel factor H (CFH)

Las mutaciones en el extremo C-terminal @&lH, el gen que codifica el
factor H, se determinaron secuenciando mediante IBERxones 21 y 22 y sus
regiones flanqueantes (transcrito ENST00000367429a8 que estos exones
codifican los dominios funcionales 19 y 20 del éadt, la zona de unién a las
superficies celulares (C3b, endotelio, hematies), ¢&bs primers empleados se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Primers empleados para la amplificacion poPCR y posterior

secuenciacion de los exones 21y 22 del @#H.

Exon Primer forward Primer Reverso

Exon 21 5'ACAGTGCTGTGTTTGCGTTT3' 5'GCAGATCACGAGGTCAGGAG3

Exon 22 5TCGAACCTCATTTTCACATCGA3Z 5TATAAGCTGAGACCGGTGGC3’

El producto de PCR, tras confirmar la especifidadathplificacién en un gel
de agarosa con el colorante gel red bajo luz uttleda se purificd y secuencio

empleando los sistemas indicados anteriormentét(oayh).
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3. Resultados
3.1. Verificacion de la desialilacion en las difetes muestras

La pérdida del acido sialico terminal incrementamavilidad electroforética
en condiciones desnaturalizantes como consecu@®iana disminucion del
tamano de la proteina y de su carga negativa,dqgede ser detectado mediante
Western blot. La proteina mas sensible a difereneliectroforéticas dependientes
del contenido de acido sialico fue, en nuestrasosiaal FXII, que contiene 2

sitios de N-glicosilacion y un nimero indetermina@oO-glicanos (Figura 1).

Figura 1. Movilidad electroforética del FXII dependente del grado de
desialiacion generado por diferentes dosis de neuranidasa (C+) (0,5-5-50
U/ml) en muestras de PPP. La flecha sefala la madiad electroforética del

FXIl en ausencia de tratamiento enzimatico (C-).

C- C+ C+ C+
50U/ml 5Uml  0,5Ufml

- MM

Con 5 U/ml de neuraminidasa se consigue una dasialn completa en el
FXII plasmatico detectada mediante Western Bloepahdientemente del tipo de

la muestra: PRP (n= 8), PPP (n= 10) o sangre (totdl) (Figura 2).
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Figura 2. Movilidad electroforética en condicioneslesnaturalizantes y
reductoras del FXII de distintas muestras de un s@to sano: Sangre total
(ST); plasma rico en plaquetas (PRP); o plasma pobren plaquetas (PPP)

detectado mediante Western blot. Las muestras seataron (+) o no (-) con 5
U/mL de neuraminidasa. La flecha negra marca la prteina integra y la roja
la proteina desialilada

ST PRP PPP
C+ C- C+ C- C+ C-

N .

También comparamos las consecuencias electorfasétie la eliminacion
completa de N-glicanos (N-glicosidasa F) y de sidli(Neuraminidasa) en dos

proteinas hemostaticas: FXIl y antitrombina (Figya

Figura 3. Movilidad electroforética en condicioneslesnaturalizantes y
reductoras del FXII (A) y de la antitrombina —AT- (B) tras tratamiento
enzimatico con N-glicosidasa FRNGaseHR o con neuraminidasa Keu). Las
flechas continuas muestran el FXII y antitrombioa glicanos integros, mientras

que las discontinuas muestran las formas deglantessl o desialiladas.

A) FXII
PNGaseF Neu
- + - +
jz:s: > Na, e
' — - _78.8-kDa
e— R—
B) AT
PNGaseF Neu
- + -+
T
48-kDa - - -> o—
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La desialilacion en las proteinas de la superfidaguetaria fue verificada
mediante citometria de flujo. Los resultados seresgn como mediana de
intensidad de fluorescencia media (IMF) y rangertuartilico (RIQ) respecto a la
misma plaqueta control sin neuraminidasa normadizadin 100%. Las muestras
tratadas con neuraminidasa presentaban un aumedble en la IFM en la unién
a la lectina RCA-1, en todos los casos >150%. LgomdM se observd en
plaquetas lavadas resuspendidas en suero autoBRH57%, RIQ 212,30%-
609,49%; n=38 p<0,001) respecto a las muestrakike (P50,90%, RIQ 233,69-

273,96; n=3 p=0,109) (Figura 4).

Figura 4. Andlisis del nivel de desialilacion en plquetas evaluando la union a
la lectina RCA-1. Se representan los valores de intensidad de floemega media
(IFM) de las plaquetas incubadas con neuraminiflasea roja) respecto a la
misma plaqueta control sin neuraminidasa (en veEteA se muestra un ejemplo
representativo de los resultados obtenidos en P&PByun ejemplo

representativo de la union de la lectina a plaguetzadas del mismo sujeto.

A)

100

v}
S—

100

IFM union RCA-1
IFM unién RCA-1

3.2. La eliminacion enzimatica del acido sialicotrene efecto en los estudios

globales del sistema hemostatico
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En cuanto a las pruebas de hemostasia globalslalitkcion prolongo el TP:
82,5% (RIQ 71,3-84,0ys 77,5% (RIQ 67,5-81,5), aunque las diferencias no
alcanzaron significado estadistico (p= 0,068, n=E#)bajo nUmero de muestras
analizado y el resultado del TP en el limite irdede la normalidad en la muestra
sin neuraminidasa aconseja ampliar el nimero destnagepara concluir que el
tratamiento con neuraminidasa no afecte al TP e8ihargo, los resultados en el
TTPa (ratio) fueron mas homogéneos e indican quedekalilacion no afecta
significativamente a este tiempo de coagulacioh2 IRIQ 1,06-1,22) en plasma

desialiladovs 1,13 (RIQ 1,07-1,22) en plasma control (p= 0,6654).

La formacion y degradacion del coagulo fue tamisémilar en el plasma

desialilado y no desialilado (n=3) en todas lagdcmanes evaluadas (Figura 5).
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Figura 5. Formacion y degradacion del coaguld&e muestra un ejemplo
representativo de la formacion y degradacion dégjatm evaluado por fotometria
(OD 405nm) de un sujeto sano tras activacion d& & silica y cloruro célcico

(A) o con factor tisular (FT) y cloruro calcico (B3n presencia o en ausencia de
activador del plasmindégeno tisular (rTPA). El exymento se realiz6 tanto en el

plasma no desialilado (C-) como en el plasma tcatadh neuraminidasa (C+)
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S L | LT _,;th::_h _______ 4 ¢ |
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3.3. Efecto de la desialilacién completa in vitro@roteinas plasmaticas de la

coagulacion

El analisis del efecto de la pérdida de acido ialen la antitrombina
plasmatica refleja que esta mantiene integramendets/idad anti-Xa y anti-Flla.
La mediana de actividad anti-Xa en plasma desialiltue del 99,86% (RIQ

97,40-101,51¥s98,80% (RIQ 94,69-100,90) en plasma control (240, n= 10).
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La mediana de actividad anti-Flla en plasma désddi fue del 86,76% (RIQ

84,88-110,05¥s91,96% (72,22-113,99) en plasma control (p= 0,A8910).

El efecto de la desialilacion en la afinidad popdmna de la antitrombina se
analiz6 mediante inmunoelectroforesis cruzada (CE)mo se observa en la
figura 6, la desialilacibn modificaba significatiaante el patrén de formas de
antitrombina en funcién de su afinidad por heparlreaforma con baja afinidad
por heparina, que representa un 5% del total dmtierombina plasmatica en un

sujeto sano, desaparecia en la muestra del migeto statada con sialidasa.

Figura 6. Cambios en el patron de separacion electforética en
inmunoelectroforesis cruzada en presencia de hepaa de la antitrombina
plasmatica de un sujeto sano con (C+) o sin (C-)dramiento con
neuraminidasa.La forma con baja afinidad por heparina se marcauo@ flecha

negra mientras que la de alta afinidad con unad#eoja.

Estos resultados sugieren que la desialilacionigalrmentar la afinidad

por heparina en las formas con baja afinidad ppaitiea. Para confirmar este
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efecto y ademas buscar una potencial aplicaciatanros con neuraminidasa el
plasma de dos pacientes con deficiencia de antiir@rheterocigota tipo Il HBS
causadas por dos mutaciones diferentes: 1) L13Ift{@dmbina Budapest IlI)
afecta a la afinidad por heparina de forma indadQldset al 1992); 2) R79C
(Antitrombina Toyama) afecta a un residuo que damente interacciona con la
heparina (Koideet al, 1984). Como esta descrito (Oldsal, 1992; Koideet al,
1984), las muestras sin tratar presentaban dosafod®a similar intensidad, una de
baja y otra de alta afinidad por heparina. Sin egdydos niveles de la forma con
baja afinidad por heparina se redujeron considenadhte en la muestra tratada
con neuraminidasa exclusivamente en la muestragma de la antitrombina

Budapest Il (Figura 7).

Figura 7. Cambios en el patron de separacion electroforéticen
inmunoelectroforesis cruzada en presencia de hepaa de la antitrombina
plasmatica de dos pacientes con mutaciones hetemgaias responsables de dos
deficiencias tipo Il HBS en muestra basal (-) y treada con neuraminidasa (+).
A) L131F (Antitrombina Budapest IIl). B) R79C (Anti trombina Toyama). La
forma con baja afinidad por heparina se marca oarflecha negra mientras que
la de alta afinidad con una flecha roja.

A) B)

————
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Las consecuencias funcionales de este cambio daaswa en un ensayo
funcional con sustratos cromogénicos. Como inda&cdabla 3, la muestra del
paciente con la variante Budapest tratada con menidasa recupera el 19% de la
actividad anticoagulante respecto a la muestraratada, mientras que la de la
variante Toyama no recupera ninguna actividad, goatrol solo experimenta un

ligero aumento de la actividad anticoagulante.

Tabla 3. Efecto del tratamiento con neuraminidasa re la actividad
anticoagulante del plasma (anti-FXa) de un sujetoasio, y dos pacientes con
mutaciones heterocigotas el SERPINCY responsables de deficiencias tipo Il
HBS, una que afecta a un residuo directamente imgado en la interaccion
con la heparina (antitrombina Toyama; R79C) y otrocon una mutacién que
realiza su efecto patogénico de forma indirecta (@itrombina Budapest lll;
L131F). Los valores representan la actividad porcentuapess al valor
observado en un plasma de referencia generadoOfodahantes de sangre sanos.

. Sin Con Incremento
Mutacion o o o
Neuraminidasa Neuraminidasa actividad
Sin mutacion 84,21 85,21 +1,01%
L131F 46,99 66,10 +19,11%
R79C 41,20 38,94 -2,26%

Los resultados observados para el FXIl fueron cdivbs. El estudio
mediante Western blot del FXII plasmatico con difdes activadores podria
inducir a pensar que el FXII desialilado podridavacse mas potentemente que el
FXII no desialilado por la mayor sefial de formaivacta que se observa,

especialmente cuando se emplean dosis bajasaesilXS (Figura 8).
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Figura 8. Activacion del FXII plasmatico normal (-) o desialilado (+) inducido
por silica (A) o dextran sulfato (B).Las muestras se separaron mediante
electroforesis en SDS-PAGE empleando condiciordiscidas y el FXII se
detect6 mediante Western blot. Las flehas negrdisan el zymdgeno FXII
mientras que las rojas marcan la cadena pesadiXteictivo. Las moléculas
completamente desialiladas se marcan con fleckasrtinuas mientras que las

completamente sialilaladas se marcan con flechasaen

A) Silica
1/50 Stock 1/20 Stock 1/10 Stock Stock -
C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C-
(_FXII
Ll e — —
FXII
———» — - - - € ;ctivo
B) Dextran sulfato
0,01 yg/mL 0,02 pg/mL 0,1 pg/mL 0,2 yg/mL -
C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C-
———s P — - v “ HFXH
———> — — —_— e h:‘;:'“()
iv

Sin embargo, los resultados funcionales que ewvatukar actividad del FXlla
por métodos cromogénicos sugieren que no existiaredcias entre el FXII

desialilado y el no desialilado (Figura 9).
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Figura 9. Valoracion de la activacion del FXII medante un sistema
cromogénico.La activacion del FXII plasmatico se evalué emptEann sustrato
cromogeénico especifico (S-2302) tras activar ampkdesialilado (C+) o sin
desialilar (C-) de un control con dos dosis de @exsulfato (DXS) altas (100
ug/mL) y bajas (100 ng/mL). Como control negativaiibzé plasma basal de un
paciente con deficiencia congénita de FXIl (<3%leyun sujeto sano.

2,5

1,5

405 nm

A=

! Control sano
05 Deficiencia congenita de FXII
: Ct
0 C-
100ng 100 pg
DXS

Ademas, tampoco se observaron diferencias en ilgaeaicin de los sustratos

del FXII activado: ni FXI ni calicreina (Figura 10)
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Figura 10. Valoracion de la activacion del FXI (A)y Calicreina (B) mediante
Western Blot tras activacion del FXII con silica erplasma tratado (C+) y sin
tratar (C-) con neuramindasa.La forma nativa de FXI y la precalicreina se
muestran con flechas negras, mientras que el RKioag la calicreina se marca
con una flecha roja. PK: precalicreina, K: caliceei

B) Calicreina

A) FXI - 1/80 1/40 1/20
1/505tock  1/205tock  1/10Stock  Stock - Stock Stock Stock
G+ C &+ ¢ & ¢ o ¢ o C C-C+ C- C+ C-C+ C-

FXla—

PK—s o

Kq R Rl

3.4. Reactividad plaquetaria en muestras no actgad

La desialilacion de plaquetas vitro no provoco agregacion espontanea. La
mediana y rango intercuartilico (RIQ) de agregaa@$§pontanea en control sin
sialidasa y en las plaquetas tratadas con neurdasiaifue de 8,5% (RIQ 6,50% —
9,75%)vs 7,0% (RIQ 3,50% — 10,12%), respectivamente (p81D,4= 4) (Figura

11).
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Figura 11. Agregacion plaquetaria espontanean PRP tratado con

neuraminidasa (C+) y no tratado (C-) de un sujatms
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Se llevaron estudios adicionales con mezclas dedeBialilado con plaquetas
sin tratar, y de PPP sin tratar con plaquetas liedis, pero en ninguna de estas
combinaciones se observaron agregaciones placqagetgpontaneas (los datos no

se muestran).

Las plaquetas lavadas de controles incubadas ewa autologo y tratadas con
neuraminidasan vitro mostraron un aumento discreto, pero significatremte a
las no tratadas, de la expresion basal de CD63iévadL04,32%; RIQ 95,42%-
112.29%, p= 0,039; n= 37), sin que la expresidoKDE2 basal mostrara cambios

significativos (95,44%; RIQ 89,26% — 103,77%, p637, n= 38) (Figura 12).
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Figura 12. Expresion basal de CD63 (granulofisinay CD62 (Selectina P)
en plaquetas desialiladas.os valores se expresan como intensidad media de
fluorescencia (IFM) normalizada con la observadanisma muestra sin tratar

con neuraminidasa (100%). La linea horizontal isgmea la media.
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El tamafio de la plaqueta desialilada, evaluado anéglicitometria de flujo con
el parametro FSC, no fue estadisticamente diferelelede la plagueta no
desialilada (98,87%, RIQ 94,75% - 101,96%; p= 0,388 37) (Figura 13). Sin
embargo, si observamos diferencias significativakexpresion en superficie de
las principales glicoproteinas plaquetarias. Asis Iplaquetas tratadas con
neuraminidasa presentaban una expresion estadistita superior aunque de
forma discreta para la GRil§102,33%, RIQ 98,37% - 106,43%; p= 0,009; n= 36)

y la GPIX (102,02%, RIQ 97,60% - 106,91%; p= 0,083;36); y notablemente
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superior para la integrin@lb (114,99%, RIQ 106,73% - 130,50%; p< 0,001; n=

37) (Figura 13).

Figura 13. Tamafio (FSC) y expresion de las principes glicoproteinas de
superficie plaquetaria en plaquetas desialiladas eluadas por citometria de

flujo. Los valores se expresan como intensidad de floenesa media (IFM)
normalizada con la observada en la misma muestiaasar con neuraminidasa

(100%). La linea horizontal representa la media.
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3.5. Reactividad plaquetaria inducida por agonistas

Analizamos el efecto de la pérdida de acido sial@o la reactividad
plaguetaria mediante estudios de agregometria \citeetria de flujo tras
estimulaciéon con diferentes agonistas. En relacam la agregacion plaquetaria,
para la mayoria de agonistas esta fue similar e &ado con neuraminidasa

(C+) que en sus respectivos controles sin tratgr @n embargo, tras exposiciéon
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a dosis bajas de PAR-1 (M) las plaquetas desialiladas presentaban mayor

agregacion que las no desialiladas (Tabla 4).

Destacamos los resultados de la aglutinacion iddugor ristocetina. A dosis
bajas (0,8 mg/mL), la aglutinacion fue significatiwente mayor en PRP
desialilado que en no desialilado (69,0%, RIQ 33886%vs 13,5%, RIQ 6,3%-
27,3%; p= 0,043; n= 5) (Tabla 4, Figura 14A). A idosas altas (1,0 y 1,25
mg/mL), aunque el valor final de aglutinacion fuemitar, las plaquetas
desialiladas mostraron un perfil de agregacion ragslo que el de las plaquetas

no desialiladas (Figura 14B).

Figura 14. Perfil de aglutinacion inducida por risbcetina en PRP
desialilado (C+) y PRP no desialilado (C-) de un geto sano.

A) Ristocetina 0,8 mg/mL B) Ristocetina 1,0 mg/mL (1,0); 1,25 mg/mL (1,25)
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diferentes agonistas plaquetariosSe representa la mediana y el rango intercuartilico

Tabla 4. Agregaciéon plaquetaria del PRP tratado comeuraminidasa (C+) y sin tratar (C-) en respuesta distintas dosis de

ADP (uM) Coléageno fag/ml) CRP-XL (pg/ml) AA (mM) PAR-1 (uM) Ristocetina (mg/mL)
2 10 0,75 10 1 10 1 1,6 10 25 0,8 1,0 1,25
N 3 3 3 3 2 2 1 1 2 2 5 5 3
C+| 46,5% 83,5% | 2,0% 99,5% 39,5% | 88,3% | 88,5%| 89,5%| 31,8% | 65,0% 69,0% 93,5% 93,0%
(32,0- (79,5- (1,5- (93,0- (6,8- (65,6- (8,3- (34,1- (33,3- (78,8- (90,0-
49,0) 84,0) 5,5) 102,5) 52,5) 66,8) 39,4) 63,4) 86,5) 96,8) 95,0)
C-| 42,0% 81,5% | 3,0% 98,5% 37,8% | 85,3% | 90,5%| 88,0%| 18,3% | 60,3% 13,5% 82,5% 92,5%
(34,0- (78,5- (1,5- (96,0- (4,1- (61,1- (3,8- (30,0- (6,3- (70,8- (73,0-
56,5) 82,0) 4,5) 98,8) 52,5) 66,8) 23,6) 60,4) 27,3) 87,3) 93,5)
p 0,593 0,102 1,000 0,593 0,31y 0,655 . . 0,180 ,18® 0,043 0,138 0,285

205




Tesis Doctoral Nuria Revilla Calvo

El estudio de la activacién plaquetaria inducida pgonistas empleando
citometria de flujo evaluo la union de fibrinégenda liberacion de CD62. Los
resultados observados en muestras de 10 sujetos, sdngual que los obtenidos
en agregacion, reflejaban una mayor activacionygtgia tras activacion con
diversos agonistas en las muestras tratadas corami@idasa (Tabla 5),

fundamentalmente en el analisis de union de filgénd.

Tabla 5. Unidn de fibrindgeno y expresion de Selaént P en plaquetas tras
activacion con agonistas en PRP desialilado (C+)w desialilado (C-).se

muestran las medianas y el rango intercuartilictacheediana de intensidad de fluorescencia de
PRP con neuraminidasa (C+) respecto al mismo PRfPotgin neuraminidasa (C-) normalizada a

un control interno no activado (100%).

P Selectina Union a fibrindbgeno

Agonista

CRP-XL 1 318,83 424,87 151,67 200,83

L (125,26- (179,40- 0,059 (124,42- (172,64- 0,013*
Hg 600,13) 623,18) 237,82) 312,94)
504,62 562,08 184,49 240,29

CF;E{B(" 10 (219,80- (308,35- 0,508 (170,08- (224,18- 0,059

Hg 754,55) 671,99) 344,25) 369,05)
PAR-L 10 143,49 154,53 103,47 126,77

M (125,89- (135,91- 0,169 (86,92- (112,19- 0,022*
H 166,60) 183,72) 116,37) 145,15)
PAR-L 25 212,97 224,27 116,78 137,34

M (167,33- (166,43- 0,646 (101,54- (123,03 0,009**
H 364,35) 348,21) 137,07) 168,42)
173,71 203,68 125,50 160,24

ADP 2 uM (127,79- (168,45- 0,022* (101,99- (132,24- 0,007
227,48) 278,72) 139,10) 182,09)
200,64 227,05 130,40 163,76

ADP 10 pM (147,15- (173,57- 0,013* (108,34- (135,57- 0,013*
239,44) 323,27) 159,36) 180,90)
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3.6. Efecto del acido sialico en la hemolisis

Tras los estudios en proteinas del plasma y eruglag, en este apartado
pretendemos evaluar el impacto del acido siadlictaesensibilidad del hematie y
su potencial papel en la hemdlisis, especialmemteddiada por complemento.
Por ello, en este apartado se trata con neurarsmidasangre completa. Una vez
verificado que la desialilacién es completa, evadizael FXII plasmatico (Figura
2), analizamos la sensibilidad a la hemolisis de hematies empleando tres
condiciones diferentes: hemolisis espontanea; hsimoinducida por agua
oxigenada, y hemodlisis inducida por activacion detgasasNo se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de Hesisdoen ninguna de las tres

condiciones analizadas asociadas con la desialild@iabla 6).

Tabla 6. Niveles de hemoglobina libre en muestrasdangre total tratada
durante una noche con neuraminidasa (C+) o sin trar (C-) y expuestas
durante 1 hora a ningun agente (hemolisis espontaag agua oxigenada

(H20-) o cloruro calcico (CaC}). Los valores se muestran como mediana y rango

intercuartilico.

Condicio nes hemolisis

, 0,16% 0,16%

Espontanea (0,10-0,33) (0,15-0,25) 0,715
0,24% 0,20%

H20; (1 mM) (0,11-0,33) (0,13-0,30) 0,715
0,11% 0,13%

CaCl, (10 mM) 0.05.0.87) 0.10:0.43) 0,109
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Este apartado se completd con el estudio de la li@snén muestra de un
paciente con microangiopatia trombatica tras teagpl alogénico de progenitores
hematopoyéticos (MAT) no compatible con purpurantrocitopénica trombatica
(PTT) ni con sindrome hemolitico urémico (SHU)d@isometido a tratamiento
con recambio plasmatico y eculizumab, un anticuenpaoclonal capaz de unirse
especificamente a la proteina C5 impidiendo sucidistn y bloqueando la
cascada de activacion del complemento a este tiveeste paciente se descartd
una desialilacion relevante por analisis del FXsmatico (Figura 15), pero
podria tener cierta desialilacion atendiendo avédsres de la IFM de RCA-1 a sus
plaquetas lavadas (160,96% en el paciestdd00% en un control sano paralelo

sin tratarvs.273,96% en el control tratado con neuraminidasa).

Figura 15. Desialilacion en el paciente con sindragrhemolitico urémico
atipico. FXII plasmatico evaluado mediante Western Bloekpaciente con MAT
con (P+) y sin neuraminidasa (P-) y en un contool €C+) y sin (C-)

neuraminidasa.

P+ P- c+ C-

- e

El tratamiento con neuraminidasa y la posteriof@@on de la hemolisis en
las tres condiciones indicadas de muestras de esdatal de 5 controles y del

paciente durante el tratamiento con eculizumab nmhostveles mayores de
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hemolisis que los controles sanos, pero sobre dedtacamos un mayor nivel de
hemolisis mediada por complemento al activar laads de la coagulacion con la

adicion de cloruro célcico que la muestra sin digsmigFigura 16).

Figura 16. Hemdlisis en los controles sanos y en paciente con SHUaSe
muestran las medianas y rangos de los resultadoesmélisis de controles (n=5)
sin neuraminidasa (C-) y con neuraminidasa (C+fpdaa espontanea (salino),
tras adicion de bD, 1mM y tras adicion de gCa 10 mM. En cuadrado rojo se
muestra el valor para cada experimento de un pgacoem diagndstico de SHUa

en tratamiento con inhibidor del complemento CEu{Eamab).
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La secuenciacion de los exones 21 y 22 (dominioy 29) del gen del FH
(CFH) en el paciente y su hermano donante de progesitbematopoyéticos,
mostro la presencia de dos alteraciones ¢.3572@¢8er1191Leu / ¢.3590T>C;

p.Vall197Ala en el dominio 20 del FH en los dosntemos. Este estudio no
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permite concluir si las dos alteraciones afectamiamo alelo o si se encuentran

en heterocigosis compuesta.

4. Discusion

Hasta la fecha, el estudio de factores implicado®® desérdenes tromboéticos
o hemorragicos se ha centrado en analizar alteragien los niveles o la funcién
de factores procoagulantes, anticoagulantes, pestgilaquetarias y en los genes
gue codifican estas proteinas. Sin embargo, las BffEhas se han analizado en
este contexto aunque estamos asistiendo a la pegsn de evidencias que
soportan un peso destacado de estas alteraciones, pgeden modificar
significativamente la masa y sobre todo el poténelactrostatico de unas
proteinas cuya funcion basica es precisamenteagtienar entre ellas. En este
trabajo nos hemos centrado en el acido sialicaltieho residuo que se incorpora

en el componente glucidico de la N- y O-glicostagpor tres motivos:

a) La localizacion. Los residuos de acidos sialico kmnque mayor exposicion
presentan en cualquier glicoproteina. Por tanto eoprimer elemento de
contacto en interacciones proteina-proteina.

b) La carga. Su carga neta negativa hacen que langiase ausencia de acido
sialico condicione decisivamente el potencial etetatico de las zonas
expuestas de una proteina.

c) La posibilidad de defectos en el contenido de addico tanto de base
adquirida como congénita. De esta forma, la presate sialidasas exégenas,
como las expresadas por muchos patdégenos, peréétatabdeslocalizacion de
sialidasas enddgenas pueden reducir el contenidaides sialicos de proteinas

plasmaticas o plaquetarias. Por otra parte, mutasien genes implicados en la
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generacion del N- o el O-glicano provocan la pédde todo el glicano
(incluido el sialico terminal) pero defectos en Isigliltransferasas pueden

afectar exclusivamente al contenido de acido sialic

En este trabajo hemos desarrollado un modelovitro de desialilacion
completa con la idea de evaluar sus consecuenciat ®stema hemostatico. La
razon no es otra que el hallazgo previo que unaldasion completa en proteinas
de la coagulacion puede ocurrir en pacientes (Reatilal, 2017). Adicionalmente,
existen recientes evidencias que sugieren un gaplel dia mas importante para el
acido sialico de algunas proteinas o elementossid&tma hemostatico. Este
trabajo aporta nuevos datos sobre el papel deb &wédico en diferentes elementos
del sistema hemostético o su posible papel ensalrd#lo de eventos trombaoticos

o hemorragicos.

Los resultados obtenidos demuestran que la elindnadel acido sialico
mediante una neuraminidasa de amplio espectro eéndbiperreactividad
plaguetaria. Sin embargo, esta actividad enzimatctdene un impacto mayor en
las proteinas plasmaticas de la coagulacion evatuad el estudio y no afecta a
procesos globales de la coagulacién, como se nauestfa normal formacion y

degradacion del coagulo asi como en los tiempa®agulacion.

El analisis del efecto de la pérdida de acido®dlue analizado en detalle en
dos proteinas de la cascada de la coagulacionprnacaagulante, el FXIl y una
anticoagulante, la antitrombina, por dos razonesptimera es que disponiamos
de los recursos técnicos para poder estudiar psbésinas en profundidad y en
segundo lugar pero mas importante, porque erataladidatas a que un defecto en

el contenido en acido salico tuviera mayor impdgtaional.
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Asi, la antitrombina, un anticoagulante endégenaciat, cuya deficiencia
incluso moderada incrementa notablemente el rigsgobdtico (Martinelliet al,
2014), contiene 4 residuos de N-glicosilacién k@aatios (Hansson & Stenflo,
2005) por lo que contiene 8 residuos de acidocsidhdemas, esta serpina precisa
de la interaccion electrostatica con un cofacton carga neta negativa, la
heparina, para conseguir una adecuada actividasbagulante (Huntingtoet al,
2000). La localizacion de los N-glicanos, alrededet dominio de union a
heparina (Figura 17) justifica que la pérdida dguab de estos residuos puede
aumentar su afinidad por heparina, como ocurre lacantitrombina beta, una
glicoforma que representa el 10% de la antitromplaaméatica y que es resultado
de la ineficiente glicosilacion de la Asn167 (Twkal 1997). Aunque serian
necesarios estudios adicionales que evaluaranrdefdetallada la afinidad por
heparina de la antitrombina desialilada, nuestesmiltados mostraron que la
antitrombina plasmatica desialilada mantiene iategnte su actividad anti-Xa y
anti-Flla, validando asi resultados descritos pmente (Peterson & Blackburn,
1985), que indican que el defecto de sialilaciértar@ria ningun efecto ni en la
interaccidn con las proteasas diana, ni en el poode translocacién de la misma

tras el corte proteolitico del RCL en el mecanigtadnhibicion.
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Figura 17. Localizacion de los N-glicanos en la atfombina. Las 4
asparraginas glicosiladas de la antitrombina seanagn naranja. Las tres laminas
beta se marcan en azul, amarillo y verde, miewjuasel centro reactivo se marca

en rojo, destacando el residuo P1 (Arg425).

Pero si la pérdida del potencial electrostaticoignadincrementar la afinidad
por heparina, la desialilacion podria revertir t#cto de ciertas mutaciones o
alteraciones conformacionales asociadas con meimadaal por heparina. De
hecho, nuestro grupo ya demostré que la mutaciéporsable de la variante
Budapest 11l (L131F) que reduce la afinidad pordrema de la forma alfa (Old=t
al, 1992), no tiene efecto en la glicoforma beta (Maz-Martinezet al, 2012).
Mediante inmunoelectroforesis cruzada confirmamase ga desialilacion
transforma una proporcién muy significativa de kiante Budapest, con baja
afinidad por heparina, a formas con alta afinidadgste cofactor, que ademas son
funcionales. Estos resultados abren nuevas perspeftituras para el tratamiento
de pacientes con estas mutaciones, especialmeant@ihaocigotos, por su elevado
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riesgo trombatico, y plantean nuevas posibilidadesaplicar esta modificacion
post-traduccional a proteina purificada si se ntmasaumentar su afinidad por
heparina (siendo conscientes de que conllevariamer®or vida media y mayor
tasa de aclaramiento). Este efecto no tiene lugda® mutaciones que afectan
residuos directamente implicados en la interacaén la heparina como la

antitrombina Toyama (R79C).

Analizamos el impacto de la sialilacién en el Fpdr ser el primer factor de la
ruta de contacto en desencadenar la activaciéa dealgulacion y ser sensible a la
activacion por cargas negativas. Ademas, en el clisico que motivo el
desarrollo de este modelo se verificO la desiadlacde este factor de la
coagulacion (Revillaet al, 2017) y se conoce que la pérdida de un O-glicano
completo como consecuencia de la mutacion T309KeleRXIl provoca una
mayor autoactivacion que causa angioedema hered{&jorkqgvist et al, 2015).
Aunque los resultados de la activacion del FXII et estudios inmunoldgicos
(western-blot) podrian sugerir una mayor activadienla forma desialilada al
compararla con la forma con acido siélico, el est@edn métodos cromogénicos
revel6 una activacion similar del FXIl desialilagono desialilado. Ademas,
tampoco se observaron diferencias en la activad®las dos dianas proteoliticas
del FXlla: el FXI y la calicreina. Y como veremossferiormente, tampoco la
desialilacion completa del FXII afecta de formangfigativa al TTPa, un tiempo
de coagulacion dependiente de la activacion dell Exh silica. Todos estos
resultados nos llevan a especular que la mayomsmad en las bandas
desialiladas del FXlla podrian ser reflejo de ujamezconocimiento de la forma

desialilada por parte del anticuerpo empleado erestlidio. De hecho, las
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interacciones proteina-proteina, como la que ocemiee antigeno y anticuerpo,
son altamente dependientes de potencial eleciamstaSin embargo, la

desialilacion del FXII no parece alterar su actiddemostatican vitro.

Experimentos parecidos a los disefiados en estailcapan mostrado que la
desialilacion de otros factores procoagulantes,cceh1X y FX, tampoco tiene

efecto funcional importante (Bharadvedjal, 1995).

En su conjunto, la desialilacion no parece tenandgs efectos funcionales
sobre las proteinas plasmaticas del sistema heticostidero se ha objetivado por
primera vez un papel de la desialilacion en vaemnpatoldgicas ciertamente
sorprendente, al ser capaz de revertir parcialmentéro el efecto patogénico de

una mutacion y cuyas posibilidades y aplicaciondavia tienen que explorarse.

Finalmente en este apartado, es destacado el ctampento similar del
plasma desialilado y no desialilado en relaciomuelpas globales de coagulacion.
La desialilacion plasmatica no afecta de formaiBgativa ni a los tiempos de
coagulacion (TTPa y TP) ni a la formacion y degecania del coagulo de fibrina.
La posible existencia de mecanismos compensatquegustifiquen esta falta de
efecto global podria ser planteada. El efecto enelemento por ejemplo
procoagulante podria ser compensado con un eféttitars con un elemento
anticoagulante, como ocurre por ejemplo con laptaraanticoagulante con
antagonistas de la vitamina K (Oldenbetal, 2008) o en hepatopatias (Lisrmetn
al, 2010). Sin embargo, creemos que el principallproé de estas pruebas es que
emplean dosis extraordinariamente elevadas deaddtigs de la coagulacién que
provocan una activacibn masiva de la cascada dmdgulaciéon que la hacen
completamente insensibles a pequefios defectosohales que pudiera provocar

la desialilacién. Ademas, como discutiremos posterente, no debemos olvidar
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gue posiblemente un efecto notorio de la desi@ilgda menor vida media de las
proteinas desialiladas (Yamg al, 2015), no se tiene en cuenta en este madelo

vitro.

En relacién al efecto de la desialilacion en pléasiele muestras incubadas
con suero del mismo control y neuraminidasa en icmmks basales, nuestros
resultados muestran un discreto aumento, perofis@fino, de la expresion de
CD63, sin cambiar la expresion de CD62. Este radaltsugiere que la
desialilacion de las proteinas de la superficiequusaria podria promover la
degranulacion de granulos densos. Este resultadongsadictorio con el obtenido
en un trabajo recientemente publicado, en el qusenencontraron diferencias ni
en la concentracion de mepacrina ni en la expred®rCD63 entre plaquetas
expuestas o no a neuraminidas (Kullgyaal, 2018). No sabemos si el hecho de
emplear una neuraminidasa diferente, aunque tandei@mplio espectro (NanA),
gue puede romper los acidos sidlicos con enla€&8, a-2,6-, yo-2,8 (Xuet al,
2011) pueda justificar estas discrepancias. Entrauestudio, que incluye mayor
namero de muestras analizadas (37 frente a lag éstalio de Kullaya y cols)
también empleamos mayores dosis de neuraminidasa/nib vs 2 U/mL), y
mostramos pruebas adicionales que sugieren unarraatwidad plaquetaria en

las muestras desialiladas.

La aglutinacion inducida por ristocetina requieeela union entre FYW vy la
GPIb plaquetaria facilitado por su propia cargatp@s(Coller & Gralnick, 1977).
La eliminacién del acido sialico podria contribairfavorecer la reduccion de la
repulsion electrostatica entre la G&lp el FYW, ambos cargados negativamente,
dando lugar al aumento de la aglutinacion mediada pstocetina que
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observamos. Por tanto, el efecto de una mayoriagtibn observada con dosis
bajas de ristocetina en PRP desialilado podria esgilicado tanto por la
desialilacion de las glicoproteinas de la superfiplaguetaria, como por la
desialilacion del FYW, o por ambos. Hace mas de déradas que se publico la
capacidad de aglutinacion espontanea del FVW gilo &ialico (asialo-FvW)
(Cattanecet al, 1988), y estudios posteriores confirman el imgoue papel de este
azucar en el ligando plaguetario (Watdl, 2019). En nuestro modelo se eliminan
los acidos sialicos de forma global, tanto de laéginas plasmaticas como de la
superficie plaquetaria. La justificacion del pordaéncubacion de PPP desialilado
con plaguetas no desialiladas no conduce a laiaatidn de las plaquetas la
encontramos en la diferencia de concentracion d& KvFVIIl. En nuestro
modelo, la concentracion de estas proteinas esloiigta, mientras que es
notablemente superior cuando se aflade exdgenamepldquetas lavadas: hasta 5
veces superior en asialo-FvW (Cattaee@l 1988) y hasta 500 veces superior en
el caso de asialo-FVIII (De Marco & Shapiro, 198Desgraciadamente, no
pudimos validar los resultados de aglutinacion lenensayos de citometria de

flujo.

Otro aspecto a discutir es el aumento en la exprede CD63 en plaquetas
desialiladas. Se ha planteado que una potenciadlithesén del FYW podria
inducir la externalizaciéon de los granulos denslagjuetarios (De Marcet al,
1985). Greenberg y colaboradores no observarondegeanulacion plaguetaria
sin activacion de las muestras a diferencia detragesesultados, lo que podria
deberse a que llevaron a cabo el tratamiento comamenidasa purificada en
plaguetas lavadas resuspendidas posteriormentanggoh Tyrode o en plasma

pobre de plaquetas citratado y por tanto, con WV [Een acido sialico terminal
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(Greenberget al, 1975). En cualquier caso, debido al discreto auionebservado,

no es esperable una degranulacion relevante enceomes basales.

Por otro lado, serian necesarios estudios adi@ergle evaluaran el FVYW en
nuestro modelo, como por ejemplo cantidad y tippsndltimeros o sensibilidad a
la degradacién por ADAMTS13 (McGratbt al, 2010, 2013), especialmente
atendiendo a las nuevas funciones que se asigi@idal sidlico en el FvW (Ward

et al, 2019).

Los resultados de agregacion se validaron con ltenaos analizando
marcadores de activacion plaquetaria mediante etidan de flujo y que
consolidan la idea que la eliminacion del &ciddicéde la superficie plaquetaria
o de las proteinas que interaccionan con la misoreduce a una mayor
sensibilidad para la activacién plaquetaria. Estesultados son plenamente
compatibles con los obtenidos mediante agrega@ardiferentes agonistas tras la
desialilacion de plaquetas lavadas (Greentsrgl 1975). En nuestro modelo
(desialilacién de PRP) solo observamos diferena@ables a nivel de LTA con
ristocetina a dosis bajas y PAR-1 a dosis bajashefaos discutido los posibles
mecanismos que pueden explicar la mayor sensiibdastocetina. Sin embargo,
no se conoce por el momento con claridad el mewanfor el cual la pérdida de
acido sialico contribuiria al aumento de agregaon@diada por trombina. Cuando
se evalud la activacion mediante citometria, las diosis empleadas de PAR-1
mostraron una mayor union a fibrinégeno en las y#tas desialiladas. En las
plaquetas, la sefializacion de la trombina esta adadpor los PAR, receptores
acoplados a la proteina G que desencadenan vaamtracelulares, incluida la
fosforilacion de varias proteinas. Una comunicacgiasentada en el Ultimo

congreso de la Sociedad Americana de Hematologiate(PA et al. ASH
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2018,#3730) mostréo que la ausencia de &acido siaicoplaquetas lavadas
provocaba un aumento significativo de la fosfordacen Akt tras activacion con
trombina (0,1 U/mL) y que el tratamiento previoldg plaquetas con un inhibidor
de neuraminidasa (DANA) amortiguaba la sefal déoftacion desencadenada
por la activacion de la trombina. Estos resulteglageren por primera vez que el
estado de glicosilacion de las glicoproteinas deupgerficie en las plaquetas
podria regular la activacion inducida por la trongby explicaria que en nuestro
trabajo aumente la unién de fibrinégeno tras ace/®RP desialilado con PAR-1.
De manera similar, en plaguetas expuestas a NanAlafla et al, 2018), y
estimuladas con TRAP (PAR-1) también se indujo umayor union del
fibrindbgeno, pero no tuvo lugar un incremento erxXaresion de P-selectina. De
hecho, de forma semejante a lo observado en phmjuddsialiladas por la
neuraminidasa A del neumococo (Kullaga al, 2018), en nuestro modelo la
activacion con ADP mostr6 una mayor expresion deelBetina y unidon a
fibrinGbgeno que sus respectivos controles sin memidasa, a pesar de no mostrar
alteraciones visibles por LTA. El discreto aumeetola expresion del marcador
de granulos densos CD63 en la superficie de lagjuptas tratadas con
neuraminidasa advertiria de la posible mayor senrede ADP a partir de sus
granulos densos, por lo que a igual adiciéon de ABRantidad global de ADP
(secretado + adicionado en el ensayo) que se nPRY12 para ampliar la sefal
de activacion de las plaguetas seria mayor enldasigtas con neuraminidasa. El
efecto observado tras la activacion por CRP-XL, @sepronunciado que con
ADP, pero con un notable aumento de la unién anfiigeno seria consecuencia
de la secrecion aumentada de ADP (Nieswahdil, 2001). Consecuentemente,

tanto los antagonistas del receptor de ADP (tidagreomo los inhibidores de
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neuraminidasa (oseltamivir) han mostrado capacidad prevenir la

hiperreactividad plaguetaria inducida por NanA (Kyhet al, 2018).

Finalmente para el apartado de plaguetas, la eciposa la neuraminidasa de
las plaquetas lavadas e incubadas con suero aotd@agsé un aumento discreto
en la unién de anticuerpos contra GPYbGPIX; y sobre todo un mayor aumento
en la unién de anticuerpos contra la integridéb. Este efecto podria ser
explicado, como ocurria para el FXIl, porque lam@iaciéon de los residuos
expuestos de acido sialico con carga negativa,gtemarecer la interaccion del
anticuerpo con el antigeno o porque la activaclaguetaria facilita la exposicion

de laallb; del sistema canalicular.

En el Gltimo apartado de este capitulo quisimosuaval efecto del contenido
en acido sialico sobre la hemdlisis de glébulossofonsiderando los recientes
resultados relacionando este con el SHU (Hyvérates, 2016). El SHU es una
microangiopatia trombatica caracterizada por hesigdiintravascular, trombopenia
e insuficiencia renal aguda que es resultado deaatigacion incontrolada del

sistema del complemento (Figura 18).
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Figura 18. Vias de activacion del complemento.

Vias clasicay
de las lectinas

T

]
C3-convertasa @ 3 ¢ @ C3-convertasa
(C4b2a) ' (C3bBb)

S c3b@§§

Via alternativa

C4BP,

DAF, CR1
fH, DAF,
ull’

MAC (formacion)

C5- "'"'};ctfafm:,""" C3b / c3bBb

Membrana
celular

Via litica

Se diferencian tres tipos de SHU atendiendo aislogia: tipico, secundario y
atipico (Jokiranta, 2017). El SHU tipico es causaddasta un 90% de los casos
por alimentos contaminados cBischerichia colienterohemorragica productor de
toxina Shiga, de ahi que se conozca como STEC-H:#B/ddori & Bertoni,
2013). La subunidad B de la toxina Shiga (o todika-Shiga), una potente
citotoxina, se une a glicolipidos especificos de r@mbrana celular,
especificamente a globotriaosilceramida (Gb3). &idio A se internaliza e
induce la apoptosis de la célula afectada, causadaiiio o activacion del endotelio,
glébulos rojos, y plaguetas (Jokiranta, 2017). i®aga que la principal razén por
la que la infeccion gastrointestinal afecta paldicuente a los rifiones es el

tropismo tisular de la toxina Shiga debido a lartiieexpresion de Gb3 en el
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endotelio glomerular (Amarait al 2013). Se habla de SHU secundario cuando se
inicia por una enfermedad o estado coexistente.chasas mas frecuentemente
relacionadas incluyen infecciones; especialmergectaisadas pdtreptococcus
pneumoniadgSzilagyiet al, 2013) y el virus de la influenza (Allen & Lict2Q11).
Ademas de las infecciones, el SHU secundario pwsiar asociado con el
trasplante (de 6rgano solido o de médula Oseagrrmapeflades autoinmunes,
cancer, embarazo, y el uso de ciertos farmacosoxitms. La caracteristica
comun de estas condiciones coexistentes es queemuealisar dafio celular
directo, promover la activacion del sistema del plemento en general o

exacerbar la activacion del complemento en céfuagias (Jokiranta, 2017).

En cambio el SHUa, no se asocia con infeccionesoni una enfermedad
coexistente (Loiraet al, 2016). Generalmente se debe a la existencia defecto
genético (hasta en un 50-60% de los casos de SetUlas proteinas reguladoras
del complemento produciendo como resultado unavaai@in incontrolada del
complemento por diferentes mecanismos, incluidos terivados de una
enfermedad subyacente (Jokiranta, 2017). Tambiérase descrito defectos
adquiridos en hasta un 8-10% (anticuerpos antefadtl). El gen mas
frecuentemente mutado es el del factor H (en uB@®®@-de los casos SHUa),
estando afectados en menor frecuencia otros g&i®4s, previamente conocida
como proteina cofactor de membrana (5-15 %), fact@-10%), C3 (2-10%),
factor B (1-4%), trombomodulina (3-5%) (Fremeawc#d et al, 2013). Las
mutaciones del gen del factor H (FH), ademas ddéasemas frecuentes, son las

que se asocian a un peor pronoéstico (Capetadi, 2006).

El FH del complemento junto con el factor I, corapitton el factor B por la

union a C3b y acelerar la desintegracion de la edasa de C3 (Figura 21). Se
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han descrito alrededor de 100 mutaciones en eldgér-H, la mayoria de las
cuales son mutaciones missense que no afectanidieesnde FH ni de C3
(Jokirantaet al, 2006). En estos pacientes, las mutaciones gememg afectan la
region C-terminal (los dominios 19 y 20), que sos due interaccionan con C3b,

glucosaminoglicanos, heparina y células endotsliéiiggura 19) (Jokirantat al,

2006).

Figura 19. Activacion y regulacion por factor H dela via alternativa del

complemento en el plasma y en superficies celulares
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En los dltimos afos, ha aumentado la comprensigargede los mecanismos
patogénicos del SHU atipico, y los resultados abtesnapuntan a un papel clave
del acido sialico (Hyvéarineat al, 2016). ElI FH se une por un lado al 4cido sialico
de las superficies de eritrocitos, células enddtdiy plaguetas; y por otro a la

fraccion C3b del complemento para prevenir el deélalar y la trombogénesis
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caracteristicas del SHUa (Figura 19). La alteraeidrel reconocimiento del acido
sialico de las superficies y de C3b a causa dmldaciones en los dominios 19-20

del FH explica el desarrollo de SHUa (Hyvéariretral, 2016).

Por ello, estudiamos el efecto que una desialitacaimpleta en sangre pudiera
tener en la hemdlisis a través de la posible attivadel complemento. En el
ensayo empleando muestras de sujetos sanos, norvathes mayor
susceptibilidad a la lisis mediada por complemetto hematies tratados con
sialidasa a diferencia de estudios previos (Yu &AletASH 2018,#3748). Es
atractivo especular que esta variabilidad podridnacarse a diferencias
interpersonales, y seria interesante evaluar kiliédad hemolitica en portadores
de diferentes mutaciones en el FH que afectanradeaccion con el acido sialico.
Por esta razon nos parecio interesante estudiafeeto de la sialidasa en un
paciente con SHU postrasplante de progenitores topanggticos. Los resultados
obtenidos en dos momentos de la enfermedad depastente muestran que
especialmente cuando se recalcifica la muestrdndopmaties desialilados presentan
mayor hemdlisis. La identificacion de dos mutacfopatogénicas en el dominio
20 del FH podria apoyar la importancia de estosimios (y su posible relacién
con la interaccion acido sialico y activacion denptemento) en la patogenia del

SHUa (Heineret al, 2006).

Reconocemos que existen limitaciones en nuestroeimodomo son: 1) la
funcionalidad plaquetaria evaluada tanto por LTAnoopor la expresion de P-
selectina o la union a fibrinbgeno mediante citofaetle flujo con diferentes

agonistas se realizé en muestras con mas de 12 #eracubacion por lo que los
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resultados con determinados agonistas, especianaedbsis bajas podrian estar
infravalorados. No obstante, todos los resultadnscentroles tratados con
neuraminidasa se comparan con el mismo control tsdonea las mismas
condiciones excepto sin neuraminidasa para eviséa émitacion; 2) como
modeloin vitro, no podemos valorar las consecuencias de undild&sin sobre

la vida media y aclaramiento tanto de proteinasatileslas como de células con
menor contenido de &cido sialico. Este aspecto sseddmostrado clave en
plaguetas. 3) EI ADP, que contribuye a la propagace la activacion de las
plaguetas, se libera desde los granulos densossdadquetas, pero también por
las células endoteliales y por los hematies; logpdria tener un papel adicional
en la fisiopatologia del SHUa, lo cual no ha sidtorado en este trabajo. 4) Y por
altimo, no se han evaluado otros factores relegaate patologia ateroscleroética
que sin duda tendrian un papelvivo, como son: el aumento de interacciones
entre plaquetas y leucocitos debidas a la reducd@ha carga electronegativa
global en muestras desialiladas (Kullataal, 2018), la pérdida de la proteccion
asociada a la reduccion de lipidos plasmaticosffaonatorios (Whiteet al, 2018;
Ilgdoura, 2017) y el nivel de sialilacion de nuewvoarcadores implicados en

aterogenicidad como CD36 (Kaweddtial, 2019).

5. Conclusion

Este trabajo analiza el efecto de la desialilagi@bal en hemostasia. Aunque
los niveles de este componente pueden tener efectael reconocimiento
inmunologico y en el aclaramiento de las proteimamostaticas, nuestro modelo

indica que la pérdida de acidos sialicos no tiemémpacto patogénico mayor en
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dos proteinas evaluadas (antitrombina y FXII) ni las pruebas globales
analizadas (TTPA, TP y formacién y degradaciénatglgulo). Sin embargo, la
desialilacion completa puede revertir parcialmentevitro el efecto de ciertas
mutaciones en la antitrombina que afectan la aohidor heparina lo que abre
interesantes perspectivas en el manejo de est@nfEy en la aplicaciéon clinica
de concentrados de antitrombina con menor contestédécido sialico. Ademas,
nuestro estudio demostré un estado de hiperredativplaquetaria si se produce
desialilacion, lo que podria ser contribuyente anigntes con otros factores de
riesgo adicionales a un estado protrombotico, émipeente a nivel arterial. Son
precisos estudios adicionales que evaluen si iiibs de neuraminidasa podrian
disminuir la hiperreactividad plaquetaria y redu@rsensibilidad a la lisis por
complemento en determinados pacientes fundamentdmen portadores de

ciertas variantes genéticas del FH.
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1. Describimos por primera vez una desialilacion dlopatransitoria de las
proteinas plasméaticas asociadas a eventos trommpoEn una paciente. La
disminucién de la fuerte carga electronegativacdedcidos sialicos terminales
al modular las interacciones hemostaticas protgiogeina, en combinacion con
una situacién protrombdtica fuerte, como la deficia congénita de
antitrombina, podria aumentar el riesgo de tronh@sipecialmente en territorio
arterial.

2. La desialilacion plaguetaria puede estar implicadda patogenia y respuesta
terapéutica de enfermos con trombopenia inmune aoidm (PTI)
multirefractaria. Los pacientes con PTI con pogld Unica para anticuerpos
anti-GPllr y que presentan una marcada desialilacion pladagtadrian ser
identificados como malos respondedores a los tiatdos convencionales. Una
posible estrategia terapéutica en estos casosapgeiruin tratamiento combinado
que incluya inhibidores de neuraminidasa.

3. La pérdida de &cidos sialicos no tiene un impacganen la funcionalidad de
la antitrombina, el factor XllI, ni en pruebas glEsade la coagulacion (TTPA,
TP, y formacién y degraciéon del coagulo). Sin embarla desialilacion
completa puede revertir el efecto de ciertas moites que afectaban la afinidad
por heparina de la antitrombina y abre interesgmeespectivas en el manejo de
estos pacientes y en la aplicacion clinica de cureeéos de antitrombina con
menor contenido de acido siélico.

4. Nuestro modelo de desialilacion glolralvitro valida la generacion de un estado
de hiperreactividad plaquetaria. Estos resultatbosnala posibilidad de que en
pacientes con otros factores de riesgo isquémiaoddsialiacion podria

exacerbar su riesgo trombético y que inhibidoresndaraminidasa pudieran
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tener utilidad en disminuir dicha hiperreactividaldquetaria sin aumentar el

riesgo de sangrado.
5. La desialilacion completa no afecta a la hemdiisikicida por activacion del
complemento de forma notable aunque deberia egaluan sujetos con

variantes del factor H que incrementan el riesgos@erome hemolitico

urémico.
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Changes in the levels of serum and cellular sialid, which may be
associated to a prothrombotic state related tor@gbkerosis may be implied in a

number of hemostatic disorders.

In this study, we aimed to analyze sialic acid eantin (1) a patient with a
particularly severe thrombotic defect, (2) a coheoft multirefractory immune
thrombocytopenia (ITP) patients, (3) normal induats and specific patients
(antithrombin deficiency, atypical hemolytic urensgndrome) to investigate a

possible role on global and distinct hemostatitwalys.

In the first section, we carried out a detailed aeduential analysis of samples
from a patient suffering from early and recurreahous and arterial thrombosis.
We performed thrombophilic tests, biochemical, tioral, genetic and glycomic
analysis of antithrombin and other plasma protéeli® patient carried a new type
| antithrombin mutation (p.lle218del), whose sturet relevance was verified in a
recombinant model. Experiments with N-glycosidaseafd neuraminidase
suggested a nearly full desialylation of plasmagins, which was confirmed by
mass spectrometry analysis of transferrin glycokrnHowever, partial
desialylation and normal patterns were detectexsamples collected at other time-
points. Desialylation was noticeable after arteeraénts and was associated with
low antithrombin activity, reduced platelet coumtdaglomerular filtration rate.
This is the first description of a global and tians desialylation of plasma
proteins associated with thrombosis. The decreagbéd strong electronegative
charge of terminal glycans may modulate hemostatitein-protein interactions,
which in combination with a strong prothrombotituskion, such as antithrombin

deficiency, could increase the risk of thrombosis.
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In the second section of this work, we focusedatigmts with multirefractory
ITP, since recent data suggest that specific datelet antibodies may cause
destruction of platelets by favoring platelet l@dssialic acid. In this multicenter
study 35 patients with ITP, including 16 with mréfractory disease, were
analyzed for antiplatelet-antibodies, thrombopaigfflPO) levels, and platelet
desialylation. In selected cases, responses toval iceatment strategy using
oseltamivir were tested. We found that antibodiegairsst GPlb. were
overrepresented in multirefractory patients comgéare responders (n = 19). In
contrast to conventional ITP patients, multirefoagt patients exhibited a
significant increased platelet activation stateafgite secretion) and desialylation
(RCA-1 binding) (p < 0.05), and a trend toward lEghplasma TPO
concentrations. The decreased sialic acid conearhed to be restricted to platelet
glycoproteins, since other plasma proteins werehypbglycosylated. A total of
10 patients with multirefractory ITP having reméslaloss of platelet terminal
sialic acids were given oseltamivir phosphate. Wiilea antiviral drug was
combined with TPO receptor agonists (TPO-RASs) othwmmunosuppressant
drugs, platelet responses were observed in 66.7%aténts. All responding
patients presented with antibodies reactive onlgirey GPll. These findings
suggest that desialylation may play a key pathagesie in some multirefractory
ITP patients, and provide diagnostic tools for ithentification of such patients.
Furthermore, we show that sialidase inhibitor tresit in combination with
therapies that help to increase platelet productianm induce sustained platelet
responses in some patients with anti-GRimediated thrombocytopenia that have

failed previous therapies.
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Sialic acids are also critical for factor H-meddtmmplement regulation on
endothelial cells, erythrocytes, and platelets. iAdidally, recent data suggest that
soluble exogenous neuraminidase can desialylatel@is, leading to platelet
hyperreactivity. In the third section of this studye developed aim vitro model
of global desialylation to evaluate effects on kmagulation proteins and on
complex hemostatic processes such as coagulatwimolysis, platelet activation
and the susceptibility to complement-mediated hgei®l Enzymatic removal of
sialic acid from human antithrombin and factor Xiad no effect on their
coagulant activity. Global coagulation tests (prothbin time, activated partial
thromboplastin time, clot formation, and fibrinalgs were similar than samples
without neuraminidase treatment. However, compbligsialylation reverse the
effect of certain mutations in antithrombin thateat the heparin affinity. These
findings suggest the possibility of testing antitimbin concentrates with lower
sialic acid content in these specific patientsti@nmore, platelet studies validate
that treatment with neuraminidase leads to plateygerreactivity. These results
suggests that in patients with other ischemic fegtors, desialylation could
exacerbate their thrombotic risk and that neurasase inhibitors may be useful in
decreasing platelet hyperreactivity without incregghe risk of bleeding. Finally,
complete desialylation does not seem to signifigaaffect hemolysis, although a
more detailed analysis is warrated in patients vaittor H polymorphisms that

increase the risk of hemolytic uremic syndrome.
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Se ha sugerido la relevancia del 4cido sidlicoosmlveles y la funcion de las

proteinas hemostaticas, pero hay pocos estudipsrdises.

Nuestro objetivo fue analizar el contenido de aaiddico y sus consecuencias

funcionales en diferentes elementos hemostatictegsmontextos.

En el primer capitulo, estudiamos una paciente tcombosis recurrentes.
Realizamos pruebas trombofilicas, analisis biogeas)i funcionales, genéticos y
glicdmicos de antitrombina y otras proteinas pldsraa en muestras seriadas. La
paciente presentaba una nueva mutacion SERPINC1 (p.lle218del), cuya
asociacion con una deficiencia de antitrombina tige verifico en un modelo
recombinante. Se observé una desialilacion casptainde proteinas plasmaticas
mediante Western blot y experimentos con N-glicasidF y neuraminidasa, que
se confirmd mediante espectrometria de masas pasa glicoformas de
transferrina. Sin embargo, se detectd desialilapincial y patrones normales en
muestras recogidas en otros momentos. Esta esnterprdescripcion de una
desialilacion global y transitoria de proteinaspiaticas asociadas con trombosis.
La disminucion en la fuerte carga electronegatisaceda con la desialilacion
puede modular las interacciones proteina-proteiamobktaticas, o que en
combinacion con una situacion protrombotica grav@no la deficiencia de

antitrombina, podria aumentar el riesgo de trongoosi

En el segundo capitulo, realizamos un estudio o&untrico de 35 pacientes
con trombocitopenia inmune (PTI), 16 con PTI mudfiractaria. Datos recientes
sugieren que anticuerpos antiplaquetarios espesifioeden causar la destruccion
de las plaquetas al favorecer la pérdida de acidbca Analizamos los
anticuerpos antiplaquetarios, los niveles de trgmgetina (TPO) y la

desialilacion de plaquetas. En 10 casos, se eviufespuesta a un nuevo
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tratamiento con oseltamivir (antiviral inhibidor deuraminidasa). Descubrimos
gue los anticuerpos contra GRIkestaban sobrerrepresentados en pacientes
multirefractarios, quienes también presentaronumemto significativo del estado
de activacion plaquetaria (secrecion de granuladsjalilacion (unién a RCA-1,
restringida a plaguetas ya que las proteinas ptasaaao estaban desialiladas), y
una tendencia a niveles mayores de TPO. Cuandseibmivir se combin6 con
agonistas del receptor de TPO (TPO-RA) o con faomasmunosupresores, se
observaron respuestas plaquetarias en el 66,7%o0%lgdcientes. Todos los
pacientes que respondieron presentaron anticuegao$ivos solo contra GRIb
Estos hallazgos sugieren que la desialilacion puddsempefiar un papel
patogénico clave en algunos pacientes con PTI mefiictaria y proporcionar
herramientas de diagndstico para su identificacAsemas, mostramos que el
tratamiento con oseltamivir en combinacién conpgimque ayudan a aumentar la
produccion de plaquetas puede inducir respuestagu@larias sostenidas en
algunos pacientes con trombocitopenia mediada ptwGPlbo sin respuesta a

terapias previas.

En el tercer capitulo desarrollamos un modalovitro de desialilacion
completa para estudiar su efecto sobre las pratailaze de la coagulacion y en
procesos hemostaticos complejos como la coaguldeidibrindlisis, la activacion
plaquetaria y la susceptibilidad a la hemdlisis iada por el complemento. La
antitrombina y el factor Xll desialilados mantuwersu actividad. Las pruebas de
coagulacion global (tiempo de protrombina, tiemp® tcomboplastina parcial
activada, formacion de coagulos vy fibrindlisis) fue similares en muestras con o
sin tratamiento con neuraminidasa. Sin embargdesgalilacion completa revirtié

el efecto de ciertas mutaciones en la antitrombuma afectan la afinidad por la
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heparina. Ademas, la desialilaciam vitro causa hiperreactividad plaquetaria.
Estos resultados sugieren que en pacientes con otros factores de riesgo isquémico,
la desialilacion podria exacerbar su riesgo trombotico, y que los inhibidores de la
neuraminidasa pueden ser Utiles para disminuir la hiperreactividad plaquetaria sin
aumentar el riesgo de sangrado. Finalmente, la desialilacion completa no afecto
significativamente la hemdlisis, aunque se justifica un andlisis mas detallado en
pacientes con variantes de factor H que aumentan el riesgo de sindrome urémico

hemolitico.
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