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GLOSARIO

Citrulinoma: Conjunto de proteinas modificadas que pueden tener el papel de neo
antigenos y permiten el reconocimiento por el sistema inmune adaptativo de un
paciente. Es decir, son proteinas que pudieran ser blanco de los autoanticuerpos de
los pacientes.

Especificidad analitica: Capacidad de distinguir entre el analito buscado y los
componentes de la muestra.

Especificidad Diagnostica: Capacidad de wuna prueba para descartar
correctamente a las personas que no tiene la condicién o enfermedad en estudio.
Mide la proporcién de personas sin la condicidon que son identificadas correctamente
como negativas por la prueba. Una alta especificidad indica que la prueba tiene baja
tasa de falsos positivos.

Epitopo: También conocido como “determinante antigénico”, pueden ser
secuencias de aminoacidos y es una region especifica de una molécula que es
reconocida por receptores del sistema inmunoldgico o por los anticuerpos.

Falso positivo: Ocurre cuando un modelo o algoritmo indica que hay relaciéon o
patron entre variables, pero en realidad no existe. Esto puede conducir a
conclusiones erréneas o a la toma de decisiones basada en informacion incorrecta.
Inmunorreactividad: Es la capacidad de un anticuerpo para unirse o detectar
especificamente a un antigeno y producir una respuesta inmunitaria.
Inmunogenicidad: Capacidad de un antigeno de inducir una respuesta inmunitaria
en un organismo.

Neo antigeno: Es un tipo particular de antigeno que surge como resultado de
modificaciones postraduccionales o0 mutaciones genéticas.

Péptido: Molécula compuesta por la unién de dos o mas aminoacidos mediante
enlaces peptidicos que resultan de la reaccién quimica entre el grupo amino de un
aminoécido y el grupo carboxilo de otro aminoacido.

Sensibilidad analitica: Limite inferior de deteccion de un analito en una prueba.
Sensibilidad Diagnoéstica: Capacidad de una prueba para detectar correctamente
a las personas que tienen la condicion o enfermedad en estudio.

Tolerancia inmunoldgica: Capacidad del sistema inmunol6gico para reconocer y

12



tolerar los antigenos propios del organismo, evitando una respuesta inmunitaria
excesiva o inapropiada contra ellos, ademas es un mecanismo esencial para

mantener la homedstasis y prevenir respuestas inmunitarias autoinmunes.
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1. RESUMEN

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, crénica e
inflamatoria. Se caracteriza por afectacion poliarticular y puede presentar
manifestaciones sistémicas. Sin un tratamiento adecuado puede progresar hasta el
deterioro estructural propiciando discapacidad en el paciente. Adicionalmente, esta
enfermedad se asocia con una serie de comorbilidades que disminuyen la calidad
de vida del paciente e incrementa significativamente su riesgo de muerte.

Se reconoce que la etiologia de la enfermedad es multifactorial donde
coinciden factores tanto genéticos como no genéticos. Sin embargo, hasta ahora la
posibilidad de prevenir el desarrollo de la enfermedad es incierta ya que los eventos
gue parecen desencadenar el proceso autoinmune ocurren meses o afos antes del
inicio de sintomas en el paciente, por lo cual su prevencion es un elemento que
sigue siendo un gran desafio de la medicina moderna.

Uno de los aspectos moleculares mejor descritos y que ocurren previo a la
generacion del proceso autoinmune esel potencial impacto que tiene la alteracion de
las modificaciones postraduccionales en proteinas o acidos nucleicos del paciente.
Dentro de este aspecto, la citrulinacion de proteinas del tejido conectivo ha
mostrado potencialmente jugar un papel activo en la modificacion de la respuesta
inmune adaptativa y desarrollo de autoinmunidad tanto en modelos animales como
en estudios clinicos. En ese contexto, el monitoreo de las modificaciones por
citrulinacién en individuos susceptibles genéticamente o expuestos a factores de
riesgo para el desarrollo de AR deberia sruna estrategia para conocer en detalle el
desarrollo de la patologia y asi, posiblemente, proponer estrategias para inhibir la
progresion de la enfermedad.

Prueba del importante papel de los epitopos citrulinados en AR es el hecho
gue el biomarcador mas especifico para la enfermedad es la evaluacion de los
niveles de Autoanticuerpos Anti-Péptido Citrulinado Ciclico (ACPA, por sus siglas
en inglés o también reconocido como aCCP). Sin embargo, aunque esta prueba ha
resultado de gran apoyo para la practica del reumatélogo, no permite dar
seguimiento de los eventos de citrulinacion especifico por el hecho de que la prueba
en si misma es una coleccion de péptidos antigénicos modificados y derivados de

14



proteinas blanco (vimentina, a-enolasa, fibrinbgeno, entre otras). Es por eso que
resulta de gran interés la generacion de nuevos anticuerpos en contra de epitopos
citrulinados inmurreactivos por pacientes con AR.

En base a una revision bibliogréfica sistematica se identificaron 6 péptidos
citrulinados que potencialmente pudieran ser evaluados con el banco de plasmas
sanguineos de una cohorte de pacientes con AR. Sin embargo, debido a problemas
asociados a la pandemia de COVID-19, sélo se pudo obtener el péptido sintético
citrulinado lineal (HCgp-39) (263-PTFGCIitSFTLASSET-275) y su péptido control (sin
citrulina). Empleando un sistema de ELISA indirecto estandarizado se evaluaron de
manera comparativa 65 muestras de plasma de pacientes con AR y 6 muestras de
donadores sanos.

De manera general, los resultados de este analisis sugieren que el 63% de
los pacientes mexicanos con AR mostraron inmunorreactividad para el péptido
lineal. Los donadores no mostraron niveles altos de inmunorreactividad. Con el
propésito de desarrollar suero hiperinmune especifico para este péptido se realizo
un protocolo de inmunizacién con ratones BALB/c. En base a las evaluaciones por
ELISA de los sueros de ratones, se observé un ligero incremento de la reactividad
al péptido citrulinado del suero "hiperinmune”, en comparacion con el suero de
ratones no inmunizados. Sin embargo, no fue capaz de reconocer proteinas de
liquido sinovial de pacientes con AR, por la técnica de western blot y, por lo tanto,
no ofreci6é garantias de que la fusion de células de mieloma con los esplenocitos de
los ratones inmunizados pudiera generar clonas especificas para este péptido.

En conclusion, este estudio evidencid que el 63% de una cohorte de
pacientes mexicanos con AR fueron inmunorreactivos al péptido 2es-
PTFGCitSFTLASSET-275 derivado de la proteina HCgp-39, sugiriendo la presencia
de autoanticuerpos afines. Aunque el intento de generar suero hiperinmune en un
modelo murino no funciond, consideramos de gran importancia el proseguir con el
trabajo para generar anticuerpos monoclonales en contra de epitopos citrulinados
como una estrategia valida para monitorear y caracterizar la progresion de la

autoinmunidad en poblacién mexicana.
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2. ABSTRACT

Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune, chronic and inflammatory
disease. It is characterized by polyarthritis and may have systemic manifestations.
Without adequate treatment, it can progress to structural deterioration, causing
disability. Additionally, this disease is associated with several comorbidities that
further decrease the patient's quality of life and increase their risk of death.

It is recognized that the etiology of the disease is multifactorial, in which both
genetic and non-genetic factors coincide. However. at this time, it is uncertain
whether the disease can be prevented. The events that may trigger the autoimmune
process appear to happen many months or even years before the patient
experiences symptoms. Therefore, the monitoring and prevention of RA is an
element that remains a significant challenge of modern medicine.

One of the best-described molecular aspects that occurs initially is the
autoimmune process is triggered by altering post-translational modifications in the
patient's proteins or nucleic acids. Citrullination of connective tissue proteins has
been shown, to play an active role in modifying the adaptive immune response and
potentially developing autoimmunity, both in animal models as in clinical studies. In
this context, the monitoring of the modifications by citrullination in exposed
individuals who are genetically susceptible or exposed to risk factors for the
development of RA should be a strategy to know the development of the pathology
in detail and thus, possibly, proposing strategies. to inhibit the progression of the
disease.

Proof of the important role of citrullinated epitopes is the fact that the most
specific biomarker for the disease are the levels of Anti-Cyclic Citrullinated Peptide
Autoantibodies (ACPA, for its acronym in English or also recognized as aCCP).
However, it must be recognized that although this test has been of great support for
the rheumatologist's practice, it does not allow for the follow-up of specific
citrullination events since aCCP's test is a collection of modified antigenic peptides
and derivatives of target proteins (vimentin, enolase, fibrinogen, among others). For
this reason, the generation of new antibodies against other immunoreactive

citrullinated epitopes by patients with RA is of great interest.
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In the present study and based on a systematic bibliographic review, 6
citrullinated peptides were identified that could potentially be evaluated with the
blood plasma bank of a cohort of patients with RA. However, due to operational
problems COVID-19 pandemic related, only the synthetic linear citrullinated peptide
(HCgp-39) (263-PTFGCitSFTLASSET-275) and its control peptide (without citrulline)
could be adquired. Using a standardized indirect ELISA system, 65 plasma samples
from patients with RA and 6 samples from healthy donors were comparatively
evaluated. In general, the results of this analysis suggested that 63% of the Mexican
patients with RA showed immunoreactivity for the citrullinated peptide. On the other
hand, donors didnt show high levels of immunoreactivity.

In order to develop specific hyperimmune serum for this peptide, an
immunization protocol was carried out with BALB/c mice. Based on ELISA
evaluations of mouse sera, a slight increase in citrullinated peptide reactivity of
"hyperimmune"” serum was observed as compared to serum from non-immunized
mice. However, it was not able to recognize proteins from the synovial fluid of
patients with RA, by the western blot technique and, therefore, it did not offer
guarantees that the fusion of myeloma cells with the splenocytes of the immunized
mice could generate clones. specific for this peptide.

In conclusion, this study showed that 63% of a cohort of Mexican patients with
RA were immunoreactive to the 263-PTFGCitSFTLASSET-275 peptide derived from
the HCgp-39 protein, suggesting the presence of related autoantibodies. Although
the attempt to generate hyperimmune serum in a mouse model did not work, we
consider it of great importance to continue with the attempts to generate monoclonal
antibodies against citrullinated epitopes as a valid strategy to monitor and

characterize the progression of autoimmunity.

17



3. INTRODUCCION

3.1 Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, cronica,
sistémica e inflamatoria; caracterizada por sinovitis cronica en la membrana sinovial
de la articulacion, siendo éste el tejido principal afectado. Fundamentalmente es
poliarticular y los pacientes pueden presentar compromiso sistémico. Sin un
tratamiento adecuado puede progresar hacia un deterioro estructural articular
irreversible en cartilago y hueso y eventualmente discapacidad (2. Generalmente
Sus signos y sintomas son: astenia, malestar general, dolor (artralgia), que puede
ser desde leve a intenso y persistente incluso en reposo; rigidez articular matutina
gue dura mas de una hora®. Adicionalmente, también pueden presentar
tumefaccion que se desarrolla gracias al tejido sinovial proliferante, el cual se
encuentra engrosado y edematizado debido al incremento de liquido sinovial. Estas
manifestaciones suelen presentarse con una distribucion simétrica. Asimismo, se
reconoce la presencia de erosiones Oseas y deformidades al alcanzar la AR
establecida-9).

Es importante resaltar que, se ha descrito que la gravedad de la enfermedad,
la actividad de la enfermedad y la discapacidad estan fuertemente vinculadas a la
mortalidad prematura en pacientes con AR(). Varios estudios reportan que la
mortalidad se incrementa en los pacientes, con respecto a individuos sanos,
ademas de que las complicaciones cardiovasculares y sistémicas aumentan
considerablemente. Por otro lado, es bien reconocido que los pacientes con esta
enfermedad pueden desarrollar diversas manifestaciones extraarticulares como
vasculitis, glomerulonefritis, pericarditis, sequedad de ojos y boca, nddulos
reumatoides entre otras. Estas manifestaciones pueden favorecer el desarrollo de
manifestaciones cardiovasculares y metabodlicas que comprometen la calidad de

vida de los pacientes reumaticos®2),
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3.1.1 Epidemiologia

La prevalencia de esta enfermedad se ha calculado entre el 0.5y el 1% en
pacientes adultos caucasicos®1% En México fue realizado un estudio de prevalencia
entre los afios 2009-2011, a través de la metodologia tipo COPCORD, donde se
evaluaron poblaciones de 5 diferentes estados (Nuevo Leén, Chihuahua, Sinaloa,
Ciudad de México y Yucatan). Este estudio mostré una prevalencia de 0.7 y 1%
para Nuevo Ledén y Ciudad de Meéxico, respectivamente; de 1.8-1.9% para
Chihuahua, Sinaloa y de 2.8% para Yucatan. En base a este estudio, se sugiere
gue hay una importante heterogeneidad entre diferentes regiones de nuestro pais.
Actualmente se considera que México tiene una prevalencia promedio de AR de
1.6%®), que es una de las mas elevadas del mundo. Ademas, la prevalencia se ve
modificada por variables el lugar de residencia, etnia, sexo, nivel socioeconomico,
etc. Se sabe que es 3 veces mas frecuente en mujeres que en varones y esto es
atribuible al efecto de hormonas sexuales sobre el control del sistema inmunolégico
y es mas frecuente en mujeres con la funcién ovarica disminuida en la menopausia
que se asocia con un aumento de citocinas proinflamatorias®). Asimismo, es

frecuentemente diagnosticada entre la cuarta y quinta década de edad®12.13),

3.1.2 Etiologia
El origen de esta enfermedad es una combinacion compleja de factores
genéticos, no genéticos (ambientales, inmunologicos) y eventos estocasticos

individuales, pero aun se desconoce el origen que favorece el desarrollo de AR.

3.1.2.1 Factores de Riesgo Genéticos
La AR es considerada una enfermedad poligénica, existen mas de 100 loci
asociados con la enfermedad 14 (%), Desde luego la implicacion del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (MHC) por sus siglas en inglés, es crucial para el desarrollo
de la enfermedad ya que las moléculas del MHC que se expresan en las superficies
de algunas células del hospedador se encargan de exponer complejos péptido-MHC
(antigenos peptidicos provenientes de diferentes compartimentos celulares a

diferentes poblaciones de linfocitos T) y es uno de los genes que mayormente se ha
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caracterizado.

Los loci del MHC, se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 que ocupa
un gran segmento del ADN. Hay tres clases de genes polimorficos, que codifican
diversas proteinas homologas, pero con estructuras distintas que se ubican en
diferentes tipos de células y difieren los mecanismos en la presentacion de
antigenos(t6) 17),

La clase del MHC |, codifica los polipéptidos transmembrana de 44 kDa
asociados a la superficie de la célula con un polipéptido de 12 kDa llamado
microglobulina-B2. Hay tres genes de clase | del MHC llamados HLA (Human
Leucocyte Atigen o Antigeno Leucocitario Humano), se dividen en HLA-A, HLA-B y
HLA-C; mientras que el MHC Clase IlI, esta compuesto por glicoproteinas
transmembranales que consisten en dos cadenas de heterodimeros de polipéptidos
ay B de 34 kDa y 29 kDa, respetivamente. Cada cadena tiene dos dominios: alfa-1
y beta-1. Juntos, los dominios alfa-1 y beta-1 forman una hendidura de unién de
péptidos que puede unir los fragmentos de antigenos derivados del exterior de la
célula. También hay tres loci de clase I, denominados HLA-DP, HLA-DQ y HLA-
DR; al grupo de alelos del MHC presente en cada cromosoma se le denomina
haplotipo-(18),

En particular, se ha identificado la asociacion con ciertos haplotipos
especificos (DR1, DR4 y DR10) de los alelos del HLA, a una mayor frecuencia en
el desarrollo de AR en personas que presentan la secuencia de aminoacidos
QKRAA, QRRAA o RRRAA, especificamente en las posiciones 70-74 de la cadena
B (DRB1), la cual esta codificada en el bolsillo de unién de péptidos P4 con carga
positiva conocida como “epitopo compartido” (EC)18). Esta region se localiza en el
surco del péptido antigénico con la molécula del MHC clase Il y tal como se presenta
en la Figura 1, es fundamental para el acoplamiento y seleccion del péptido
antigénico por la célula presentadora de antigeno (CPA)(141920) Esta region ha
demostrado favorecer la interaccion con epitopos citrulinados y, como
consecuencia, podria llevar a la activacion y seleccion de clonas autorreactivas de
linfocitos T; favoreciendo una respuesta autoinmune®d. En esta Figura 1, se

representa la localizacion del “Epitopo Compartido”. Los péptidos citrulinados que
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tienen carga negativa o neutra se unen mas facilmente al bolsillo P4, el cual tiene
cargas positivas (representados en circulos rojos); la citrulina reconocida
directamente por el TCR, esté en las posiciones -2 y -1 de péptidos como a enolasa
y colageno tipo Il.

El riesgo relativo de desarrollar la enfermedad en un individuo se ve
incrementado al tener un familiar de primer grado con la enfermedad, pero no
garantiza que se desarrollara, ya que los factores genéticos no son los Unicos
involucrados que pueden desempefiar un papel en el inicio y progresion de la

enfermedad®®.

__________________________________________

P4 P6  PUmS
ding groove of HLA-DR

eptide—bin

Figura 1. Representacién grafica del bolsillo de union de péptidos P4 de las
moléculas (HLA-DR SE) asociadas con la AR. Tomado de Malmstrom, Catrina,
et al ??

3.1.2.2 Factores de riesgo no genéticos.

Se asume que contribuyen a un 30-50% del desarrollo de AR. Dentro de ellos,
el habito del tabaquismo es uno de los mas estudiados y se ha demostrado que en
conjunto con la presencia del epitopo compartido pueden incrementar la
probabilidad de desarrollar la AR en mas del 70%©3). También se ha sugerido que
otros elementos como el microbioma, el perfil hormonal o la dieta pudieran jugar un
papel complementario en el desarrollo de la autoinmunidad(?),

Por otro lado, agentes infecciosos como la bacteria Porphyromona gingivalis
gue habita en la flora oral, parece promover el desarrollo de esta enfermedad. Como

se representa en la Figura 2, durante el proceso de periodontitis, el patdogeno P.
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gingivalis, favorece la expresion de la enzima bacteriana PAD, (Peptidyl Arginina
Deiminasa), la cual ocasiona la citrulinacion de las proteinas y consecuentemente
las proteinas modificadas inducen la ruptura de tolerancia del sistema inmunolégico
y de ahi que se lleve a cabo la inmunidad adaptativa y la formacién de auto
anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinados (ACPA)(2425),

En la Figura 2, también se representa graficamente de manera general como
las enzimas PAD, ejecutan la desaminacién del grupo amino (NH2+) de los residuos
del aminoacido Arginina (Arg) de la proteina por un oxigeno; mediante hidrolisis, lo
gue ocasiona que el aminoacido arginina (cargado positivamente) cambie por el
aminoacido citrulina y quede sin carga®®.

Las enzimas PAD4 que se expresan en granulocitos (neutrofilos, eosindfilos,
etc.), se localizan mayormente en el nucleo celular y su distribucion tisular es
extensa. Ver Anexo 1. Ademas, se ha demostrado que PAD 4 tiene un papel
regulador en la formacion de las “Trampas extracelulares de Neutrdéfilos” (NET) por
sus siglas en inglés, esto al mediar la descondensacion de la cromatina mediante
citrulinacién de histonas que sucede durante la NETosis, un proceso bioldgico en el
que los neutrofilos liberan estas redes como mecanismo para atrapar y destruir
patdégenos invasores®?),

Por otro lado, las isoenzimas PAD2 se expresan comunmente en otro tipo de
células y tiene una distribucién citoplasmatica (4142),

Estudios bioquimicos han confirmado que estas enzimas dependen de altas
concentraciones de Ca?* (cantidades >1,5 mM), para llevar a cabo la conversion de
aminodcidos “3-4%),

En ese sentido, se ha sugerido que procesos inflamatorios, asociados con la
muerte celular por piroptosis, necroptosis o NETosis podrian permitir la liberacion
de Ca2+ de mitocondrias o reticulo endoplasmatico, posibilitando la activacién de

las enzimas PAD (28:28-30),
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Figura 2. Posible papel de la PAD en la citrulinacion de proteinas. Tomado y
modificado de Brito Rocha, Baldo. et. al ¢V

La contaminacion del aire es otro factor importante medioambiental que ha
sido evaluado en varios estudios. La exposicion de las personas a contaminantes
estd asociada con la liberacion de citocinas proinflamatorias, ya que el primer
contacto ocurre con el macréfago alveolar, quien es la célula encargada de fagocitar
las particulas inhaladas y generar una respuesta inmune 2, Por su parte, estos
factores de riesgo son importantes, porque se ha propuesto que ante la ausencia
de los factores ambientales, a pesar de tener susceptibilidad genética, no
favoreceria el desarrollo de la ARG233),

Por otro lado, como se describe en la Figura 3, los factores genéticos y las
modificaciones epigenéticas van a propiciar un estado de susceptibilidad en ciertos
individuos. Sin embargo, se asume que se requiere gue otros elementos como los
anteriormente mencionados participen para propiciar la autoinmunidad, que en
etapas tempranas de la enfermedad es indetectable, dado que no hay sintomas. Se
sugiere que posteriormente existe una etapa donde se va consolidando la alteracion
autoinmune donde se ha observado la presencia de autoanticuerpos en contra de

péptidos citrulinados varios afios (5-15 afios) antes del inicio de sintomas®?. Asi
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mismo, como consecuencia del proceso autoinmune los niveles de células efectoras
y mensajeros quimicos proinflamatorios (citocinas/quimiocinas) se incrementan
dando paso a los sintomas y signos de la enfermedad ya establecida.

Cabe mencionar que se han descrito etapas preclinicas de la enfermedad
intentando homologar la terminologia que se usaria en fases clinicas tempranas que
pueden padecer los individuos con riesgo a desarrollar por completo artritis
reumatoide. Algunos términos propuestos son individuos en riesgo de AR con
factores genéticos y ambientales sin anomalias en marcadores de laboratorio y sin
los sintomas clasicos de la enfermedad; individuos en riesgo de AR con anomalias
de laboratorio (autoanticuerpos ACPA y FR), pero sin signos de artritis inflamatoria;
individuos en riesgo a AR debido a sintomas de artritis inflamatoria sin evidencia
clinica o de imagen de sinovitis; individuos con sinovitis en imagenes pero sin artritis
inflamatoria aparente y finalmente, individuos con artritis inflamatoria clinica
aparente que alin no cumplen con los criterios de clasificacion de ARG,

Sin embargo, se recomienda definir a las fases especificas hasta el desarrollo
de la AR como:

a) Factores de riesgo genéticos para AR

b) Factores de riesgo ambientales para la AR
c) Autoinmunidad sistémica asociada a la AR
d) Sintomas sin artritis clinica

e) Artritis no clasificada

f) AR, enfermedad establecida®*
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Figura 3. Desarrollo hipotético de la artritis reumatoide. Modificado de Smolen,
J. S. etal @

Las hipé6tesis mas recientes sugieren que el inicio de los sintomas articulares
son dependientes de la activacion de la respuesta inmune, posiblemente como
resultado de procesos inflamatorios crénicos a nivel de las mucosas. En estas
condiciones se propone que procesos inflamatorios mecénicos y cotidianos van a
encontrar una respuesta especifica y agresiva por la presencia de autoanticuerpos
contra epitopos citrulinados o células autorreactivas. En ese momento (AR
temprana), se sugiere que se iniciara la infiltracion de células inmunes activadas al
espacio sinovial, lo cual desencadena la hiperproliferacion de sinoviocitos y los
procesos de hematopoyesis, desencadenando una sinovitis; que, como
consecuencia, se genera un nuevo tejido llamado pannus, el cual es una fuente
importante de metaloproteasas de matriz extracelular (MMPSs) y demas activadores
de osteoclastos.

En este nuevo tejido inflamatorio es donde se alojan linfocitos T y B activados
gue facilitan la formacion de centros germinales a nivel local, es decir, dentro del
mismo tejido sinovial, perpetuando asi la respuesta inmunoldgica especifica y

autorreactiva y fomentando una expansion clonal de estos linfocitos(?2:36),
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3.1.3 Inmunopatogénesis.

El proceso inflamatorio en la AR comienza con la activacion de sistema
inmune innato a nivel articular y la generacion de citocinas y demas mediadores
proinflamatorios liberados que inducirdn la migracion de células tales como
neutroéfilos, monocitos, células dendriticas, linfocitos, células NK, desde la sangre
hasta la membrana sinovial. Ademas, durante la AR temprana ocurre una
hiperproliferacion de fibroblastos y se favorece la produccion del liquido sinovial en
el espacio articular®). En los procesos inflamatorios agudos, la migracién
leucocitaria se inicia con la expresién de moléculas de adhesion (L-selectina, ICAM-
1) sobre la superficie de los linfocitos. Posterior a la infiltracion de células
sanguineas en el espacio sinovial, se llevan a cabo dos procesos: la inflamacion y
la remodelacion tisular, este Ultimo, se observa tras la activacion de condrocitos,
osteoblastos y osteoclastos que propician la generacion de proteinas de matriz
extracelular y factores de crecimiento, tales como TGF- B(38:39),

Las células presentadoras de antigeno como las células dendriticas o los
macréfagos activados en el medio proinflamatorio de la membrana sinovial
inflamada producen moléculas como las citocinas distintivas del proceso (TNF-q, IL-
1B, IL-6) que contribuyen a reclutar y activar mas células inmunes innatas como son
los neutrdfilos, que una vez activados liberan niveles altos de sustancias oxidantes,
mas agentes proinflamatorios, fosfolipasas, defensinas, mieloperoxidasas, en el
sitio de la articulacién. Asimismo, se producen citocinas efectoras importantes como
IL-8, 0 la IL-17A40),

Los fibroblastos, y macréfagos expresan receptores tipo Toll (TLR3 y TLR4),
sugiriendo su participacion en la estimulacion temprana de la respuesta inmune
innata. Se ha demostrado que tras estimulos de los PRRs que como se menciona
en la seccion de las abreviaturas, son los receptores responsables de reconocer
patrones moleculares asociados a patdogenos. Una vez activados los TLR3 inducen
la produccion de citocinas como IL-6 y de metaloproteasas de matriz como
MMP141.42),

Posterior a la presentacion de antigeno por el MHC clase I, se activan las

células T CD4*, que dependiendo del microambiente de citocinas van a
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diferenciarse en fenotipos especificos, Thl Th2 y Thl7. Las células Thl, se
caracterizan por producir una serie de citocinas proinflamatorias, tales como IL-2,
IFNy y TNFa, de manera que activan la respuesta inmune celular. La IL-17,
producida por células Thl7, a su vez promueve la produccion de IL-6, IL-8 y GM-
SCF a partir de células ya mencionadas que aumentan el receptor activador del
ligando del factor nuclear NF-kB (RANKL), y la promocion de la produccion de
metaloproteinasas de matriz (MMP-1); ademas de estimular la expresion de varias
quimiocinas, incluidas CXCL8, CXCL1, CXCL2, CCL20, CCL2 y CCL7); de tal
manera que todo esto contribuye a la erosién ésea, destruccion del cartilago y la
neo angiogénesis“3),

Por otro lado, las células con fenotipo Th2 produce citocinas tales como IL-4,
IL-6, IL-10 y a su vez pueden favorecer la diferenciacion y reactivacion de las células
B autorreactivas de memoria, la formacién de centros germinales y linfocitos T
foliculares que favorecen la diferenciacion a células plasmaticas productoras de
auto anticuerpos®3).

Como ya se ha mencionado anteriormente, un tipo de autoanticuerpos contra
péptidos citrulinados (ACPA), parecen tener una gran relevancia en la AR. En
individuos ACPA+, se demostré que estos autoanticuerpos pueden estar dentro de
la cavidad articular, contribuyen a la patologia de AR ya sea por activacion directa
de los macroéfagos, activacion de osteoclastos por la formacion de inmunocomplejos
que pueden activar la via del complemento y perpetuar la inflamacion®”44, Es
importante mencionar que existe una probable relacion estrecha entre los
anticuerpos ACPA con la activacion de los osteoclastos; motivo por el cual en
pacientes con ACPA seropositivo se les adjudica un progreso rapido en etapas
tempranas del desarrollo de la enfermedad y pueden llevar a una enfermedad
erosiva mas rapidamente. La primera evidencia de que los osteoclastos podrian
tener un papel importante en la patologia dependiente de ACPA surgio de estudios
de ACPA policlonales purificados del suero de pacientes con AR ACPA positivo.
Estos ACPA policlonales promovieron la diferenciacion y activacion de los

osteoclastos in vitro, y causaron erosién 6sea y osteopenia ),
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Finalmente, la cronicidad de la enfermedad pudiera ademas deberse a la
unién de inmunocomplejos a los receptores Fc para IgG (FcyR), expresados en la
superficie de células efectoras del sistema inmunolégico. La uniébn promueve
aumento de citotoxicidad celular, fagocitosis, desgranulacién celular y la produccién
constante de citocinas y quimiocinas (22:46:47),

La Figura 4 ilustra como los autoanticuerpos (ACPA) pueden contribuir a la
inflamacion de las articulaciones. Como consecuencia, los eventos dependientes de
ACPA y RF podrian contribuir al inicio y propagacion de la inflamacion sinovial

crénica, y actuar de manera sinérgica(®,

Andlinaed

IL-&,
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Figura 4. La cascada inflamatoria en la AR establecida. Tomado de
Malmstrom, Catrina, et al ),
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3.2 Modificaciones postraduccionales de proteinas

La modificacion de proteinas se refiere a la modificacion quimica de las
proteinas después de su biosintesis, las proteinas estan sujetas a mas de 200 tipos
de modificaciones postraduccionales tales como fosforilacién, carbamilacion,
glicosilacion, ubiquitinacion, s-nitrosilacion, metilacién, N-acetilacién y citrulinacion,

entre otras 9,

3.2.1 Citrulinacién

La citrulinacion es un tipo de modificacion postraduccional de proteinas
(MPT), irreversible, lo cual significa que la proteina después de ser sintetizada sufre
un cambio quimico en su estructura primaria®“®.

Como la citrulinacion reduce la carga neta de proteinas a través de la pérdida
de una carga positiva, es decir, sufre desaminacion del grupo amino (NH2+) de los
residuos del aminoacido Arginina (Arg) de la proteina por un oxigeno, ocasiona que
el aminoacido arginina (cargado positivamente) cambie por el aminoécido citrulina
sin carga®®).

El proceso de citrulinacion es catalizado por la enzima peptidil arginina
deiminasa (PAD). Se han identificado en el genoma humano cinco isoenzimas:
(PAD1- 4 y 6). Las enzimas mas estudiadas y que han sido implicadas en el
desarrollo de la AR seropositiva son las isoenzimas PAD2 y PAD4@%40)_ PAD2, es
el miembro mas ubicuo de las isoenzimas, la enzima PAD4 se expresa en los
granulocitos (neutrofilos y eosindfilos, etc.) y ademas PAD?2 tiene una distribucion
citoplasmatica mientras que PAD4 se encuentra principalmente en el nacleo celular
(41.42) Estudios bioguimicos han confirmado que estas enzimas dependen de altas
concentraciones de Ca?* (cantidades >1,5 mM), para llevar a cabo la conversion de
aminoacidos 345, Ademas, se ha demostrado que PAD 4 tiene un papel regulador
en la formacion de las trampas extracelulares de neutréfilos NET, esto al mediar la
descondensacion de la cromatina mediante citrulinacion de histonas®”).

En ese sentido, se ha sugerido que procesos inflamatorios, asociados con la
muerte celular por piroptosis o NETosis podrian permitir la liberacion de Ca2+ de

mitocondrias o reticulo endoplasmatico, posibilitando la activacion de las enzimas
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PAD (28,28-30)

Sin embargo, como se ilustra en la Figura 5, estas enzimas requieren de un
entorno reductor, que es necesario para conservar el sitio libre de tiol cisteina
requerido para la catdlisis por parte de las PAD y controlar la activacién de las
enzimas®®. No obstante las propiedades oxidantes como las que otorgan las
especies Reactivas de Oxigeno (ROS) generadas por NADPH oxidasa durante la
NETosis deberia inhibir la actividad catalitica de PAD2 y PAD4 y asi de igual

manera modular el proceso de citrulinacion ¢,

3.2.2 Impacto fisiolégico de la Citrulinacion

La citrulinacion de proteinas esta implicada en diversos procesos fisioldgicos
ademas de NETs y piroptosis, tales como inflamacion, diferenciacion celular,
regulaciones genéticas, queratinizacion, apoptosis, necrosis, autofagia, entre otros,

gue ocurre en diferentes tejidos alterando asi la estructura de varias proteinas “).

Cabe mencionar, la sobreexpresion de PAD 4 y la actividad enzimética esta
presente en varias enfermedades, incluida la artritis reumatoide (AR), la enfermedad
de Alzheimer (EA), la esclerosis multiple (EM), el lupus (LES), la enfermedad de

Parkinson y algunos tipos de cancer®?b.

Como ya se menciond antes, esto es debido a este residuo de arginina
modificado, que puede aumentar la hidrofobicidad de las proteinas y conducir
consecuentemente al despliegue de proteinas y alterar sus interacciones intra e
intermoleculares®?. A nivel proteico, la citrulinaciéon provoca una reduccion en la
masa molecular de 0,9840 Da (aproximadamente 1.0 kDa), por cada arginina
modificada, sin embargo, el cambio mas significativo es en términos del cambio en

el punto isoeléctrico, impactando de igual manera en su hidrofobicidad®®).

Ademas, en el caso particular de la AR, se podria alterar la union y afinidad
a los alelos del locus HLA-DR en el MHC clase 1l ¢354,
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3.2.3 Hipercitrulinacion

En condiciones normales, las proteinas citrulinadas no desencadenan una
respuesta autoinmune, pero en individuos genéticamente predispuestos puede
conducir a la produccion de ACPA. Al haber una suma de mecanismos que activan
desmesuradamente a las enzimas PAD, se promueve una amplificacion de la
respuesta enzimatica:(3155%) Como sucede cuando hay cuerpos apoptéticos que
no son eliminados de forma eficaz por los fagocitos se ocasiona
hipercitrulinacion®758)

Como se describe en la parte central de la Figura 5, donde se muestra el
dafio membranolitico inducido por el huésped, por medio del “complejo de ataque a
la membrana” (MAC), impulsado gracias a componentes toxicos tales como
proteinas formadoras de poros del huésped (perforina y granzima), potentes
inductores de la “hipercitrulinacion leucotdxica” (LTH) siendo una posible via que
promueve cantidades exageradas de Ca+ intracelular que ademas permite la lisis
osmotica y consecuentemente la hipercitrulinacion y la formacion de ACPA en sitios
extra articulares®324),

Hay que hacer notar que este tipo de eventos fueron inicialmente descritos
dentro de la membrana sinovial de pacientes con AR y se representa en la parte
final de la Figura 5, donde posiblemente continlan vias membranoliticas y se
mantiene la hipercitrulinacién en la articulaciéon con AR.

Se sabe que el aumento de citrulinacion de histonas por PAD4 es esencial
en la descondensacion de cromatina induciendo la expulsion al espacio extracelular
de fibras de ADN, liberando proteinas granulares tras el estallamiento celular 659,
De manera que los NET son una fuente importante de algunos neo-antigenos
(proteinas citrulinadas) que se externalizan(3%.55.60),

Por otra parte, algunos sustratos de las enzimas PAD relacionados con AR,
son diversos y tienen mayor afinidad a varias proteinas estructurales como son
(vimentina, B-actina, y-actina, fibrindgeno, a-enolasa, colageno tipo I-Il, tenascina,
fibronectina y queratina)®”:61), asi como de proteinas implicadas en la regulacion de
la transcripcion de genes (histonas H1, H2A, H3 y H4)®8). De manera que, incluso
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la presencia de anticuerpos agonistas contra las PAD puede potenciar la

citrulinacion extracelular antes de que las enzimas se inactiven por oxidacion®%62),

Regulated ditrullination Hypercitrulination

Intra-articular hyperditrullination
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Figura 5. Citrulinacién normal y desregulada en la artritis reumatoide.
Tomado de Darrah E. y Andrade, F. et al 9,

3.2.4 Citrulinoma

Por su parte, el andlisis proteémico de los componentes celulares y solubles
en el liquido sinovial de la AR ha identificado mas de 100 proteinas citrulinadas, que
incluyen sustratos tanto intracelulares como extracelulares y juntos comprenden el
“citrulinoma” de la AR, o sea, el conjunto de proteinas modificadas en una célula
como resultado del microambiente celular. Sin embargo, no se comprende
completamente la importancia de este citrulinoma para la patogénesis de la AR y la

generacion de anticuerpos proteicos anti citrulinados ACPA ©3),

A pesar del considerable nimero de proteinas citrulinadas que se encuentran
en el liquido sinovial de la AR, solo unas pocas se han identificado como dianas de
ACPA. Es posible que la activacion de PAD pueda apuntar accidentalmente a

nuevos sitios en proteinas, generando neo epitopos no tolerados en moléculas
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anormalmente hipercitrulinadas. Esto apoya la hipétesis de que la generacion de

sitios Unicos de citrulinacion en proteinas puede impulsar su inmunogenicidad (6465,

Es por eso que se sugiere que este pequefio cambio en proteinas nativas del
individuo con predisposicion genética genera nuevos epitopos y es ahi donde podria
estar en el origen de una respuesta de intolerancia por parte del sistema inmune
adaptativo y, que consecuentemente puede llevar a la generacién de una respuesta

inmune especifica.

Ademas la hipercitrulinaciéon genera cantidades superiores al umbral de

antigenos provenientes del individuo(®).
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4. ANTECEDENTES

4.1 Anticuerpos de Diagndstico

Los Anticuerpos Monoclonales (AcM) son inmunoglobulinas que por
modificacion quimica y seleccién celular corresponde a conjunto de anticuerpos
especificos y derivados de una sola clona de células plasméticas, con la capacidad
de reconocer un solo determinante antigénico. Este tipo de proteinas modificaron
ampliamente las capacidades de analisis de la investigacion biomédica a principios
de los afios 80's y, en el presente, constituyen ademas una herramienta terapéutica
para la clinica. En este sentido, los AcM no sélo han permitido incrementar el
diagnostico de diferentes patologias, sino participar como instrumentos terapéuticos
e industriales. Uno de los retos de la investigacion con AcM, radica en la
identificacion de nuevos blancos con el objetivo de aumentar su eficacia terapéutica,
asi como la mejora de la efectividad y afinidad de los propios anticuerpos ¢").Por su
parte, los auto anticuerpos representan un sello distintivo de varias enfermedades
autoinmunes, como lo es la AR, jugando un papel en la patogénesis importante. Se
han identificado varios sistemas de auto anticuerpos asociados a esta enfermedad,
tales como los anticuerpos anti-carbamilados, anticuerpos anti-acetilados, anti-
PAD4, anticuerpos anti-péptido citrulinado, entre varios otros (68,

Dos pruebas diagnosticas basadas en la deteccion de autoanticuerpos de la AR
son principalmente las mas usadas hasta kfecha; incluso una de ellas ha perdurado
desde los antiguos criterios diagnosticos ACR/EULAR de 1987.
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4.1.1 Factor Reumatoide

El Factor Reumatoide (FR), es un autoanticuerpo con estructura similar a las
inmunoglobulinas IgM. Las IgM son pentamericas y se caracterizan por su
capacidad para unirse a la porcién Fc de otras inmunoglobulinas, especialmente de
la 1gG.

De tal forma que, al unirse a esta porcion, puede formar complejos
inmunitarios, lo que puede contribuir a la inflamacion y el dafio tisular en la AR. Este
anticuerpo fue descubierto hace mas de 80 afios, y de hecho ha sido utilizado como
herramienta diagnéstica y marcador prondstico en AR, sin embargo, no tiene
suficiente especificidad, de manera que se ha condicionado su uso e interpretacion
en la practica clinica, ya que la positividad de FR, por si sola no es suficiente para
el diagnéstico. Se sabe que el 15% de la poblacién sana puede tenerlo a titulos
bajos, y esta proporcidon aumenta con la edad. Ademas su presencia destaca en
muchas otras enfermedades Su sensibilidad va de entre 75% a 80% y tiene una
especificidad de 60% a 70%8),

4.1.2 Anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico

Resulta de gran trascendencia el hecho de los anticuerpos anti-péptido
citrulinado ciclico (aCCP o ACPA) son el marcador clinico mas especifico y
temprano del que se tiene noticia hasta ahora en la AR, pudiendo detectarse varios
afios antes del inicio de los sintomas inflamatorios, es precisamente que por eso
son una prueba serolégica muy utilizada. Estos auto anticuerpos estan dirigidos
contra epitopos citrulinados derivados de una o mas proteinas del propio
individuo®4, Tiene una sensibilidad que varia entre 75% a un 80% y una
especificidad de 90% al 95% siendo asi un biomarcador serologico util para el

diagnostico de AR en aproximadamente el 70% de los sujetos ©9).

Estos anticuerpos han sido incluidos en kits comerciales y los ACPA, pueden
dirigirse a varias dianas diferentes de proteinas citrulinadas (especificidades finas
de los ACPA), es decir, estas pruebas cuentan con cierta capacidad para identificar
diferentes subtipos de anticuerpos o marcadores especificos asociados con la

enfermedad, que se combinan en las pruebas comerciales anti-CCP de hoy en dia
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y desde su aparicion se han ido perfeccionando, ya que algunos se han modificado
de forma lineal a forma ciclica, con el fin de mejorar su sensibilidad y especificidad
para detectar autoanticuerpos relacionados con la AR, de manera tal que permitan
hacer una determinacion acerca del estado de salud o la fase de la enfermedad de
un individuo con sospecha de AR por parte de la evaluacion clinica y radioldgica

exhaustiva de un médico Reumatdlogo.

Como antes se menciond, las pruebas han ido evolucionando de tal modo
gue la primera generacién de test (aCCP1) us6 a la filagrina citrulinada como
sustrato antigénico, al ser la primera proteina citrulinada identificada en AR®4),

La segunda generaciéon (aCCP2), contemplé a los mejores péptidos de una
biblioteca de 12 millones de péptidos y se comercializé en 2002. En esta generacion
se incluyen anticuerpos contra queratina citrulinada (AKA) y anticuerpos anti-
filagrina (AFA), en conjunto estos presentaron una sensibilidad de 42% al 72% y
especificidad de 80% y 98%6:64), En 2016 se informé de anticuerpos en contra de
vimentina acetilada y en ensayos ELISA han detectado autoanticuerpos frente a su
forma citrulinada: vimentina anti-citrulinada mutada (antiMCV) con sensibilidad
amplia en valores y anticuerpos (anti-Sa), que se dirigen contra la proteina nuclear
llamada “proteina scl-70” también llamada topoisomerasa Il, la cual no es muy
sensible 37%-50%, pero si muy especifica 97%-99%8). El péptido alfa enolasa-1
citrulinado se identificé en 2008 y estd asociado con auto anticuerpos aislados de
articulaciones. La alfa-enolasa 1, es una isoenzima glucolitica que cataliza la
conversion de 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato y es blanco importante de

anticuerpos.

Por otro lado los auto anticuerpos anti-CEP1, son anticuerpos que se dirigen
en contra de una proteina estructural variante de la tubulina y se comportan de
manera similar a los anti-MCV coexistiendo en las pruebas anti-CCP, por lo que la
gran mayoria de los pacientes con AR, los presenta pero no son especificos de la
enfermedad ya que también se presentan en otras enfermedades

autoinmunes(6.70),
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Por su parte, Anti-MCV y Anti-AKA, muestran poca especificidad (70%) en
comparacion con aCCP®®), La prueba ELISA que evalla el fibrin6geno anti
citrulinado (hFibA) muestra una sensibilidad que oscila entre el 48% y el 73%, con
una especificidad de hasta el 95% en la AR establecida y una sensibilidad del 32%

con una especificidad del 88% para predecir la progresiéon a AR.

Otra herramienta, es el kit ELISA aCCP EUROINMUN* (reconoce
anticuerpos IgG anti-Vimentina mutada citrulinada, anti-Filagrina, anti a-enolasa,
anti-CEP1 con sensibilidad de: 78.5%-81% y especificidad: 98% (70-73),

Finalmente, los kits de tercera generacion (aCCP3), como es el caso de
QUANTA LITE, fabricado por INOVA DIAGNOSTICS, han reportado tener una
mejor precision a comparacion de las dos generaciones anteriores de kits lanzados
al mercado, teniendo una sensibilidad del 74% y una especificidad de 96%
(56,74,75).

De igual forma, la prueba (aCCP3.1) y el conjugado “14-3-3 eta”, demostro
tener una sensibilidad de entre el 64-70% y puede ayudar en el diagnéstico precoz
de la enfermedad en individuos que son mas propensos a una rapida progresion de
la enfermedad, ya que este kit incluye la proteina “14-3-3 eta”, que es un mediador

inflamatorio derivado de la erosién durante la patogénesis de la AR(9),

A pesar de existir diversas generaciones de kits en el mercado, no han
demostrado tener una alta especificidad ni sensibilidad, por lo que se han ido

buscado mejores herramientas moleculares.
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4.1.3 Inmunorreactividad e inmunogenicidad de epitopos citrulinados

de diversas proteinas.

Algunas de las proteinas que frecuentemente son reportadas como
citrulinadas, son componentes importantes en la funcionalidad y estructura de la
cavidad articular. Anatomicamente la membrana sinovial recubre la cara interna de
las articulaciones diartrodiales y consta de dos capas, una capa intima superficial
conformada de sinoviocitos fibroblasticos y una capa profunda que se encuentra
vascularizada e inervada que se encarga de fabricar el liquido articular que lubrica
el espacio y favorece el movimiento indoloro ademas de nutrir al cartilago y modular
la temperatura””). El colageno es la proteina mas abundante del cuerpo humano
representando hasta un 25% y es muy abundante en tejidos conectivos. Existen
varios subtipos y el colageno a triple hélice se encuentra en tejidos fetales, piel

sangre, vasos sanguineos, pulmones, Utero y tendones(’®.

Estudios de inmunorreactividad con epitopos modificados de péptidos
citrulinados correspondientes a proteinas como filagrina epidérmica humana,
profilagrina, fibrinbgeno a y B; han demostrado estar presentes en muestras de
pacientes con AR en poblaciones asiaticas y caucasicas ("*82., Asi mismo la
vimentina citrulinada mutada (anti-MCV), en un estudio con muestras de pacientes
suecos con AR (n=273), demostré estar presente en el 70.7% de los pacientes,
mientras que en 158 pacientes, es decir, el 57.9% de esos mismos pacientes fueron
anti-CCP positivos en el momento del diagndstico, con especificidades de 95% y

96%, respectivamente(®3),

En otro estudio de Rusia, en busqueda de nuevos biomarcadores de la
enfermedad especificos para el diagndstico temprano de AR y para la prediccién de
brotes, pusieron a prueba epitopos de péptidos citrulinados disefiados
potencialmente para convertirlos en herramientas valiosas para la diagnosis y
controlar la progresion de dicha enfermedad. Por lo que ellos probaron su hipotesis
desarrollando una bateria de 20 péptidos citrulinados y mutados, procedieron a
analizarlos en una cohorte de individuos positivos con AR y controles; estudiando

su reactividad como antigenos en inmunoensayos ELISA. Un péptido citrulinado de
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21 aminoacidos de longitud derivado de fibrinbgeno mostré una alta reactividad
hacia los anticuerpos en muestras de pacientes caucasicos con AR, ademas de un
titulo alto de anticuerpos contra este epitopo justo antes de los brotes (Epitopo 2 de
fibrinbgeno sometido a citrulinacion); adicionalmente extendieron el estudio
comparando la reactividad de estos epitopos en diferentes enfermedades como
LES, y monitorizaron su reactividad y comportamiento para dilucidar la especificidad
de 3 epitopos de péptidos derivados de fibrinbgeno que tuvieron mayor actividad
para inducir anticuerpos. Midieron la actividad de la enfermedad por (SDAI, CDAI)
para AR y (SLEDAI) para LES; ademas incluyeron en el estudio a “respondedores
deficientes” a MTX.

En sus resultados se evidenciaron elevaciones de anticuerpos anti-E2 del
péptido citrulinado derivado del Fibrindbgeno, que sucedieron aproximadamente 2
meses antes del brote y disminuy6 con la reduccion de la actividad de la enfermedad
para AR, caso contrario con LES, que no fue reactivo para esos pacientes,
evidenciando que era especifico s6lo para AR. Otras variantes de proteinas
citrulinadas tenian menor reactividad y sensibilidad a la actividad de la enfermedad,

por ejemplo, el epitopo 1 (E-1).

Es por eso que el epitopo 2 (E-2) de péptido citrulinado de fibrindbgeno se
propuso como herramienta para el diagnéstico de auto anticuerpos a un epitopo
derivado de fibrindbgeno, que ademas se correlaciond con la actividad de la

enfermedad asi como el nimero de articulaciones afectadas(®4.

En la evidencia bibliografica consultada para fines de esta investigacion, el
péptido Cll derivado del colageno Il (359-369) es inmunodominante en murinos y
humanos. Por su parte, en una cohorte de pacientes con AR temprana <12 meses,
(n=286), se detectaron anticuerpos IgG hacia el colageno citrulinado con una
prevalencia del 40.4%., destacando como “critica” la posicién del residuo de arginina
361 para ese efecto. Analizaron anticuerpos de suero que reaccionaron con el
péptido citrulinado, particularmente en la secuencia peptidica en posicion 361y 368
en ClI triple hélice®. De igual manera, en otro estudio detectaron la presencia de

anticuerpos anti-Cll, tanto en suero como liquido sinovial, al comienzo de la
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enfermedad, donde paraddjicamente observaron una disminucion de niveles séricos
de anticuerpos a medida que avanza la enfermedad. En animales la inmunizacion
de CII nativa con adyuvante induce artritis por colageno (CIA) caracterizada por
anticuerpos contra CIl y poliartritis inflamatoria®%. Por otra parte, un fragmento
helicoidal del Cll (CB10), logré ser detectando por autoanticuerpos en 88% de
pacientes con AR a comparacion de 24% con CII sin citrulinacion. Midieron la
distribucién de los niveles de anti-CB10 en 82 pacientes con AR temprana y 136
controles, y la mayoria de los pacientes tenian anti-CB10 aunque la frecuencia fue
mayor en los pacientes que lograron la remision 87%; 67% en actividad persistente

y 75% en enfermedad erosiva®®).

Otra proteina de interés es el fibrindbgeno, el cual, es hidrolizado por la
proteasa trombina para producir monomeros que, junto con el fibrinbgeno alfa
(FGA), fibrinobgeno beta (FGB) y el fibrinogeno gamma (FGG), polimerizan para
formar una red de soporte de fibrina insoluble, la cual tiene una funciéon importante
en la hemostasia como uno de los componentes principales de la coagulacién
sanguinea. Ademas, funciona durante las primeras etapas de la reparacion de
heridas para estabilizar la lesidon y guiar la migracion celular durante la re
epitelizacion(87). Es por esto que diversos autores estudian esta proteina®-°Yy en
estudios posteriores midieron la inmunogenicidad de 3 secuencias peptidicas: Fib a
(371-383), Fib a(R84), Fib a (79-91).

En este estudio, analizaron 2 cepas de ratones (ratones transgénicos DR4-
IE y ratones C57L/B6 tipo salvaje). Detectaron proliferacion de células T solo en
ratones transgénicos DR4 inducida después de la exposicién in vitro con los
primeros 2 péptidos a los 70 dias. Adicionalmente evaluaron el reconocimiento por
parte de auto anticuerpos anti-fibrindgeno citrulinado en ambas cepas por técnica
de ELISA. Fib a R84 fue el que mas indujo respuesta de Linfocitos T. Cabe
mencionar que se utilizo fibrinégeno de ratén (hFib) y humano (CithFib), para
comparar las respuestas entre grupos. Los ratones DR4 inmunizados con (CithFib),
tuvieron un aumento significativo en la reactividad con el anticuerpo IgG. Midieron y

compararon la secrecion de citocinas producidas por los ratones inoculados con
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ambos tipos de fibrinégeno (hFib), (CithFib) y obtuvieron niveles altos en la
produccion de IFNy con CithFib citrulinado en posicion 84, hasta un (48%) de los
ratones tipo DR4-IE; caso completamente opuesto a los ratones C57BL/6 (B6) tipo
salvaje. De este trabajo concluyeron que CithFib en posicion 84 o Fib a (Cit84), es
un antigeno que con frecuencia es el blanco de autoanticuerpos en ratones con

células portadoras del alelo del EC en el MHC clase Il asociado a DRB1*0401(8),

Por su parte, el Fibrinbgeno alfa con la secuenciade aminoacidos (31-50),
también ha sido de interés tras comparar mediante ELISA su inmunorreactividad
para 4 isoformas citrulinadas de fibrindgeno a en una cohorte de 347 pacientes con
AR establecida y con 236 pacientes de otras enfermedades reumaticas, tales como
artritis psoriasica o espondilitis anquilosante; de manera que no hubo asociacién
entre el epitopo compartido de HLA-DR y los anticuerpos contra diferentes péptidos
citrulinados de Fib a, pero si hubo asociacion entre el alelo de riesgo PTPN22 y la
positividad de la isoforma Fib a cit35 y Fib a 263. De igual manera midieron la
inmunorreactividad de anticuerpos séricos contra los diferentes péptidos
citrulinados, cuantificAndolos por ELISA de manera que los anti-fib a35 estuvieron
presentes en un 20.17% de sus muestras; anti-fib a 263 en un 21.54% y anti-fib a
425 sélo en un 17%; analizaron su asociacion entre la reactividad sérica de estos
antigenos en pacientes aCCP+ estando presentes en un 70%, 73% y 59%

respectivamente®b).

En cambio, el Fibrinbgeno B con la secuencia de aminoacidos (36-52), fue
identificado como epitopo de interés al influir en la patogenia de la AR en una
cohorte de 81 pacientes nativos de Canadé y 195 controles (familiares sanos). De
esta manera, analizaron la inmunorreactividad de isotipos de ACPA (IgA, IgG1,
lgG2, 1gG3, IgG4, IgM) asi como FR (IgM/IgA) de muestras de suero mediante
ELISA y nefelometria y determinaron la especificidad en individuos sanos y

pacientes con AR.

Los anticuerpos contra el antigeno Sa y anti Fib 3, fueron detectados por
ELISA y se corrobor6 su presencia por Western Blot. La prevalencia de ACPA en
los pacientes con AR fue de 91.4% y la de sus familiares sanos fue de 19%. Los
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isotipos mas comunes fueron IgG e IgA. En 72 pacientes hubo mayor porcentaje de
individuos IgG ACPA positivos con AR cuyos sueros reconocieron anti vimentina
(anti-Sa), e IgG ACPA anti fibrindgeno citrulinado con los porcentajes de 61.1% y

59.7% respectivamente®?),

En otro estudio de casos y controles del norte de Suecia, utilizaron 717
muestras del biobanco, 386 de ellas eran de individuos con sospechas de AR y 204

ya eran de pacientes con AR establecida.

Analizaron la Inmunorreactividad de los auto anticuerpos contra 10 péptidos
citrulinados y tres los categorizan como un "patron” al estar mas presentes en esas
muestras; tales péptidos fueron: fibrindgeno [ citrulinado, péptido citrulinado de alfa
enolasa-1 y filagrina citrulinada, de los que se evidenciaron elevaciones en la
inmunorreactividad 3.5 afios antes de que los pacientes con AR iniciaran sintomas
de la enfermedad. Por otro lado, el analisis de la intensidad de fluorescencia
indicativa de niveles de anticuerpos provenientes del suero y del plasma, en
ensayos multiplex, aumentd significativamente para auto anticuerpos contra Fib 3

36-52, en individuos con enfermedad preclinica.

Tras comparar las 717 muestras con los controles se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa entre los niveles de inmunorreactividad (p<0.0001),
con un 64.8% de deteccion para anticuerpos anti-fibrindégeno f citrulinado; 67,3%,
para anti-CEP-1y 46,2% para anticuerpos contra filagrina. Asi mismo el Odds Ratio
(OR) para el desarrollo de AR en individuos que expresan la combinacion anti-CEP1
y anti-Fib beta 36-52 fue de 40.4% (IC 95% 19,8-82,3)(70),

Finalmente, de un estudio publicado en 2019 que tuvo una duracién de 24
meses con un total de 1022 pacientes (692 mujeres y 330 hombres) con AR
temprana, midieron y analizaron respuestas de ACPA para 21 péptidos citrulinados
y péptidos con Arg normal, mediante microarreglos y ELISA. Ademas, analizaron su
frecuencia de los auto anticuerpos y su asociacion con datos de actividad clinica
DAS 28, datos que evaluaban la progresion radiografica (método de Sharp/Van der

Heijde; puntuacion de Larsen), y el tratamiento de los pacientes.
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El nivel de inmunorreactividad fue mas alto para autoanticuerpos anti Vim 60-
75y anti Fib a 60-74. Y los mas frecuentes fueron: anti-Fib f60-74, Anti Vim 60-75
y Anti-Fib $36-52. Este ultimo fue claramente mas frecuente en el 78.1% de
pacientes ACPA+ y buscaron una posible asociacién entre algunos de estos
autoanticuerpos y la progresion radiolégica de los pacientes durante los primeros
24 meses después de ser diagnosticados con la enfermedad. Pacientes que dieron
positivo a Anti Vim 2-17, tenian un prondstico radiolégico més severo a comparacion

de pacientes que no tuvieron inmunorreactividad contra este auto anticuerpo®,

Por otra parte, otro péptido citrulinado de gran interés, es el derivado del
agrecano, que constituye un proteoglicano abundante en el cartilago articular y que
se ha sugerido participa en la estimulacion de la produccion de citocinas
proinflamatorias por los linfocitos T, ademas brinda resistencia a la compresion en
el cartilago y se une con gran avidez al acido hialurénico a través de una region
globular N-terminal®4. En un estudio previo se evidencié que el epitopo citrulinado
del proteoglicano se une a los alelos HLA-DR y promueve respuestas
inmunogénicas por parte de los linfocitos T en sistemas in vitro. De esta manera,
compararon las respuestas proliferativas y de produccion de citocinas a epitopos de
coladgeno citrulinado tipo Il, vimentina, agrecano 84-103 y fibrinégeno a 79-91 en 6

controles sanos y 21 pacientes australianos con AR HLA EC*.

Siendo el epitopo del agrecano 84-103, el mas inmunogénico.
Conjuntamente, también observaron que los pacientes con AR temprana tenian
mas probabilidades de producir IL-6 en respuesta del agrecano citrulinado y
pacientes con AR de larga duracion tenian mas probabilidades de producir IL-6 en
respuesta a mas de un epitopo, ya que también fue notable la produccion de altos
niveles de esta citocina pro inflamatoria en respuesta al Fibrindbgeno citrulinado a
79-9100),

En un estudio de mapeo de 27 epitopos, identificaron el epitopo llamado
“5/4E8" (ATEGRVRVNSAYQDK), epitopo perteneciente al primer dominio globular
(G1) de Proteoglicano humano o (PG), y estaba claramente asociado con la
activacion de células T y generar artritogenicidad en ratones BALB/c®.
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Posteriormente se probd una versidon extendida y citrulinada (Cit) del péptido “5 /
4E8” (VVLLVATEGCIitVRVN-SAYQDK). De modo que, su objetivo fue evaluar la
respuesta de células Th17 al Agrecano citrulinado en pacientes con AR.

Se estudiaron 28 muestras de PBMC de pacientes con AR y 18 controles
sanos de Reino Unido contra las formas de agrecano citrulinado y agrecano sin
citrulinar. Evaluaron las respuestas de proliferacion celular, secrecién de citocinas
mediante ensayo de incorporaciéon de H-timidina ELISA y andlisis de citocinas
intracelulares. Obtuvieron respuestas proliferativas a agrecano citrulinado en mas
del 60 % de pacientes, pero no en controles sanos. Las PBMC estimuladas por el
péptido citrulinado de Agrecano correspondientes a los pacientes con AR
produjeron niveles altos de IL17, IFNy ademas de una induccion de linfocitos T
CD4+ la cual fue confirmada por citometria de flujo; a comparacion de las PBMC de
controles sanos. Posteriormente correlacionaron las respuestas proliferativas
especificas del péptido agrecano citrulinado en la produccién de IL17/ IFNy, vy el
titulo de aCCP, dado que sus datos de IL17 e IFNy en PBMC fue mayor con una
respuesta al péptido citrulinado, realizaron regresion lineal para analizar esta
relacion. Obteniendo que la proliferacion en respuesta al péptido agrecano
citrulinado se correlacion6 fuertemente con la produccion de IL17 (R=0.724),
ademas de buscar correlaciéon con otros parametros clinicos como aCCP, PCR
(proteina C reactiva), VSG, resultando tener una correlacion medianamente
obtenida respecto a aCCP ( R= 0.512)9),

Por otra parte, en un estudio muy reciente, empleando modelos murinos
humanizados que expresan estos alelos DRB01: 01, DRB1 04:01 en el MHC clase
Il, se evaluaron nuevamente las respuestas de células T, restringidas a HLA DR1y
DR4, para un conjunto de péptidos citrulinados de las proteinas agrecano,
vimentina, fibrindbgeno y colageno tipo Il. Interesantemente observaron que la
citrulinacion mejora la afinidad de union por estos alelos del HLA, pero no lo hace
siempre. Ademas, no necesariamente predice la generacion de respuestas por
linfocitos T, sin embargo, los péptidos derivados de agrecano si estimularon una

fuerte respuesta proliferativa de células T, en este caso, la inmunizacion de ratones
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DR1 con este péptido generd una respuesta moderada, pero significativa en contra
del péptido del agrecano citrulinado. De esta manera el péptido Cit-Agg estimulo la
secrecion de niveles més altos de citocina IL-17A, en comparacion del péptido no
citrulinado. Esto sugiere que el residuo citrulinado del agrecano juega un papel
importante en el reconocimiento por el TCR ya que el agrecano tuvo una mayor

afinidad en los DR1 positivos, aunque estimulé pobremente las células T©®7),

4.1.4 Suero hiperinmune.

El suero hiperinmune es un producto biolégico que se obtiene a partir de la
sangre de animales que han desarrollado una respuesta inmune robusta, donde
estdn presentes anticuerpos especificos de ciertos determinantes antigénicos
particulares. Este suero resulta de un proceso conocido como inmunizacion, donde
el animal o individuo son expuestos a la presencia del antigeno, bajo condiciones
inflamatorias (respuesta inmune innata), favoreciendo que el sistema inmune por un
proceso activo pueda generar una respuesta inmune celular o humoral especifica.
Algo que cabe resaltar es que, en el presente proyecto, a diferencia de los
anticuerpos monoclonales que derivan de una sola clona de células plasmaticas y,
por lo tanto, todos los anticuerpos reconoceran un solo epitopo, en el suero
hiperinmune, los anticuerpos afines a un antigeno son posiblemente derivados de
diferentes células plasmaticas y, por lo tanto, podrian reconocer varios epitopos.

El suero hiperinmune, como ya se mencion6 habitualmente se obtiene por la
inmunizacion reiterada de wn antigeno en un animal, con el fin de generar una
respuesta inmunitaria. De este animal setoma una muestra de sangre y de esta
muestra se obtiene el suero que finalmente se purificapara obtener la variedad de
anticuerpos policlonales de interés.

De igual manera, los AcP tienen una amplia gama de aplicaciones,
incluyendo pruebas de diagnéstico, asi como andlisis biolégicos cualitativos y
cuantitativos. Son utilizados en técnicas de inmunofluorescencia e

inmunohistogquimica, ELISA sandwich, etc 9
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5. JUSTIFICACION

Se ha sugerido gue uno de los mecanismos frecuentemente asociados con
la generacion de la autoinmunidad, en el marco de la AR, son las modificaciones
postraduccionales de proteinas del tejido conectivo, donde la citrulinacion parece
jugar un papel muy importante. En ese sentido, algunos estudios previos han
sugerido que el estudio de las alteraciones por citrulinacion de proteinas e incluso
la exploracion del "citrulinoma”, podria ser una estrategia para reconocer los
posibles factores etiolégicos y predecir el desencadenamiento de la fase clinica.

Aunque existen algunos anticuerpos monoclonales especificos combinados
en las pruebas comerciales contra los residuos de citrulina de antigenos proteinicos,
su utilidad para caracterizar los cambios del “citrulinoma” es limitada. Ademas, hay
gue considerar que permite detectar solo algunos neo-antigenos, a partir de lo cual
se clasifican los pacientes como "seropositivos". Sin embargo, se ignora si los
pacientes seronegativos no presentan autoanticuerpos contra epitopos citrulinados
o sencillamente no estan incluidos en la prueba comercial. Se reconoce que algunos
pacientes con AR tienen en el suero anticuerpos que no reaccionan con el antigeno
de los kits comerciales, pero si lo hacen al enfrentarlos a otras proteinas
citrulinadas, lo que sugiere la existencia de otros epitopos antigénicos que no estan
presentes en las pruebas aCCP convencionales.

Con el propdsito de iniciar la generacidon de herramientas inmunoldgicas para
el estudio del citrulinoma en pacientes con AR, propusimos en el presente estudio
un protocolo para seleccionar epitopos citrulinados no incluidos en las pruebas
comerciales y que potencialmente pudieran ser novedosos. A continuacién, con el
proposito de evaluar su pertinencia para el diagnostico de pacientes mexicanos, se
propone evaluar su inmunorreactividad contra un panel de plasmas pacientes con
AR. Un porcentaje de reconocimiento alto por parte del plasma de pacientes
mexicanos sugerird que podria ser, no sélo novedoso, sino de potencial utilidad la
generacion de un suero hiperinmune en ratones.

Hay que mencionar que el proyecto originalmente planteado tuvo que
modificarse debido a la pandemia provocada por SARS-CoV-2, dado que entre un
tercio y la mitad del afio 2020 no se pudo trabajar en el laboratorio 13 de la Facultad
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de Farmacia. Es por eso que la busqueda bibliografica sistematica de estudios de
epitopos citrulinados pretendia sustituir la falta de acceso a las instalaciones del
laboratorio. Adicionalmente, problemas en la aduana mexicana limitaron la
importacion de otros 2 péptidos citrulinados que se habia considerado evaluar de
manera conjunta. Cabe mencionar que el péptido evaluado 263-
PTFGCitSFTLASSET-275 derivado de la proteina HCgp-39, no estéa incluido hasta la
fecha en los kits comerciales aCCP.

Consideramos, a pesar de todos los problemas, que estos resultados seran
de notable originalidad dado que pueden ser el punto de partida para generar
herramientas moleculares especificas ayudaran a evaluar posibles alteraciones
moleculares en pacientes, incluso antes de la generacion de auto anticuerpos, que
serian de gran importancia en la caracterizacion molecular de las etapas preclinicas

o durante la fase indiferenciada de la AR @7,
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6. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢En qué medida, el péptido citrulinado PTFGCitSFTLASSET sera inmunorreactivo

a los plasmas de una cohorte de pacientes mexicanos con artritis reumatoide?

¢La inmunizacién de ratones con el péptido soluble permitira la generacion de

anticuerpos en el suero hiperinmune?
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. HIPOTESIS

e Hai: La inmunorreactividad del plasma de una cohorte de pacientes
mexicanos con  artritis reumatoide serd& mayor al péptido
PTFGCitSFTLASSET que a su contraparte no citrulinada.

e Ho1: La inmunorreactividad del plasma de una cohorte de pacientes
mexicanos con artritis reumatoide sera similar entre el péptido
PTFGCitSFTLASSET y su contraparte no citrulinada

e Hao: La obtencién de los titulos de anticuerpos especificos del suero de los
ratones inmunizados con el péptido PTFGCitSFTLASSET fueron altos.

e Ho2: La obtencion de los titulos de anticuerpos especificos del suero de los
ratones inmunizados con el péptido PTFGCitSFTLASSET no lograron ser

altos.
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8. OBJETIVOS

8.1

Objetivo General

Evaluar la inmunorreactividad del péptido citrulinado PTFGCitSFTLASSET

contra un banco de plasmas de pacientes mexicanos con artritis reumatoide, como

estrategia para el desarrollo de nuevas herramientas inmunoldgicas especificas.

8.2

Objetivos Especificos

. Generar una base de péptidos citrulinados, a partir de una revision

bibliografica, eligiendo péptidos que fueran inmunorreactivos en pacientes
con AR.

. De esta base, seleccionar un subconjunto de 3-6 péptidos en base a su

posible reconocimiento en pacientes y estabilidad quimica.
Mandar a sintetizar los péptidos anteriores y evaluar la inmunorreactividad
especifica del péptido citrulinado 263-PTFGCitSFTLASSET-275 de plasmas de

pacientes mexicanos con AR.

. Analizar las variables demograficas, clinicas e inmunologicas de los

pacientes y categorizarlo de acuerdo con la inmunorreactividad presentada
contra el péptido.
Estandarizar las condiciones experimentales para la generacion de suero
hiperinmune contra el péptido citrulinado 263-PTFGCitSFTLASSET-275 en
ratones BALB/c.
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1 Disefo del Estudio.

Estudio transversal y experimental.

9.2 Revision Bibliogréfica.

Se realiz6 una busqueda bibliografica sistematica en las bases de PubMed
(NLM), Crochane y Web of Science, con las palabras clave: "Citrullinated
epitope"/"Rheumatoid arthritis”, o "citrullinated peptide" y "Rheumatoid arthritis" y
combinaciones tanto en Abstract como en el Titulo. La busqueda basica en estas
plataformas nos proporciond 348 publicaciones, por lo que se procedié a eliminar
duplicaciones, metaanalisis y revisiones bibliograficas, para concentrarse en los
estudios originales que manejan muestras de pacientes (plasma o liquido sinovial).
Una vez realizada esta seleccién, se procedié a realizar una tabla concentradora de
informacion donde se describen algunos antigenos citrulinados con posible
importancia clinica.

En la Figura 6, se muestra el proceso de recopilaciéon de las fuentes
bibliograficas y seleccion de aquellas secuencias peptidicas que consideramos
pertinentes. Dado que fueron realizados varios procesos de seleccién de
secuencias de aminoacidos, inicialmente 6 secuencias de péptidos citrulinados
fueron contempladas como opcién para solicitar su sintesis, sin embargo, debido a
altos costos para su sintesis, se eligieron s6lo 3 péptidos correspondientes a
proteinas que se describian en la bibliografia como epitopos potenciales para el uso

clinico y diagnostico en AR.
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Figura 6. Diagrama de flujo de la busqueda sistemética de informacion
cientifica de péptidos citrulinados y su cotizacion para sintesis.

9.2.1 Seleccion de péptidos a evaluar

En base a lo anterior, se contemplaron 3 péptidos para ser sintetizados, en
su version control, o sin Arg citrulinada. De manera que se realiz0 la cotizacioncon
diferentes empresas. En la Tabla 2, se describen dichas secuencias de péptidos
gue fueron seleccionados por ser secuencias de aminoacidos de proteinas que no
estan en los kits comerciales, ya que resultan ser innovadores e incluso estuvieron
muy frecuentes en diversos estudios con muestras de pacientes, ademas algunos

péptidos lograron evidenciar que indujeron inmunogenicidad.
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9.2.2 Sintesis de péptido citrulinado y no citrulinado

A partir de los seis péptidos, tres fueron seleccionados por no estar presentes
en los kits comerciales de prueba aCCP y por ser considerados de innovacion con
posible uso para generar suero hiperinmune en ratones.

Se cotizaron las secuencias de estos tres péptidos en forma lineal, en su
version citrulinada y no citrulinada con diversas compaifias (Probiotek,
Thermofisher, eBioresearch), pero finalmente la sintesis de los péptidos quedé6 a
cargo de la compariia Genscript, por lo tanto, se enviaron esas secuencias para su
sintesis.

Solamente los péptidos citrulinado y control de Fibrinégeno a (31-50) y de
HCgp39 (263-275), pudieron ser completados por esta empresa, ya que, por
problemas técnicos Genscript no pudo sintetizar los péptidos de Aggrecan (84-103).

Es asi como sélo se produjo la cantidad de 1.5mg de las secuencias de
péptidos por péptido citrulinado (PTFGCitSFTLASSET) y 1.9 mg del péptido control
(PTFGRSFTLASSET) correspondientes al HCgp39 (263-275).

9.2.2.1 Solubilizacion de péptidos control y citrulinado

Los péptidos liofilizados y almacenados a -20°C, fueron centrifugados a
10,000 rpm por 10-13 segundos.

El polvo fue pesado del vial del péptido se fraccion6 y se hicieron alicuotas
de 100 ul para cada péptido en condiciones asépticas bajo campana.

Ambos productos (péptido citrulinado y no citrulinado) se diluyeron en
diferentes soluciones para ser solubilizados. El péptido citrulinado se diluy6 en 3%
(w/v) de hidréxido de amonio por recomendacion del fabricante (Genscript) y se
sometid a sonicacion por 30 minutos en periodos de 5 minutos, manteniendo en frio.
Las alicuotas fueron almacenadas a -20°c. Por otra parte, el péptido control, (con
Arginina), fue solubilizado en acido acético al 10%, quedando una concentracion
por cada alicuota de este péptido sin citrulinar de [0.83g/ml]. También las alicuotas

fueron almacenadas a -20°C.
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9.3 Panel de plasma de pacientes a evaluar.

Para la evaluacion de la inmunorreactividad en contra del péptido citrulinado
se utilizé un banco de plasmas de pacientes con AR que cumplen los criterios de
ACR-EULAR, 2010 (n=65), correspondientes al proyecto “Aparicion de Nueva
Diabetes en Artritis Reumatoide” (ANDAR) 2018-2019. Estas muestras fueron
colectadas entre 2018-2019 en el servicio de reumatologia del Hospital General de
Cuernavaca "José G. Parrés, dependiente de los Servicios de Salud de Morelos. El
proyecto fue aprobado por el comité de ética en investigacion. Las muestras de
sangre fueron procesadas 2-3 horas después de su colecta, recuperando el plasma
sanguineo, el cual fue almacenado en crioviales de 2 mL entre -75°C y -80°C en el
utracongelador del laboratorio 13 de la Facultad de Farmacia, UAEM. También se
usaron plasmas de donadores voluntarios, como grupo control, que provienen del
Centro Estatal de Transfusion sanguinea de Cuernavaca, Morelos (2015-2018).

Antes de ser utilizadas las muestras de plasma en los diferentes
experimentos, se descongelaron las alicuotas y se les afiadié azida de sodio 0.1%

en el cuarto de cultivo con nivel de bioseguridad II.
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9.3.1 Evaluaciéon de inmunorreactividad por péptidos citrulinados.

Para determinar la inmunorreactividad especifica contra el péptido
citrulinado, con muestras de plasma de pacientes con AR, se emple0 la técnica de
ELISA indirecta. Previo al trabajo con la totalidad de los plasmas de los pacientes y
los donadores, se estandarizaron las condiciones de ensayo, empleando muestras
de plasma de 6 pacientes con AR y muestras de 6 controles sanos.

En la primera fase, para determinar la dilucién ideal de estreptavidina-HRP;
se evaluaron diferentes diluciones de estreptavidina-HRP (R & D systems): 1:1,000,
1:2,000, 1:3,000,1:10,000 y 1:50,000 y del anticuerpo anti-lgG humano-Biotina
(Jackson): 1:500, 1:800, 1:1000, 1:1500, 1:2,000, 1:5,000 y 1:10,000.

Dado que el objetivo fue optimizar las diluciones de los reactivos, el primer
ensayo, se realizo con la estreptavidina-HRP (R & D systems). El reactivo se incubo
en la placa de 96 pozos de ELISA de alta afinidad toda una noche a 4°C en los
pozos control, unicamente 200ul de la solucion de bicarbonatos pH=9.3, mientras
que, en los demas pozos, por triplicado, 198 pl la misma solucion amortiguadora de
bicarbonatos y los plasmas de donador dil. 1:500 (2ul de plasma de donador). A la
mafana siguiente se realizaron lavados con solucion de lavado, PBS-Tween-20
0.05% pH=7.4 (2x5 min) en agitacion rotatoria a temperatura ambiente, y se retird
el exceso del sobrenadante y, a continuacion, se bloquearon los pozos con 200 L
de solucion de leche descremada (0.05g de leche por 1mL PBS-T) durante 2 horas
a temperatura ambiente y en agitacion. Mas tarde se repitieron los lavados y se
afadié en los pozos 200 pl de la solucion de estreptavidina-HRP a diferentes
diluciones, durante 1 hora. Se repitio el lavado de los pozos y se agregaron 100 ul
de ABTS a todos los pozos, inmediatamente se protegieron los pozos de la luz y se
mantuvo la placa sellada en agitacion de 30-40 min. Por ultimo, se ley6 la placa ¢/10
minutos a 405 nm con correccion de 650 nm, en el espectrofotbmetro EPOCH
(BioTeck).

Se realiz6 de manera similar otro ensayo para la estandarizacion inicial del
anticuerpo Anti-IgG biotina humano. Nuevamente, se dejo incubar 198 ul de la
solucion amortiguadora de bicarbonatos pH 9.3 y los plasmas de donador diluidos

a 1:500 (2ul de plasma de donador) toda una noche a 4°C; a la mafiana siguiente
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se realizaron lavados con 100 ul de solucion de lavado: PBS-Tween-20 0.05% pH
7.4 (2x5 min) en agitacion rotatoria a temperatura ambiente, y se retird el exceso
del sobrenadante. A continuacion, se bloquearon los pozos con 200 uL de solucién
de leche descremada (0.05g de leche por 1mL PBS-T) durante 2 horas a
temperatura ambiente y en agitacidon. Se realizaron los lavados y se prepararon las
diferentes diluciones del anticuerpo en solucion de bloqueo (leche descremada).
Posteriormente se colocaron 200ul a diferentes diluciones del anticuerpo secundario
IgG acoplado a biotina a los pozos incubando por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se repiti6 el lavado de los pozos y se procedid a colocar la
estreptavidina. En base a los resultados obtenidos (mostrados en la seccion de
Resultados), se selecciono la dilucion de 1:3,000 para estreptavidina-HRP (R & D
systems), agregando a cada pozo 200ul, dejando agitar por 1 hora mas a
temperatura ambiente.

Finalmente, se repitieron los lavados y pasado ese tiempo se agregaron 100
pl de ABTS cubriendo la placa de la luz y posteriormente se puso en agitacion
rotatoria por 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizé la lectura de las
densidades Opticas a la misma longitud de onda (405 y 650 nm). Con el propdésito
de garantizar la reproducibilidad en el sistema, cada ensayo se realiz6 por triplicado.
En base a los resultados de la estandarizacion inicial para estreptavidina-HRP y
para el anticuerpo anti-lgG humano acoplado a biotina mostrados en la Figura 7, se
determind la dilucién de estreptavidina-HRP de 1:3000 y de 1:2,000 ideal para anti-
IgG humana-Biotina, ya que el fabricante sugiere utilizarlo a un rango amplio de
dilucion (1:20,000-1:400,000).
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28 Streptavidin-HRP 7 anti-lgG humano-Biotina
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Figura 7. Estandarizacién inicial de las condiciones del ELISA para
inmunorreactividad péptido citrulinado.

A. Ensayo de diferentes diluciones de estreptavidina-HRP (R & D systems), (1:1,000
a 1:50,000). B. Ensayo con anti-IgG humano-Biotina a diferentes diluciones, (1:500

a 1:10,000). Se determiné a la densidad 6ptica de 405 nm con correccion a 650 nm.

Posteriormente se evaluaron diferentes diluciones de los plasmas de
pacientes. Para esto se evaluaron las diluciones 1:20, 1:40, 1:80, 1:100, 1:400,
1:600, 1:800 y 1:1000. En base a los resultados obtenidos se decidio seleccionar la
dilucion 1:800, ya que a esa dilucion adn se tenia una Densidad Optica idénea.

Por otro lado, la dltima modificacion al ensayo de ELISA fue el cambio del
agente bloqueador. En la Figura 8 se observa una comparacion de los promedios
de absorbancia para muestras de plasma de los primeros 6 pacientes a la dilucién
(1:800), entre dos condiciones de bloqueo. Los resultados empleando leche
descremada al 5%, se simboliza con circulos azules, mientras que los resultados
empleando BSA al 1.5% estan representados con un cuadro rojo y las barras color
gris. Dado que se obtuvo un incremento significativo en las lecturas de densidad

optica y un menor ruido de fondo, se prefirié conservar el bloqueo con BSA al 1.5%.
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Figura 8. Comparacion entre condiciones modificadas: Sol. bloqueo (BSA
1.5%, leche descremada 5%) contra condiciones basales.

De tal manera que, el procedimiento definitivo del ELISA indirecto para
determinar la inmunorreactividad especifica para el péptido citrulinado quedé de la
siguiente manera:

1) Se incubaron 100 ng del péptido citrulinado y control (1o citrulinado),

en 200 pyL amortiguador de carbonatos, pH 9.3, durante toda una noche a

4°C.

2) Al dia siguiente, los pozos se lavaron con PBS-Tween-20 0.1%, pH

7.4 (3 veces x5 min) y se bloquearon los pozos con 200 yL de solucién de

BSA 1.5%, durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion.

3) A continuacion, los pozos se lavaron nuevamente con solucién de

lavado 3 veces, y se incubaron 200 yL de muestra de los plasmas del

donador o paciente con AR a dilucién 1:800 en solucion de bloqueo BSA

1.5%. Si los resultados daban muy altos se repitié el ensayo con dilucion

1:1600. Se incub6 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion rotatoria.

4) Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS-T 0.1% y se

agregaron 200 pyL de anticuerpo anti-lgG humano acoplado a biotina

(Jackson) en dilucién 1:8,000 durante 1 hora a temperatura ambiente.

5) Después de 3 lavados con PBS-T0.1% (3x5 min.), se agregaron a los

58



pozos 200 uL de solucién de estreptavidina-HRP (Jackson) a dilucién
1:8000 y se dejo incubando por 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
rotatoria.

6) Finalmente se realizaron los ultimos 3 lavados y se agregaron 100uL
de solucion de ABTS (Merck,Sigma). La placa se protegio de la luz y a los
30 minutos se leyo en un espectrofotometro EPOCH (BioTeck) a 405 nm

con correccién a 650 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

9.4 Animales parainmunizacion

Se emplearon 4 ratones hembra BALB/c de 2-4 semanas de edad
aproximadamente, provenientes del bioterio del IBT UNAM. Dos ratones fueron
controles y los otros dos fueron inmunizados con el péptido citrulinado de la glicoproteina
39 del cartilago humano Hcgp39, a una concentracion de 1mg/ml. Los ratones fueron
alojados en condiciones libres de patégenos y los procedimientos que involucran
animales fueron llevadosa cabo de acuerdo con la Norma Oficial para manejo de
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999), en las instalaciones del Bioterio de
la Facultad de Medicina, UAEM, con ayuda del Laboratorio de Inmunologia Viral de

la propia Facultad de Medicina.

9.4.1 Preparacion de Antigeno con Adyuvante completo de Freund

y Adyuvante incompleto de Freund.

El Protocolo del Manual de Laboratorio de Anticuerpos Monoclonal ©899)
recomienda usar solamente (AFC), Adyuvante completo de Freund, (Sigma) en la
primera inmunizacién debido a que es un adyuvante muy irritante para el animal y
estd compuesto por una suspension de micobacterias, aceite mineral e hidroxido de
aluminio; siendo un adyuvante que induce respuesta inmune fuerte e inflamacion
localizada y molestias en el lugar de inyeccion, por lo que recomiendan manipularlo
conequipo de proteccion (guantes, gafas) con extremo cuidado, para evitar contacto

con las mucosas. La proporcion entre el antigeno y el adyuvante en el primer reto
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fue 1:1, viv.

La primera mezcla fue preparada en una jeringa de insulina. Se tomaron 300
ML de una alicuota de HC-gp39 citrulinado + 300 uL de AFC. La mezcla se agit6 en
vortex por 35 minutos a 3.5 rpm. Lo mismo fue repetido para las inmunizaciones
posteriores, pero sustituyendo el adyuvante AFC, (Sigma) por IFA (Adyuvante
Incompleto de Freund, Sigma) y modificando la dosis del péptido citrulinado de 50ug

a 30pug.

9.4.2 Inmunizacién con el péptido

Los dos animales experimentales fueron inmunizados via subcutanea bajo el
siguiente esquema (ver Tabla 1). Posterior a la primera inmunizacién con antigeno,
se realizaron 3 retos correspondientes a los dias 15, 30 y 54 segun lo recomendado
en el Protocolo del Manual de Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales®. Al
momento de realizar la administracion subcutédnea, se verifico, en los animales, la
presencia de un granuloma en el sitio de la administracién del péptido. Por otro lado,

los ratones control, s6lo fueron inmunizados con soluciéon de PBS pH 7.4.

Tabla 1. Protocolo de inmunizacion con péptido citrulinado.

Dia0 Dia15 Dia 30 Dia 54
19-oct-2022 04-nov-2022 18-nov-2022 12-dic-2022
Inmunizacién 0 Reto 1 Reto 2 Reto 3
Dosis: 50ug Dosis: 30 pg Dosis: 30 pg. Daosis: 30 pa.
Adyuvante: FCA, Adyuvante: [FA, Sigma Adyuvante: IFA, Adyuvante: IFA,
Sigma Sigma Sigma
300 plL de "HC-gp39” 125 pl de "HC-gp39” 75 pL de "HC-gp39” 75 pL de *HC-gp39”
citrulinado + 300 pL citrulinado + 125 pL. PBS citrulinado + 175 pulL citrulinado + 175 pL
deFCA. pH 7.4 + 250 uL de IFA. PBSpH 7.4 + 250 uL PBSpH 7.4 + 250 L de
de IFA IFA
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9.4.3 Obtencion de suero preinmune para monitoreo y sangrado a

blanco

Antes de la inoculacion del antigeno, a cada ratén se le extrajo de forma
aséptica sangre de la cola (8-10 gotas de sangre). A continuacién, la sangre se
centrifugd por 8 minutos a 8000 rpm para separar el suero y se transvasoé a un tubo
nuevo. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Al final de la inmunizacion, los ratones se sangraron a blanco por puncién
cardiaca, no se empled ninguin anestésico durante el procedimiento. A los ratones se les
sacrifico por dislocacion cervical, e inmediatamente cuando el animal oriné se realizd
la puncién para obtener el mayor contenido de sangre del ratdon con una jeringa
aprovechando los ultimos latidos del animal, evitando el area de los pulmones; sin
embargo, en casi todos los animales, se les tuvo que diseccionar el pecho para
poder extraer mas volumen de sangre.

Una vez obtenida la sangre, se centrifugaron las muestras de igual manera a
8000 rpm por 8 minutos. Aproximadamente se obtuvieron 500 ul de suero del R1y
300 pl de suero del R2 inmunizado. De los ratones control, se obtuvieron
aproximadamente 500 ul de suero para cada raton.

Posteriormente, se hicieron alicuotas, y se resguardaron a -20°C y otras a
4°C para su uso inmediato. Por otro lado, otras de estas alicuotas del suero
hiperinmune fueron utilizadas para realizar las estandarizaciones de

iInmunoensayos de Western Blot.

9.5 Estandarizacion ELISA indirecta para medir antisuero de raton reactivo

al péptido citrulinado.

Con el proposito de dar seguimiento a los niveles de antisuero selectivo, se
estandarizé un nuevo protocolo de ELISA indirecto para el suero de ratones en
contra del péptido citrulinado. Como en el caso del ELISA para determinar la
inmunorreactividad del suero humano, aqui también se realizaron modificaciones
seriadas con cada uno de los reactivos hasta alcanzar un protocolo reproducible y
sensible. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Al final el procedimiento establecido fue el siguiente:
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1) Incubacion 100 ng de péptido citrulina/arginina, en soluciéon de
bicarbonatos a 4°C por toda una noche.

2) A la mafiana siguiente se realizaron 3 lavados con solucion de lavado
PBS-T 0.1%. EIl bloqueo de la placa fue con BSA al 2% por 3 horas a
temperatura ambiente.

3) Después se afadieron 200 pL de suero de ratones control y
experimentales a una dilucién de 1:200 y se lavo a los pozos con 4 lavados
con solucién de lavado en agitacion por 5 minutos a temperatura ambiente.
5) Posteriormente se agregaron 200 pL de anticuerpo anti-IgG ratdn
acoplado a HRP en dilucion 1:750 de BSA al 2%, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

6) Finalmente, se agregan 100 ul de solucion de ABTS (Merck/Sigma) a
todos los pozos y la placa se leyd a 405nm y con correccion a 650 nm a los 30

minutos.

9.6 Evaluacion de liquido sinovial de pacientes

Para la determinacion del reconocimiento de proteinas citrulinadas de
biopsias de pacientes, se empled el biobanco de muestras de liquido sinovial
proveniente de estudios de nuestro grupo de investigaciéon, almacenadas a -75°C,
pertenecientes a pacientes del Hospital General de México (2007-2010).
Inicialmente, se descongelaron alicuotas de 1ml que previamente evidenciaron
tener mayor concentracion de proteinas (método de Bradford) y se almacenaron a
-20°C. Después, se procedi6 a agregar los inhibidores de proteasas PMSF y EDTA,
asi como azida de sodio 0.1% Yy, posteriormente, fueron almacenadas a 4°C. Una
vez preparadas las alicuotas, se centrifugaron y se determind la concentracion de

proteina, mediante la técnica de Bradford.
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9.7 Andlisis por SDS-PAGE y western blot

Para comprobar la estabilidad de las proteinas contenidas en las muestras
de liquido sinovial se evaluaron por la técnica de SDS-PAGE desnaturalizante y en
condiciones reductoras, empleando geles de poliacrilamida al 15%, 1 mm de grosor
y 10 carriles y empleando condiciones estandares para su migracion. Todos los
ensayos se realizaron con 15 ug de proteina total por carril. Para su deteccion, los
geles fueron tefidos por la técnica de azul de Coomassie y, posteriormente, por la
técnica de nitrato de plata.

En base a ensayos de dot blot, la diluciébn a emplear para los ensayos fue de
1:2000 del anticuerpo anti-IgG de raton-HRP y de 1:5000 para el suero hiperinmune
de raton. Para los ensayos de western blot, debido a la reaccién cruzada con las
bandas de la cadena pesada de inmunoglobulinas se modifico la electroforesis para

realizarse en condiciones no reductoras (en ausencia de b-mercaptoetanol).

9.8 Andlisis de datos y estadistico

Para todos los ensayos de ELISA se emplearon medidas de tendencia central
y los experimentos fueron realizados por triplicado. Asimismo, se realizaron pruebas
de reproducibilidad entre ensayos y se empled un control de muestra para verificar
la reproducibilidad de los ensayos. Como se describe en cada caso, se determino
la D.O. a 405 nm, corregida con la D.O. a 650 nm. Al inicio de las estandarizaciones
de los ensayos ELISA entre pacientes y donadores se seleccion6 un control inter-
ensayo para utilizarlo durante todo el proceso de analisis de datos. De manera que,
se homogenizaron todos los datos en Excel por el valor transformado del control
interno del sistema.

Para la determinacion de la inmunorreactividad para el péptido citrulinado se
obtuvo el cociente del promedio de la D.O. para cada paciente para el péptido
citrulinado entre el promedio de la D.O. del mismo paciente para el péptido control.
Se consideré como valor de inmunorreactividad positiva un valor superior de 1.

Para el andlisis demografico de la cohorte de pacientes, se utilizé andlisis

estadistico descriptivo con medidas de tendencia central; para el andlisis de la
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distribucion de datos y verificar la normalidad de la muestra de datos entre pacientes
inmunorreactivos y no inmunorreactivos al péptido se empled la prueba de Shapiro
Wilk y la prueba de Kolmogorov-Smirnov, para evaluar la similitud entre dos
conjuntos de datos independientes.

Ademas, se determinaron diferencias entre grupos y los datos categoricos
mediante la prueba independiente de (ji o chi2).
Un resultado fue considerado estadisticamente significativo con una p<0.05%. Los

andlisis fueron realizados en el paquete estadistico y Graph Pad Prisma.
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10.RESULTADOS
10.1 Revision bibliograficay seleccién de los péptidos a evaluar.

Se realiz6 una revision bibliogréafica sistematica y continua con las palabras
clave: "Citrullinated epitope”, "Rheumatoid arthritis", o "citrullinated peptide” para
determinar cuales péptidos estan frecuentemente reportados en la bibliografia como
inmunogénicos e inmunorreactivos. Se obtuvieron 348 publicaciones a través de
PubMed, de las cuales se descartaron revisiones y metaanalisis y repeticiones.
Posteriormente se refind la busqueda en base a articulos de investigacion que
usaran muestras humanas (plasma, autoanticuerpos y liquido sinovial de diferentes
cohortes de pacientes en particular pacientes con AR). En base a estos criterios, se
identificaron 71 articulos originales para ser consultados y analizados, de los cuales
40 publicaciones en comun contenian secuencias de péptidos citrulinados de
interés inmunogénico en modelos in vivo e in vitro.

Posteriormente las secuencias fueron verificadas en motores de busqueda

UniprotSwissProt y (https://www.expasy.org/resources/uniprotkb-swiss-prot) para

corroborar si dichas secuencias de aminoacidos eran las correctas. Datos
mostrados en Anexo 2. Ademas, se verificd su peso molecular; punto isoeléctrico y
polaridad (Anexo3).

Posteriormente se generd una Tabla concentradora de informacion de los 6
péptidos propuestos en el proyecto. En la Tabla 2, como ya se mencion6é se
muestran los 6 péptidos seleccionados de interés para este estudio. Estos péptidos
destacan porque constituyen epitopos aparentemente no presentes en estuches
comerciales en el mercado y que, por lo tanto, podrian proporcionar informacion
novedosa sobre el perfil del citrulinoma de los pacientes con AR.

En el Anexo 3 y Anexo 4, se presentan todos los datos de las proteinas de
las que se seleccionaron los péptidos y las caracteristicas bioquimicas de las
secuencias elegidas, ademas de criterios en comun que tuvieron esas secuencias

revisadas de publicaciones originales.
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Tabla 2. Listado de Secuencias de péptidos candidatos.

- - . . Peso
Autores Proteina Secuencia Citrulina
Molecular
Hill2008:
Joshua2016; Fibrinégeno a (31-50) GGGVCcitGPRVVEC1tHQSACKDS 209732 Da
Law2012
Hill2008:
a0, Fibrinégeno a (79-91) ODFTNci L INKLKNS 1578.76 Da
Law2012
Brink2013; Toan-
Facsinay2008; Fibrinogeno p (36-52) NEEGFFSAci tGHRPLDKK 1989.19 Da
Boman2019
Whittingham2017; Colageno tipo IT (360- . .
Burkhard2002 373) GAcitCGLTGeitPGDAGP 1283.32 Da
Becart202;
Law2012; Aggrecan (84-103) VVLLVATEGCi tVeitVNSAYODK 221955 Da
Markovics2016
Glicoproteina 39 del
Baeten2004 cartilago humano PTFGcitSFTLASSET 42,625 Da
(HCgp39) (263-275)

Como antes mencioné, por cuestiones de desarrollo de proyecto y por ser
secuencias peptidicas innovadoras, se decidio reducir la sintesis de péptidos a s6lo
3 de ellos: Aggrecan (84-103), Glicoproteina 39 del cartilago humano (HCg39) (263-
275) y Fibrindgeno a (31-50), para lo cual se realizd el pedidocon la empresa
Genscript (https://www.genscript.com), en diciembre 2021. Sin embargo, por
problemas técnicos tuvimos que reducir nuestro proyecto a la evaluacion del péptido

HCgp39 en su estado natural y citrulinado.
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10.2 Descripcion de panel de plasma de pacientes para evaluacion

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas demogréficas, datos
serolégicos y farmacologicos del panel de muestras de plasma de los pacientes con

AR, que se utilizaron para estudiar el reconocimiento del péptido HCgp39.

Tabla 3. Datos demogréficos, serologicos y farmacolégicos de pacientes con AR.

VARIABLES n=65
Género (Mujer, n) (%) 63 (97)
Edad en afios, media + DE 49.4 £ 12
IMC kg/cm?, mediana [IC,95%)] 25.3 [19.2-33.8]

Tiempo de evolucién de la 10 [3-30]
enfermedad (afios), mediana [IC,95%)]

DATOS SEROLOGICOS
DAS28, media + DE 3.8+1.2

aCCP, mediana [IC,95%)]

162.6 [5-200]

PCR, mediana [IC,95%)]

3.3[0.68-66.7]

VSG mm/hr, media + DE 28.7+124
FR Ul/ml, mediana [IC,95%)] 165 [5.8-1640]
FR seropositivo n, (%) 53 (85.5)

DATOS FARMACOLOGICOS
Uso de Glucocorticoides, n (%) 55 (85)

IMC: indice masa corporal: (18.5-24.9: normal, 25-29.9: sobrepeso, <30: obesidad); n: nimero
de eventos; DE: desviacion estandar; IC: intervalo de confianza al 95%; DAS28: puntaje de
actividad clinica (<2.8: Remision; 2.8-3.2: Leve: 3.2-5.1: Moderada; >5.1: Actividad alta);
aCCP: anticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado (>20 UR/mI: positivo EUROINMUN?%); PCR:
Proteina C Reactiva: (<10mg/dl: normal, >10mg/dl: alto); VSG: velocidad de sedimentacién
globular(valor en mujeres:0-29mm/h); FR: titulo de factor reumatoide (15-20Ul/ml: positivo).
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En total fueron 65 las muestras de pacientes con diagndstico de AR gque nos
fue proporcionado de un proyecto previo (protocolo “ANDAR”, 2018-2019,
Cuernavaca, Morelos, SSM-Facultad de Farmacia) y que se mantuvieron a -80°C
desde su colecta hasta la actualidad. El panel de plasmas corresponde a muestras
de 63 mujeres (97%) y so6lo de 2 hombres (3%). Los pacientes incluidos en la base
de datos presentaron una edad promedio de 49.4 + 12 afios y un tiempo de
evolucién de enfermedad de 10 [3-30] afios. Ademas de un indice de masa corporal
(IMC) fue de 25.3 [19.2-38-8]kg/cm2, sugiriendo que los pacientes tienen
sobrepeso.

Con respecto a sus datos seroldgicos, se aprecia un nivel alto de VSG (28.7
+12.4 mm/hr) y la mediana de Proteina C Reactiva (PCR), de los pacientes fue del 3.3. En
base a la actividad clinica de la enfermedad articular (DAS28), presentaron un
puntaje promedio de 3.8 + 1.2, representando una actividad moderada de la
enfermedad de acuerdo con el sistema de clasificacion de ACR/EULAR 2010. Todo
esto sugiere que los pacientes cursan por un proceso inflamatorio significativo, por
lo que el 85% de los pacientes se encuentran en tratamiento con Glucocorticoides.

En cuanto a biomarcadores de autoinmunidad, pudimos observar que la
frecuencia de FR seropositivos fue alta en el 85% de los pacientes y adicionalmente
se hizo una categorizacion de los pacientes en base a su seropositividad para
aCCP, resultando que 70% de los pacientes lo fueron.

Es evidente el titulo de autoanticuerpos aCCP, ya que los niveles fueron de
162.6 [5-200], un puntaje alto en los pacientes, segun los parametros del fabricante.
Por otro lado, los niveles promedio de factor reumatoide fueron altos de 165 [5.8-
1640] Ul/ml.

68



10.3 Inmunorreactividad péptidos contra plasma de pacientes

Una vez estandarizada la técnica de ELISA indirecto con plasma de
pacientes y donadores, para medir la inmunorreactividad especifica, a través de un
sistema sensible (D.O entre 0.5 a 2.0 para 100 ng de péptido citrulinado) en ensayos
por triplicado con evaluaciones con controles negativos y control inter-ensayo; se
evaluaron las inmunorreactividades de las muestras de los pacientes. Es necesario
aclarar que no se encontrd plasma del paciente 12 desde que las muestras fueron
descongeladas, por lo que la secuencia presentada salta del paciente 11 al paciente
13.

Con el proposito de destacar la respuesta diferencial del plasma de los
pacientes a los dos tipos de péptido (citrulinado y control), la Figura 9 presenta la
relacion numérica entre el nivel de reactividad al péptido citrulinado, en relacion con
la reactividad al péptido control. En estos términos, una mayor reactividad por el
péptido citrulinado significara obtener un valor mayor a 1.0, mientras que mayor
reactividad al péptido control significard un valor menor de 1.0. En la misma Figura
9, se muestra que de 65 muestras analizadas 41 de ellas (63%), mostraron mayor

deteccidn para el péptido citrulinado.

Por su parte, la D.O. promedio de ensayos ELISA indirecto por triplicado de
todos los 65 pacientes fue de 1.053 + 0.192, mostrando una distribucién normal (IC,
95% 0.61-1.34). En términos generales, esto significaria que el plasma de pacientes
con AR reconoce preferentemente al péptido citrulinado, sobre el péptido control, lo
cual implicaria que seria pertinente desarrollar una herramienta inmunoldgica
especifica en contra de este epitopo, toda vez que es un evento de autoinmunidad

frecuente en los pacientes con AR mexicanos.
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Figura 9. Inmunorreactividad comparativa entre péptido citrulinado y control
(Arg) por ensayo de ELISA indirecto en plasmas de pacientes.

Es evidente que la modificacion de un solo residuo de Arg por citrulina del
péptido sintético, significa un reconocimiento diferente entre los sueros de
pacientes, sugiriendo la presencia de autoanticuerpos en contra de este antigeno
por parte de los pacientes.

Hasta donde sabemos, ésta es la primera vez que se evalua el
reconocimiento en el suero de pacientes mexicanos, por lo que el desarrollo de un
anticuerpo especifico de este antigeno podria ser de utilidad para el estudio del
citruinoma. Cabe destacar que este epitopo no se ha incluido en estuches
comerciales para el diagnéstico de la autoinmunidad, por lo que se puede contribuir

a la obtencion de resultados originales.
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10.4 Relacién entre variables clinicas e inmunorreactividad.

Se puede observar en la Tabla 4 que la gran mayoria de las variables
demograficas (edad, género, estatura, peso, IMC), clinicas (antecedentes de AR,
indice aterogénico, dislipidemia, etc.) y de moléculas de sangre (PCR, NFR, IL-6,
leptina, insulina, MCP-1) fueron similares entre ambos grupos de pacientes.

Debido a su naturaleza autoinmune es necesario hacer una particular
mencidn acerca del andlisis sobre los niveles de factor reumatoide y anticuerpo anti-
péptido citrulinado ciclico (aCCP) y es que, aunque el titulo de FR fue mayor en los
pacientes inmunorreactivos al péptido citrulinado, la variacion entre los pacientes
del grupo no permite alcanzar significancia estadistica. Algo similar sucede al
comparar los titulos de aCCP, puesto que los niveles son superiores en el grupo no
inmunorreactivo, pero no se alcanza diferencias estadisticas.

El 36.6% de los pacientes que tuvieron reconocimiento por el epitopo
citrulinado, tienen antecedentes heredofamiliares de la enfermedad y el 78.6% de
estos pacientes que fueron inmunorreactivos usan glucocorticoides.

Por otro lado, es interesante observar que los niveles de glucosa en ayunas
fueron significativamente superiores en los pacientes inmunorreactivos al péptido
citrulinado, sin embargo, no fue estadisticamente significativo.

Por su parte, los parametros del conteo articular (nUmero de articulaciones
dolorosas e inflamadas) fue significativamente menor en los pacientes
inmunorreactivos al péptido citrulinado (p=0.011* y 0.027*, respectivamente).

Aunque tanto el médico como el paciente reportaron una calificacion global
de dolor menor en pacientes inmunorreactivos al péptido, esto no alcanzé
significancia estadistica. Finalmente, resulta sorprendente observar que los 3
indices que se emplean para medir la actividad clinica de los pacientes con AR
(DAS28, CDAIl y SDAI) fueron diferentes entre ambos grupos de pacientes. A ese
respecto y, en congruencia con las diferencias observadas en el conteo articular, se
observa que la actividad clinica fue menor en el grupo de pacientes cuyo plasma
fue reactivo a la presencia del péptido con citrulina, en comparacion al péptido
control. Es indudable que se requiere un analisis mas detallado para poder sugerir

una explicacién a esta diferencia entre los grupos de pacientes.
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Tabla 4.

Comparacion entre pacientes en base a inmunorreactividad al péptido.

Variable No Inmunorreactivo Inmunorreactivo P

N 24 41

Edad, afios (DE) 48.3(12.0) 51.4(12.9) 0.336°
Mujeres, n (%) 23 (95.9) 40 (97.6) 0.99°
Antecedentes AR, n (%) 5(20.8) 16 (36.6) 0.267°
Uso de Glucocorticoides, % 86.9 78.6 0.737°
No. articulaciones dolorosas, bk
mediana [IC,95%] 3[0-27] 1[0-8] 0.011
No. articulaciones

inflamadas, mediana 5[0-14] 2 [0-9] 0.027°*
[1C,95%]

VSG, mm/h, media (DE) 28.1(13.2) 29.0(12) 0.81°
PCR, mg/L, mediana ) ) b
[1C,95%] 3.3[7-52] 3.3[0.4-31] 0.52
VAS médico, mediana b
[1C,95%] 17.5[0-61] 10 [0-50] 0.057
VAS paciente, mediana . : bk
[1C,95%] 47 [0-100] 11 [0-80] 0.006
DAS28, media (DE) 4.50 (1.23) 3.44 (0.98) 0.00043% **
CDAI, mediana [IC,95%] 23.3[1-48] 6.0 [0.14-24] 0.0020% **
SDAI, mediana [IC,95%] 23.7 [1.2-144] 6.7 [0.5-45] 0.0002°***
aCCP, RU/ml, mediana . ) b
[1C,95%] 162.6 [5-200] 156.3 [5-200] 0.79
FR, Ul/ml, mediana [IC,95%)] 207.4 [0.7-612] 162.8 [9-2194] 0.83°
Estatura, cm, mediana b
[1C,95%] 151 [140-164] 153.0 [142-165] 0.55
Peso (kg, mediana [IC,95%)] 61.5[42-83] 57 [44-82] 0.33°
IMC, kg/m2, mediana ) b
[1C,95%] 26.3 [20-35] 24.6 [18-34] 0.17
Glucosa, mg/dL, mediana b
[1C,95%] 84.5 [76-120] 90.5 [76-208] 0.08
NGF, pg/ml, mediana . ) b
[1C,95%] 2.08 [0-21] 2.08 [0-22] 0.65
IL-6, pg/ml, mediana _ b
[1C,95%] 20.2 [0.003-332] 20.2 [0.02-331] 0.25
[Ll‘zp;';‘i] pg/ml, mediana 9939 [124-85219] 9939 [124-85219] 0.73°
MCP1, pg/ml, mediana . _ b
[1C,95%] 153 [10-454] 197 [45-1202] 0.08
Insulina, pg/ml, mediana 470 [44-2625] 562 [96-2871] 0.46°
[1C,95%]

indice aterogénico, mg/dL, b
media (DE) 3.5(0.64) 3.3(0.72) 0.35
Hipertrigliceridemia, % 29.2 17.1 0.35°
Hiperlipidemia mixta, % 12.5 2.4 0.14°
Hipercolesterolemia, % 12.5 7.3 0.66°
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Dislipidemia, % 29.2 21.9 0.52°

Prueba estadistica de normalidad Shapiro-Wilk; Kolmogdrov-Smirnov.

N: nimero de eventos; DE: desviacion estandar; 1C,95: intervalo de confianza al 95%; VSG:
velocidad de sedimentacion globular; PCR: Proteina C Reactiva; VAS médico/VAS paciente:
escala visual analoga; DAS28: puntaje de actividad clinica (<2.8: Remision; 2.8-3.2: Leve: 3.2-
5.1: Moderada; >5.1: Actividad alta); CDAI: indice de la actividad clinica de la enfermedad:;
SDAI: indice simplificado de la actividad de la enfermedad; aCCP: anticuerpo anti-péptido
ciclico citrulinado (>20 UR/ml: positivo EUROINMUN®*);: (<10mg/dl: normal, >10mg/dl: alto);
(valor en mujeres:0-29mm/h); FR: titulo de factor reumatoide (15-20Ul/ml: positivo); IMC:
indice masa corporal; NGF: Factor de crecimiento nervioso; IL-6: interleucina 6; MACP-1.:
Proteina quimioatrayente de monocitos-1.

10.5 Inmunizacién de ratones.

La inmunizacién se describe en detalle en el apartado de Material y
Métodos. Es importante mencionar que los sueros de ratones control e inmunizados
fueron evaluados de acuerdo con las condiciones estandarizadas por la técnica de
ELISA indirecto.

En la Figura 10, se observa la comparacién de los niveles promedio de
titulos de antisuero de raton obtenidos en ensayos de ELISA indirecto con el péptido
citrulinado (HC-gp 39). En el eje de las abscisas se presenta la respuesta de los
sueros a diferentes tiempos de la inmunizacién (tiempo 0, 15, 30 y 54 dias). Mientras
gue en el eje de las ordenadas se observa la D.O.

Los niveles de la D.O. correspondiente a los sueros de ratones
inmmunizados al dia cero tuvieron una reactividad similar a la presente por los
controles

Los niveles de la D.O correspondiente a los sueros de ratones inmunizados
al dia cero tuvieron una reactividad similar a la presente por los controles, sin
embargo, a partir del dia 15 de seguimiento se observé una reactividad
significativamente mayor (D.O. cercana a 0.6; aunque la reactividad no supero el
100% de sefial, de acuerdo a lo esperado para una respuesta inmune especifica.

Finalmente, los niveles de DO aumentaron para el dia 54. Al parecer al
incrementar los retos parece observar un incremento en la DO, pero no fue muy
notable cuando se comparan con los controles.

Conviene resaltar que experiencias previas de inmunizacion muestran una
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diferencia muy grande entre la reactividad de los ratones controles contra los

ratones inmunizados.

ELISA (péptido cit HC-gp39)

1.0+
0.8+
£ 3 Bk
§ 0.6+ =3 Control 1
g P &= Control 2
O 0.4+ @@ Inmunizado 1
o
Il Inmunizado 2
0.2+
0.0~ n

Dia 0 Dia15 Dia30 Dia54

Figura 10. Niveles de reactividad del péptido Citrulinado HC-gp 39 en suero
de ratones BALB/c.

Por otra parte, en la Figura 11, se observan los resultados del ensayo de
reactividad de los sueros de ratones al péptido control (misma secuencia, pero Arg
en lugar de citrulina). Primero hay que hacer notar que, en todos los casos, tanto en
suero de ratones control como los ratones inmunizados dieron una sefial ante este
péptido entre (0.34 - 0.6), lo cual sugiere que la reactividad cruzada en contra del
péptido no citrulinado es muy alta. Asimismo, es notable observar que la reactividad
del suero de ratones control, en comparacion con los inmunizados no ofrecié
respuestas estadisticamente diferentes.

Ademas, se observo en el ultimo ensayo con el péptido control, la D.O. del
suero de ratones control e inmunizados, se mantuvo aparentemente estable.

Al comparar los niveles de reactividad de los sueros control a lo largo de los
54 dias de inmunizacion se observé un ligero incremento desde niveles menores a
0.40 (dias 0 y 15), que alcanzaron (0.45) al dia 54. (La linea roja, sirve de guia para
visualizar los niveles de la D.O).

Por su parte, el suero de los ratones inmunizados mostrd una reactividad
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similar al péptido control, pero al dia 30 mostr6 incluso se obtuvo una reactividad

menor (DO 0.26), para incrementarse a nivel superior a 0.40 en el dia 54.

ELISA Control/Arg
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E = Control 1
@ = Ea Control 2
w 0.4~
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Dia 0 Dia15 Dia30 Dia54

Figura 11. Niveles de reactividad del péptido control (Arg) en suero de
ratones BALB/c.

10.6 Panel de muestras de liguido sinovial

Una vez estandarizadas las condiciones para correr los geles (SDS-PAGE
al 15%), con 14 muestras de liquido sinovial, diluidas 1:50 y se realiz6 la tincién con
azul de Coomasie (Figura 12). A pesar de que cada carril contenia 15 ug de la
muestra de liquido sinovial, la tincion no fue tan sensible para visualizar las
proteinas que estan dentro del rango de nuestra proteina de interés 39-42 kDa. Por
lo tanto, se procedio a realizar tincion de plata y aqui se lograron observar otras
proteinas que no se visualizaron con la otra tincion, en el rango de pM de interés
(Figura 13).

A partir de la visualizacion en los geles y de los resultados del ensayo para
determinacién de concentracion de proteina (Bradford), se seleccionaron los

liguidos sinoviales para los ensayos de western blot, correspondientes a las
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muestras de los pacientes 31 y 36, sin embargo, la muestra 31 ya era muy poca
para correrla en el ensayo posterior.
También se selecciond la muestra del paciente 11, como control.

pM 13 11 3 4 5 23 28 29 31 33 36 37 41 42

Figura 12. SDS/PAGE 15%, analisis de liquidos sinoviales (dil. 1:50), tincion
con azul de Coomasie.
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Figura 13. SDS/PAGE 15%, andlisis de liquidos sinoviales (dil. 1:50), tincion
de plata.

En el recuadro se pueden observar las bandas que se encuentran en el rango
del pM correspondiente a la proteina de interés (39-42kDa); tomando en cuenta el
marcador de pM.

10.7 Identificacion de proteinas de liquido sinovial contra suero de raton.

A continuacion, se realiz6 un western blot. Cada carril se carg6 con 10 g
de proteinas de las muestras de liquido sinovial del paciente 36 pero no pudo
observarse alguna banda especifica contra el suero de los ratones inmunizados.
Como ultima alternativa se emplearon 30 g por carril para cada muestra de liquido
sinovial (paciente 36), la cual se cargé en 5 diferentes carriles, como se observa en
la Figura 14, con la nitrocelulosa tefiida con Rojo Ponceau, la tincién se realizd por
10 minutos en agitacion a temperatura ambiente.

En la parte superior de la Figura 14, en la tincion, se observa que la banda
prominente corresponde a la albumina humana, con un peso molecular cercano a
65 kDa. Después de destefiirlo, se cortaron en secciones cada uno de los carriles y
fueron incubados con diluciones diferentes del suero de ratones inmunizados: 1:100
(carril 1), 1:200 (carril 2), 1:500 (carril 3), 1:2,000 (carril 4) y 1:5000 (carril 5). Sin
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embargo, no hubo sefial visible una vez revelado el experimento (parte inferior
Figurald). En base a estos resultados no se puede confirmar que el suero de
ratones inmunizados sea inmunoselectivo para el epitopo citrulinado y parece no

ser capaz de reconocer proteinas sinoviales.

Figura 14. Ensayo de Western Blot, con muestra de Liquido Sinovial de
paciente 36.

Parte superior de la imagen, se muestra la membrana con la tincion de rojo
Ponceau. Se puede observar que no hubo deteccion visible de ninguna banda en
las diferentes diluciones de los sueros de ratén inmunizado 2, sugiriendo la ausencia
de epitopos que posiblemente no son reconocidos por el suero del raton 2

inmunizado en esa muestra de liquido sinovial.
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11.DISCUSION

11.1 Antigenicidad del péptido citrulinado HCgp-39 (263-275) derivado de la
proteina sinovial de 39 kDa.

La HCgp-39 es una glicoproteina que secretan los condrocitos y fibroblastos
sinoviales, con un peso molecular entre 39 y 42 kDa, que forma parte de una nueva
familia de lectinas similares a la quitinasa que parece jugar un papel activo en la
defensa en contra de hongos y bacterias. Su sobreexpresion puede estar implicada
en una remodelacién extensa del tejido conjuntivo como en el cartilago artritico y la
membrana sinovial hiperplasica, el epitelio pulmonar, la piel o el higado
fibrotico190.100). Se han reportado niveles séricos elevados de dicha proteina en
ciertos tipos de cancer de mama, cancer de colon y en pacientes con gliomas

malignos, que incluso se relaciona con un mal prondstico de la enfermedad(102.103),

Esta proteina también parece tener un papel en la respuesta inflamatoria de
las células T de tipo 2 (Th2) y la inflamacion inducida por IL-13, regulando la
sensibilizacion a alérgenos, la apoptosis de células inflamatorias, la acumulacion de
células dendriticas y la diferenciacion de macréfagos M2(1%4)- Ademéas se conoce

gue la inoculacién de HC gp-39 induce artritis en ratones BALB/c(10%),

En un estudio, un epitopo con prometedora utilidad clinica, que ademés no
estd incluida en los kits comerciales de pruebas aCCP que era de la glicoproteina
anteriormente mencionada “HCgp-39 263-275”, fue empleado como blanco de
evaluacion en muestras de membrana sinovial de pacientes con AR. Para tal efecto
usaron un anticuerpo monoclonal sintetizado, llamado “12 A”, que esta dirigido
contra el complejo HLA-DR-04/HC gp-39 263-275 y parece inhibir las respuestas
especificas de las células T in vitro(%), Para este estudio, emplearon muestras de
biopsias sinoviales de 132 pacientes, obtenidas mediante artroscopia con agujay la
tincibn por inmunohistoquimica se realiz6 con el AcM “12 A’. Las muestras
correspondian a 65 pacientes con AR, 67 individuos con otro espondilo artropatias
(espondilitis anquilosante, artritis psoriasica, artritis reactiva, artritis asociada a
enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedades indiferenciadas); 21 pacientes

restantes tenian osteoartritis, gota, polimialgia reumatica. De las muestras, se
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observo tincidn con el anticuerpo monoclonal “12 A” en la membrana sinovial de 40
de 65 pacientes con AR, es decir, en el 61.5% de muestras sinoviales en
comparacion con solo el 3% de las muestras control que padecian diversas
enfermedades inflamatorias y degenerativas (p<0.001). Histolégicamente, en la
proximidad de los sitios de la expresion de HC gp-39, se observaron agregados
linfoides (CD3 y CD1a), evidenciando la presentacion del antigeno. Adicionalmente,
los niveles VSG de los pacientes fueron superiores en pacientes seropositivos para
AcM “12 A” en comparacion con pacientes negativos (media de VSG: 38 mm/h vs
33 mm/h) respectivamente. Por otra parte, la tipificacion del epitopo compartido
estuvo disponible para el 65% de los 37 pacientes, es decir 24 pacientes con AR
positivos para EC, se tifieron positivamente con el AcM “12 A”; de esos 24 pacientes,
15 fueron positivos para HLA DR1*0401 y 7 positivos para HLA DR1* 0101(106),
Ademas, conviene resaltar que la presencia de este epitopo seropositivo coincide
con sinovitis grave y parece representar un autoantigeno que propicio el desarrollo

de la enfermedad.

Adicionalmente, empleando el mismo anticuerpo 12A, identificaron y
localizaron células dentro del tejido sinovial de pacientes con AR que procesan y
presentan HC gp-39 (263-275) en el contexto de los alelos HLADR--1*0401. La
tinciébn con el marcador de células dendriticas CD1la sugieren la presencia de un
fenotipo de células dendriticas. Otros tipos de células que expresan MHC de clase
[I, por ejemplo, células B y macréfagos, no parecen estar implicados en la

presentacion de este epitopo°®),

La busqueda de anticuerpos en contra de epitopos citrulinados derivados
de esta proteina podria ser una importante fuente de nuevas herramientas, no sélo

diagnésticas sino incluso terapéuticas.

Aunque la proteina contiene 18 argininas en su estructura primaria, soélo 1
una de ellas ha sido identificada citrulinada potencialmente porque podria
encontrarse en una region mas expuesta en una region sin estructura secundaria.

En base a esto, valdria la pena hacer un estudio mas detallado para valorar en
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estudio in silico, los posibles blancos de las enzimas PAD2 y PAD 4 sobre esta

proteina.

Los resultados del presente estudio confirman que el epitopo citrulinado 2ez-
PTFGCItSFTLASSET-275, derivado de HCgp-39 parece ser reconocido por la
mayoria de los pacientes con AR de una cohorte reciente. Esto sugiere que la
presencia de este epitopo ya sea en su forma de proteina o en su fragmento de
proteina, podria haber sido empleada para la generacion de autoanticuerpos en
estos pacientes. Hay que hacer notar que empleando el programa de BLAST de
SwissProt  (https://www.uniprot.org/blast/uniprotkb/ncbiblast-R20230611-153325-
0652-19313225-p1m/overview) sélo se pudo identificar una secuencia similar (91%
de similitud) con la quitotriosidasa 1, lo cual nos sugiere que potencialmente no hay
muchas otras proteinas en el humano que pudieran simular o ser responsables del

reconocimiento especifico por el plasma de los pacientes con AR.

Por otro lado, resulta ademas muy interesante poder dar continuidad a este
estudio en el orden de conocer las razones por las cuales la actividad clinica de la
AR potencialmente podria asociarse de manera negativa con la presencia de
autoanticuerpos en contra de este epitopo. Una manera de sugerir este estado es
considerar que los eventos autoinmunes en contra de este epitopo puedan limitar la
presentacion de otros péptidos potencialmente citrulinados, limitando de manera
relativa su posible efecto patoldgico. Sin embargo, todo esto es totalmente
especulativo y requiere un estudio dirigido para poder encontrar pistas para su
explicacion. En todo caso, lo que se puede concluir de todo esto es que la frecuencia
de autoanticuerpos en los pacientes mexicanos es suficiente elevado para
considerar que vale la pena realizar esfuerzos suficientes para generar
herramientas inmunoldgicas para su monitoreo, dado que podria ser un nuevo

biomarcador para esta enfermedad.
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11.2 Suero hiperinmune

Como un primer intento de generar un suero especifico para este epitopo,
se realizé un protocolo de inmunizacion con el péptido soluble, sin embargo, los
resultados no fueron los deseados. En ese sentido, los titulos de anticuerpo reactivo
al péptido no se incrementaron a niveles esperados en una respuesta inmune

especifica.

Los protocolos de inmunizaciébn asumen que la presentacion antigénica del
sistema inmune es muy potente porque se activa la respuesta inmune innata gracias
a la presencia del adyuvante completo de Freund, lo cual garantiza que las células
presentadoras de antigeno realizaran la presentacion y activacion de células T. Sin
embargo, la respuesta inmune adaptativa de nuestros ratones no parece haber sido
la adecuada para generar titulos elevados de anticuerpos, sobre todo como
resultado de los retos posteriores. Para explicar este efecto se puede identificar
algunos motivos como la dosis del antigeno, el nUmero de inmunizaciones o vias de

administracion.

Asimismo, un parametro a considerar es la naturaleza del péptido. Diferentes
estudios han mostrado que la posibilidad que un péptido pequefio y lineal por si sélo

puede generar una respuesta inmunogénica es limitado.

El protocolo recomienda que los titulos de anticuerpos deben incrementar
conforme al nimero de inmunizaciones con el antigeno, e incluso pueden llegar a
una fase “estacionaria”. Ademas, para realizar la fusion celular, se ha reportado en
estudios previos que lo ideal es realizar otra inmunizacion a los ratones con 3 a 5
dias de antelacioén por via intraperitoneal y proceder a fusiona células plasmaticas

productoras de anticuerpos con la linea celular del mieloma (SP2/0-Ag14) (98.99),

Por otra parte, los anticuerpos IgG pueden tener su pico maximo a los 3 meses,
por eso se pudo haber obtenido un falso positivo en los titulos de los anticuerpos
pertenecientes a los ratones, mientras que los anticuerpos IgM puede tener su pico

en los primeros 15 dias después del contacto con el AG. Ademas hay que recordar
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gue la estructura de los anticuerpos puede ayudar a determinar que tanta afinidad

tendran por los epitopos(16),
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12. LIMITACIONES

El proyecto tiene varias oportunidades de mejora respecto a las técnicas
experimentales. Desafortunadamente, los experimentos de este proyecto
comenzaron a finales del aflo 2021. Debido a la pandemia provocada por SARS-
Cov-2, este estudio tuvo muchos contratiempos debido a las medidas de
distanciamiento fisico y normativas de seguridad para proteccion que se
implementaron (primer medio afio del posgrado fue en linea). Adicionalmente,
debido a problemas técnicos, ya sea de la compafiia donde se envio a realizar la
sintesis de péptidos y los problemas locales para la importacion de reactivos para
investigacién, se tuvo que limitar este estudio a la evaluacion de un sélo péptido

citrulinado.

Otra limitante, fue la imposibilidad de tener a tiempo el péptido acoplado con
una proteina acarreadora. Lo recomendado era conjugar este péptido con una
proteina de acarreamiento como “KLH” o como alternativa usar plasma de cabra,
ya que se recomienda usar cualquiera de los dos en combinacién con el péptido,
para generar una respuesta inmunolégica humoral duradera en los ratones y por lo
tanto obtener un mejor rendimiento en los titulos de anticuerpos y una mejor calidad

de anticuerpos especificos una vez estimulados los linfocitos B del raton.

Este reactivo llego al laboratorio 13 de la Facultad de Farmacia con un
retraso de 5 meses, cuando ya se habia concluido el periodo de mi estancia de
investigacion, por lo que quedd fuera de las posibilidades usarlo para iniciar el

protocolo de inmunizacion.

Por otra parte desde que se estandarizaban los WB, por Dot Blot, notamos
gue habia pegado inespecifico, sugiriendo que los anticuerpos del suero
hiperinmune no se pegaban a las proteinas de raton inmunizado con el péptido, ya
gue hubo una banda mas intensa en el suero del ratén control, de manera que se
modificaron las condiciones para estandarizacibn del ensayo y ademas las
muestras de suero hiperinmune de los ratones fue muy poca cantidad la que se

rescato, incluso algunas alicuotas de 100 pl se terminaron.
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Desde luego, todo esto fue determinante para las conclusiones del proyecto
ya que, en los ensayos de WB posteriores ya no hubo deteccion de los anticuerpos
de ratén hacia los epitopos de la proteina HCgp-39 en las muestras de los liquidos
sinoviales de pacientes con AR. En ese sentido, hay una probabilidad de que la
respuesta que se estimuld en el sistema inmune de los ratones no fue la suficiente

para generar una respuesta inmunitaria humoral.

85



13. CONCLUSIONES

La inmunorreactividad al péptido citrulinado de la proteina HC-gp39 (263-
PTFGCitSFTLASSET-27s), fue positiva en el 63% de los pacientes analizados, lo cual
sugiere que pueda tratarse de un epitopo que frecuentemente se encuentra en el
tejido que sufre una remodelacién debido a algun dafio y podria participar como
neoantigeno para la generaciébn de respuesta autoinmune en los pacientes
mexicanos, demostrando asi la importancia de explorar el citrulinoma en los
pacientes.

Resulta sorprendente que los pacientes que presentaron inmunorreactividad
a este epitopo citrulinado son quienes mostraron una actividad clinica estadistica
menor, en comparacion de los pacientes no inmunorreactivos. Esto requiere un
analisis mas detallado para evaluar posibles confusores. En todo caso, la
inmunorreactividad al péptido citrulinado, parece no mostrar tener impacto en la
actividad o severidad de la enfermedad.

Por otro lado, después de los ensayos inmunizacion, aunque se observaron
mayor reactividad para los péptidos citrulinados en los ratones experimentales, los
ensayos de western blot con el suero de los ratones no mostraron deteccion en
contra de proteinas derivadas del liquido sinovial de pacientes con AR, sugiriendo
gue no hubo inmunorreactividad. Se asume que el péptido fue pequefio (14
aminoéacidos) y ademas es lineal, lo que dificulta su capacidad para ser presentado,
incluso lo que pudo haber sucedido es que las células B especificas a ese péptido,
no reciben de manera eficiente la cooperacion las de las células T helper.
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14. PERSPECTIVAS

Este proyecto al ser un estudio exploratorio sugiere que es relevante
continuar por conocer que proteinas pueden ser blanco de los autoanticuerpos de
un paciente con AR, en poblacion mexicana. De tal manera que es importante que
se explore el citruinoma de los pacientes y ademas se conozca la
inmunorreactividad de los pacientes ante péptidos con potencial papel de neo

antigenos, como fue el caso de esté péptido de interés.

Originalmente el proyecto contemplaba el desarrollo de anticuerpos
monoclonales, que provenian de este péptido y de otros péptidos de proteinas
novedosas que no se encuentran en kits de deteccién, sin embargo, debido a la
situacion de emergencia que se vivié por la pandemia ocasionada por el SARS-
Cov2, la mayoria de los experimentos se postergaron. Cabe mencionar que, el
banco de plasmas de pacientes se conservay, por lo tanto, en mejores condiciones
se podria en un futuro realizar este estudio para los otros péptidos identificados por

la busqueda bibliogréfica dirigida.

Por otro lado, el suero hiperinmune obtenido, pudo haber sido mas eficaz y
tal vez de mejor calidad si el péptido estuviera conjugado con una proteina de
acarreo como lo es la KLH, por sus abreviaturas en inglés “Keyhole Limpet
Hemocyanin”, la cual es una proteina gigante proveniente de la sangre de un
molusco. Esta proteina tiene una gran capacidad de estimular una respuesta
inmune especifica y duradera en el sistema inmune del ratén y la produccion de

anticuerpos especificos sea mas efectiva y robusta.

Ademas, se pueden aumentar las inmunizaciones a los ratones, ya que, por
la falta de tiempo, sblo se realizaron 4 inmunizaciones subcutaneas sin una
inoculacion intraperitoneal, como normalmente lo recomiendan los protocolos
cuando se pretenden obtener anticuerpos monoclonales por técnica la del

“hibridoma”.
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Vale la pena considerar un analisis para conocer el subtipo de
Inmunoglobulinas que se hayan obtenido, ya que todo sugiere que los anticuerpos

del suero hiperinmune en su mayoria pueden ser de naturaleza IgM.

Ademas, se pudiera explorar una via a nivel celular para confirmar su
mecanismo por el cual inducen la respuesta de tipo innata. También seria curioso
saber si este péptido, es mas especifico para otro tipo de enfermedades reumaticas

en pacientes mexicanos.

A pesar de eso, se obtuvieron resultados que pudieran sugerir su utilidad
en futuro para un uso clinico, ya que la finalidad es obtener una herramienta que
fortalezca un informe emitido por parte del médico reumatélogo para medir la
actividad de la enfermedad o tal vez predecir el pronéstico de la enfermedad en los
pacientes. El desarrollar estas moléculas es importante, ya que sirven para un
progreso biotecnoldgico innovador que quizas en un futuro lleve a que alguno de
estos péptidos ayude eficientemente en la generacion de un anticuerpo monoclonal
y funcione para probarlo en un modelo in vivo para monitorizar su eficacia, y su

seguridad.
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16. ANEXOS

ANEXOL1. llustracion de la expresion de proteinas especificas de 6rganos de
las isoenzimas de peptidilarginina deiminasa (PAD) en humanos. Tomado de

(107).

Foliculos pilosos (PAD1 y PAD3)

Glandula salival (PADZ) Cerebro (PAD2)

Bazo (PAD2)

Musculo esquelético

(PAD2)
Pancreas (PADZ \ ero (PAD1. Yy BARa)
Ovulo, embrién temprano
2 y ovario (PAD6)
.é‘ -
A / Epidermis cutanea
' (PAD1y PADS)
Leucocitos (PAD2 y PAD4) -' e

0P 5
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ANEXO 2. Secuenciatotal de aminoacidos de la proteina HC-gp39. Tomado de
Uniprot. ID: P36222; https://www.uniprot.org/uniprotkb/P36222/entry

Length 383

Mass (Da) 42,625

18 2
MGVKASQTGF VVLVLLQCCS

10
KTLLSVGGKN

198
GKVTIDSSYD

280
ETGVGAPISG

370
GSFCGQDLRF

La secuencia que se mando a sintetizar con Genscript, fue desde el aminoacido

-

110
FGSQRFSKIA

208
TAKISQHLDF

290
PGIPGRFTKE

388
PLTNAIKDAL

30
AYKLVCYYTS
128
SNTQSRRTFI
216
ISIMTYDFHG
300

AGTLAYYEIC

AAT

A

WSOYREGDGS
130
KSVPPFLRTH
226
AWRGTTGHHS

318
DFLRGATVHR

Last updated 2005-12-20v2

Checksum' 46C9EF133BDC7C2D1

50 60 78
CFPDALDRFL CTHIIYSFAN TISNDHIDTWE

148 158 lce
GFDGLDLAWL YPGRRDKQHF TTLIKEMKAE

238 248 258
PLFRGQEDAS PDRFSNTDYA VGYMLRLGAP

320 3309
TLGQQVPYAT KGNQWVGYDD

340
QESVKSKVQY

ge
WNDVTLYGML
17e
FIKEAQPGKK
268
ASKLVMGIPT

35e
LKDRQLAGAM

98
NTLKNRNPNL

1se
QLLLSAALSA

278
FGRSFTLASS

360
VWALDLDDFQ

258-272, pero en la literatura toma en cuenta la secuencia como HC-gp 39 (263-

275), debido a que con esa secuencia desarrollaron un AcM(108),
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ANEXO 3. Caracteristicas bioquimicas de las proteinas y de las secuencias a

sintetizar.
| PR PUNTO PUNTO
SECUENCIA | ISDELECTRICO | ISDELECTRICD | Mo De Asp | No. De Ghu EURDINMLUN
PROTEINAS aa T PROTEIMNA proteina CIT {D) [E)} Mo [R) . R cit Mo. lys (K] | Mo. His (H) aCOP
Fibrinégeno a
PO2ET1 20 aa 097.32 Da 5.7 .7 1
Fibrindgeno a
PO2ET1 13 aa 1570.78 Da 5.7 6.7 i
[Fommogeno B *
Pbra 17 aa 1989.19 Da 8.54 5.54 1
Colégana tipo Il *
Pa2458 13 an 128333 6.58| 858
|20 aa
Aggrecan
P1E112 219,55 Da 4.06 609
Gicoprolodina
38 del cartilagos
humana
PI6222 14 a8 42000.63 Da B.69] .7
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PESO P SECUENCIA
PROTEINAS | MOLECULAR (Da) PEPTIDOD SECUENCIA CONTROL CONTROL NEUTRO | POLAR SECUENCIA CON CITRULINA
GGGVRGPRVVERHOQSACEDS  |209532 Ds
Fibrindgant a
POZET1 $4,973 Fibrindgeno a (31-50) x | GGGVoltGPRVVECL tEQSACKDS
QDFTHRINKLENS 1577.76 Da
84,973 Fibrindgeno a {T8-81) X 1= gbm:-.itlm.ms
55 938 Fibrintgena [ (36-52) NEEGFFSARGHRPLDEE THEE 15 Da " HEEGFFSAcltGHRPLOEK
GARGLTGRPGDAGP 128138 Dm
Coligano tipo i
|Pozass 141788 Rpepp— GAc1tGLTGc it PGDAGP
VVLLVATEGRVEVNSAYQDE |22i7ssDa
Aggrecan
[P1E112 261,329 Agrecan [24-103) VVLLVATEGcLt Vol tVNSAYQDK
Glicopeoteina
38 del cartitago PTFGRSFTLASSET 500,83 Da
UM
I_FMZ 42,625 Nﬁ!ﬂkmﬂ | PTFG: itsmm
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ANEXO 4. Caracteristicas en
publicaciones originales.

comun

de

secuencias

revisadas

en

PROTEINA nvive

Glicoproteina 39 del
cartilago humano
“Hcg39" (263-275)

Agrecano (84-103)

Colageno tipo Il (360-
373)

Fibrinogeno a (31-50)

Fibrinogeno a (79-91)

Fibrindgeno B (36-52)

D. O: (Densidad Optica)

Caracierislicas en comdn .

Histologia

Secrecion
de citocinas
{IL1, IL&,
IL17, TNFa,
IFNy)

Asociacion

Estudios

a
Haplotipos o
clinicos

HLA/EC
(DRA1, DR4)
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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LF. ALMA ELOISA VARELA RAMIREZ
ALUMNO DE MAESTRIA EN FARMACIA
PRESENTE

Por este medio le informo que el Consejo Interno de Posgrado (CIP), en su Sesion Ordinaria del 14 de junio
de 2023, designd a los siguientes sinodales como integrantes de la Comision Revisora de tesis y jurado para
la tesis titulada “Evaluacion de la inmunorreactividad del péptido citrulinado PTFGcitSFTLASSET en
una cohorte de pacientes con artritis reumatoide y desarrollo preliminar de suero hiperinmune”.

Sinodal Adscripcion

Presidente Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama  Facultad de Medicina-UAEM
Secretario Dra. Diana Lizbeth Gémez GaliciaNA Facultad de Farmacia-UAEM
Vocal 1 Dra. Deshiré Alpizar Rodriguez Colegio Mexicano de Reumatologia
Suplente 1 Dra. Judith Gonzalez ChristenNA Facultad de Farmacia-UAEM
Suplente 2 Dr. José Luis Montiel HernandezNA Facultad de Farmacia-UAEM

NA = Nucleo Académico de Posgrado en Farmacia

Se le solicita entregar el manuscrito de tesis para revision a esta comision y dar fluidez a los tramites como
se indica en el manual de procedimientos.

Nota (Art. 74 RGEP-UAEM): Los sinodales tendran un plazo maximo de 20 dias habiles contados a partir de la recepcion
del documento de tesis para entregar los comentarios de la revisién y para emitir un voto aprobatorio o negatorio. En
caso de condicionar el voto a la entrega de un documento en el que el tesista debera solventar lo revisado, este contara
con un plazo no mayor a 20 dias habiles, contados a partir de la notificacion del primer dictamen emitido, para integrar
las correcciones sefialadas, una vez fenecido dicho plazo el sinodal emitira el voto aprobatorio o negatorio que
corresponda.

Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente
“Por una humanidad culta
una Universidad de Excelencia’

e-firma UAEM

Dr. Sergio Alcala Alcala
Jefe de Posgrado
Facultad de Farmacia

ccp: archivo.
Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama; Dra. Diana Lizbeth Gémez Gallicia; Dra. Deshiré Alpizar Rodriguez; Dra. Judith Gonzalez
Christen; Dr. José Luis Montiel Hernandez .
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