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RESUMEN

La Artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por
una inflamacién y destruccion de las articulaciones. Aunque su causa es
desconocida, se han identificado factores ambientales, endocrinosy
genéticos relacionados con su desarrollo. Hasta hace poco la determinacion
del factor reumatoide, era la Unica prueba utilizada para el estudio de esta
patologia. Esta técnica no es muy sensible, ni especifica, y es positiva para
otras enfermedades. Estudios recientes han revelado que sueros
depacientes con artritis, reconocen por ensayos de ELISA péptidos ciclicos
sintéticos que contienen el aminoacido citrulina (X). Los anticuerpos anti-
péptidos citrulinados ciclicos son muy especificos para la artritis reumatoide y
estan presentes en al menos 60-75% de los pacientes estudiados, con una
especificidad de 95-100%.Esta alta especificidad combinada con su
presencia temprana en la enfermedad, incluso antes de que la enfermedad
sea manifiesta, sugiere un papel importante de estos anticuerpos en la
patogénesis de la enfermedad. En este trabajo se analizé la secuencia de
origen de los péptidos HSTKRGHAKSRPVXG y
ARGHXPLDKKREEAPSLXPA con el programa DELTA-BLAST y luego se
calculo la estructura tridimensional de las proteinas de origen. El andlisis
estructural de las secuencias de referencia muestra que es posible redisefar
estos péptidos para obtener mejores mimos estructurales. Se espera que
estos péptidos redisefiados mejoren la afinidad y especificidad en los
ensayos de ELISA y se pueda contribuir al diagnostico precoz de la artritis
reumatoide



1. INTRODUCCION

La Artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune (produccion de
anticuerpos contra érganos y tejidos del paciente) que se caracteriza por una
sinovitis inflamatoria y destruccion de las articulaciones. Su prevalencia es
del 1 % de la poblacién general y tres veces mayor en mujeres. Aunque su
causa es desconocida, se han identificado factores ambientales, endocrinos
y genéticos relacionados con su desarrollo (Guzman, 2003).

Hasta hace poco la determinacion del factor reumatoide, autoanticuerpos
dirigidos contra la fraccion constante de las inmunoglobulinas de clase 1gG,
era la Unica prueba utilizada para el estudio de esta patologia, y su presencia
era considerada como un criterio de clasificacion de la enfermedad. No
obstante, esta técnica no es muy sensible (66%), ni especifica (87%), y es
positiva para otras enfermedades autoinmunes, neoplasicas y aun en
personas sanas, especialmente en aquellas de edad avanzada.

Estudios recientes han revelado que sueros depacientes con artritis,
reconocen por ensayos de ELISA péptidos sintéticos que contienen el
aminodcido citrulina, un residuo modificado de arginina. Los anticuerpos anti-
péptidos citrulinados ciclicos son muy especificos para la artritis reumatoide y
estan presentes en al menos 60-75% de los pacientes estudiados, con una
especificidad de 95-100%. Esta alta especificidad combinada con su
presencia temprana en la enfermedad, incluso antes de que la enfermedad
sea manifiesta, sugiere un papel importante de estos anticuerpos en la
patogénesis de la enfermedad.

En este trabajo se analizé la secuencia y estructura de los péptidos ciclicos
que se han utilizado y se disefiaron nuevos péptidos que imitan mejor la
estructura en las proteinas nativas. Se espera que al sintetizar estos péptidos
mejore la afinidad y especificidad en los ensayos de diagndstico.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por
una sinovitis inflamatoria y destruccion de las articulaciones. La prevalencia
de la AR es de aproximadamente 1% de la poblacibn general, con
correspondencia tres veces mayor en la mujer. A pesar de que se han
realizado muchos estudios acerca de esta enfermedad, aun se desconoce su
causa. No obstante se han identificado factores endocrinos, ambientales y
genéticos relacionados con el desarrollo de la misma.

Hasta hace poco la determinacion del factor reumatoide (FR), un factor
dirigido contra la fraccion constante de las inmunoglobulinas de clase IgG,
era la Unica prueba utilizada para el estudio de esta patologia, y su presencia
es considerada como un criterio de clasificacion de la enfermedad. No
obstante, el FR no es altamente sensible (66%), ni especifico (87%), y puede
encontrarse en otras enfermedades autoinmunes, neoplasicas y aun en
personas sanas, especialmente en aquellas de edad avanzada.

Debido a lo anterior se han estudiado otros anticuerpos asociados a la AR:
Anticuerpos contra los péptidos ciclicos citrulinados (PCC) provenientes de
secuencias de proteinas relacionadas, como marcadores Utiles y precoces
de la AR.

En la actualidad se han descubierto anticuerpos especificos para la AR, tales
como:

e Anticuerpos contra la queratina (AKA)

¢ Anticuerpos contra el factor perinuclear (APF)

e Anticuerpos contra la Filagrina

e Anticuerpos contra los péptidos citrulinados (anti-PCC)

Los anti-PCC presentan una gran sensibilidad (80%) y especificidad
(98%), en pacientes con AR, los cuales se presentan en etapas
tempranas de la enfermedad.El antigeno reconocido por los anticuerpos
APF y AKA, es el mismo y corresponde a la profilagrina (antiprofilagrina o
antifilagrina). (Olivares et al 2009)
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La Filagrina es una proteina epidérmica que se une a los filamentos
intermedios de la queratina y promueve la formacion de puentes disulfuro
entre los filamentos intermedios durante las fases terminales de la
diferenciacion de las células epiteliales en mamiferos, que es sintetizada
COMO un precursor proteico, la profilagrina.

Dada la limitada sensibilidad de los primeros ELISA que empleaban los
péptidos lineales citrulinados, se desarrollé un péptido ciclico derivado de la
Filagrina, que presentaba los residuos de la citrulina de forma 6ptima para
ser reconocidos por los anticuerpos PCC; mas sin embargo aun falta por
alcanzar un mayor grado de sensibilidad, para que el diagndstico de la AR
sea eficaz, para que el paciente tenga un tratamiento temprano de esta
patologia y asi evitar graves dafios en las articulaciones y en otros 6rganos
que pueden ser afectados (vista, pulmones, piel ).

Dado que las proteinas no tienen una composicion ciclica, sino una
secuencia continua, suponemos que estos péptidos ciclicos estan imitando
subestructuras de la proteina (Filagrina), ya sea en forma de “loop” o de
hélice, por lo cual queda pendiente explicar la causa de la no muy alta
confianza en el diagnostico de la AR.Y como respuesta a los PCC utilizados
se genera la pregunta problema: ¢Sera posible disefiar y sintetizar un
fragmento de la Filagrina y la Fibrina, que genere anticuerpos que
identifiquen la proteina con alta afinidad, para un mejor diagnéstico de la AR?

11



3. JUSTIFICACION

La Artritis Reumatoide es una enfermedad sistémica y como tal no deberia
pensarse en los componentes de las articulaciones como antigenos
responsables del padecimiento; sin embargo a lo largo de los estudios
realizados se han sugerido una variedad de autoantigenos de estas como
inductores de la respuesta autoinmune.

Clasicamente se han empleado los criterios establecidos por el Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) en 1987 para la clasificacion de la Artritis
Reumatoide (AR). No obstante, estos criterios estan dirigidos mas hacia la
clasificacion del estado del enfermo que hacia su diagnéstico temprano. La
Gnica prueba de laboratorio empleada en la actualidad que orienta hacia el
diagnéstico de la Artritis Reumatoide es el factor reumatoide. Sin embargo,
no se trata de una prueba definitiva para el diagndstico dada su baja
especificidad. (Lopez 2005)

Desde los afios 60 se han descrito diversos autoanticuerpos relacionados
con la AR, unos mas especificos que otros.

Debido a los problemas de especificidad y sensibilidad de estos
autoanticuerpos y las dificultades técnicas para detectarlos han hecho que su
estudio no se haya implantado en los laboratorios clinicos. Por todo esto se
hace necesario un estudio exhaustivo de los marcadores especificos de la
Artritis Reumatoide, analizando el papel que desempefian en el desarrollo de
la enfermedad, con el fin de crear un péptido que permita el reconocimiento
del marcador o antigeno escogido, lo que nos llevaria a una forma de
diagnostico mas precoz de la Artritis Reumatoide, lo cual permitiria que los
pacientes tuvieran un tratamiento a tiempo, evitando complicaciones a futuro.
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4.1.

4.2.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Comparar la estructura entre los péptidos usados en los
ensayos de ELISA para detectar Artritis Reumatoide y sus
correspondientes secuencias en las proteinas nativas de donde
provienen.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar una revision bibliogréfica sobre los antigenos

relacionados con la Artritis Reumatoide.

e Identificar los péptidos usados en ensayos de ELISA para el
diagndstico de pacientes con Artritis Reumatoide.

e Analizar la estructura de los péptidos usados en los ensayos de
ELISA en la proteina de donde provienen.

e Proponer un disefio mejorado de los péptidos, si no hay una
buena concordancia estructural entre los péptidos usados en
los ensayos de ELISA y dichas secuencias dentro de la
proteina nativa.
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5. MARCO TEORICO

5.1. ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica de origen
autoinmunitario, caracterizada inicialmente por la inflamacion de la
membrana sinovial o sinovitis, que extiende hasta otras estructuras
articulares como el hueso, el cartilago articular, ligamentos y tendones,
causando a la larga su destruccion. Debido a su caracter sistémico, la
inflamacion crénica puede afectar a otros 6rganos, como el sistema nervioso
periférico, el corazén, los pulmones, la piel o los ojos, provocando graves
lesiones e incluso poniendo en riesgo la vida del paciente.(Tercero y Olalla
2010)

Articulacién normal Articulacion reumatoidea

£
Membrana
sinovial Destruccion
Osea . i -

Liquido CLA
sinovial y : e
Inflamacion _>
de la sinovial

(~\N_ J
o Capsula bals
L L 4 .
Pérdida
Cartilago de cartilago

Figural.Esquema de una articulacién normal y de una articulacién con
Artritis Reumatoide (tomado de OLIVER, 2006)
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5.2. ETIOLOGIA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmunitaria  que se
desencadena por uno o varios factores desconocidos que inducen a la
aparicion de autoantigenos. La presentacibn de estos antigenos a los
linfocitos T CD4 estimula la expresion de citocinas e induce y aumenta la
proliferacion de linfocitos B, con la consiguiente produccion de anticuerpos.
Los linfocitos B son los productores del factor reumatoide. Al comienzo de la
enfermedad apenas un 60% de los pacientes son positivos para este
marcador. No obstante, durante el primer afio en algunos pacientes el factor
reumatoide negativo se convierte en factor reumatoide positivo, de modo
gue este anticuerpo esta presente en el 80% de los pacientes.

El factor reumatoide se considera como un factor de destruccion tisular y
niveles altos de éste suelen asociarse a formas graves y activas de la
enfermedad. Ademas de la proliferacion de los linfocitos, el cartilago sufre
un proceso inflamatorio que cursa con un aumento de las propias células
sinoviales. La sinovitis se hace cronica, lo que puede provocar que la
membrana sinovial aumente notablemente de tamafio (hasta cien veces su
peso), debido a un comportamiento casi de tipo neoplasico. El tejido que se
forma es el pannus, verdadero causante de la destruccion del cartilago, de
los ligamentos y del hueso subcondral. En el pannus sinovial las citosinas
proinflamatorias predominantes son la interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa), que son producidas por
los fibroblastos y macréfagos. Estas citocinas son las responsables de que
en la artritis reumatoide se produzca inflamacion y destruccion articular ya
que estimulan la produccién de moléculas de adhesion e inducen la sintesis
de enzimas proteoliticas que originan la destruccion del cartilago y del hueso.
La interaccion entre antigenos y anticuerpos en la articulacion origina la
alteracion de la composicion del fluido sinovial, el cual se hace rico en
citosinas proinflamatorias y enzimas proteoliticas potencialmente dafiinas
para el cartilago articular, por lo que pierde capacidad para realizar sus
funciones fisiologicas.(Tercero y Olalla, 2010)

Estos cambios que presentan el sinovio y el fluido sinovial son responsables
en gran medida de la destruccion articular y de los tejidos blandos. Ademas
la destruccién del hueso puede conducir a la laxitud de los tendones y de los
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ligamentos. La destruccion 6sea se produce en zonas donde el cartilago
hialino y la membrana sinovial no recubren adecuadamente el hueso. En
fases avanzadas de la enfermedad, el cartilago articular puede perder su
estructura disminuyendo su densidad, lo cual origina una incapacidad para
contrarrestar las fuerzas normales aplicadas sobre la articulacion.

5.3. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DEL COLEGIO AMERICANO DE
REUMATOLOGIA

El Colegio Americano de Reumatologia establecié en 1987 los 7 criterios de
diagnéstico de la artritis reumatoide. Estos criterios tienen buena sensibilidad
y especificidad para clasificar la enfermedad ya establecida. Se considera el
diagnéstico de artritis reumatoide cuando estan presentes 4 0 mas criterios
de los 7 siguientes:

¢ Rigidez articular matutina de al menos una hora de duracién.

e Artritis de tres 0 mas grupos articulares. Inflamacion simultanea de al
menos tres grupos articulares objetivada por un médico. los catorce
grupos articulares son: interfalangicas proximales,
metacarpofaldngicas, mufiecas, codos, rodillas, tobillos 'y
metatarsofalangicas.

e Artritis de articulaciones de las manos. Inflamacion de al menos un
grupo o area articular en las manos (carpo, meta-carpofalangicas,
interfalangicas proximales).

e Artritis simétrica. Afectacion simultanea del mismo grupo articular en
ambos lados del cuerpo.

¢ Nodulos reumatoides. Nodulos subcutaneos en prominencias 0seas,
en superficies de extension o en zonas yuxtaarticulares, observados
por un médico

e Factor reumatoide en suero. Presencia de valores elevados de factor
reumatoide.

e Alteraciones radiologicas tipicas de artritis reumatoide en radiografias
posteroanteriores de las manos. Debe existir erosion u osteoporosis
yuxta-articular clara y definida en las articulaciones afectadas. Estos
criterios funcionan peor en la enfermedad de reciente comienzo.

16



En esta etapa los criterios clinicos (del primero al cuarto) son sensibles pero
poco especificos de artritis reumatoide, mientras que el resto son poco
sensibles aunque muy especificos. De las pruebas biolégicas actuales, el
factor reumatoide y los anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados son los
que presentan una mayor utilidad diagnostica en la enfermedad de reciente
comienzo. Un liquido sinovial inflamatorio confirma el diagndstico de artritis,
pero es poco especifico de la artritis reumatoide. Los reactantes de fase
aguda, velocidad de sedimentacién globular y proteina C reactiva reflejan la
presencia e intensidad de un proceso inflamatorio pero no son especificos de
la artritis reumatoide. La deteccién del factor reumatoide en un paciente con
poli artritis hace probable el diagndstico de artritis reumatoide, pero su
ausencia no la excluye (su sensibilidad oscila entre 40-80%). El factor
reumatoide tiene un valor prondstico, ya que se asocia a enfermedad mas
grave con mas extension del compromiso articular, mayor destruccién y
discapacidad. Puede aparecer afios antes de la aparicién de los sintomas de
la artritis. Los anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados tienen una
sensibilidad similar a la del factor reumatoide para el diagndstico de la artritis
reumatoide, pero mayor especificidad (95%). Su aparicion puede preceder en
afos a la enfermedad y se relaciona con su prondstico evolutivo. (Tercero y
Olalla, 2010)
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5.4. FISIOPATOLOGIA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE
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Figura 2. Fisiopatologia de la artritis reumatoide. Esquema
fisiopatologico general de la artritis reumatoide. AC: anticuerpo; BAFF:
factor activador de células B; Blys: estimulador de linfocitos B; CD:
cumulo de diferenciacion; CPA: célula presentadora de antigeno; CPH:
complejo principal de histocompatibilidad; CTLA4: antigeno 4 asociado
al linfocito T citotoxico; Cbha: fraccion 5a del complemento; FR: factor
reumatoide; Ig: inmunoglobulina; IL: interleucina; MMP:
metaloproteasas de la matriz;, RANK: receptor activador del factor
nuclear _appa B; RANKL: ligando de receptor activador para el factor
nuclear _appa B; RCT: receptor de linfocitos T; TNF: factor de necrosis
tumoral. Tomado de (Herreo - Beaumont et al., 2012)

El proceso inflamatorio estda mediado fundamentalmente por la produccion de
mediadores solubles, en su mayoria citocinas, pero también factores de
crecimiento y quimiocinas, cuyo efecto final es la destruccion del cartilago y
el hueso subyacente, asi como diversas manifestaciones extra articulares.
Las citocinas son proteinas o glucoproteinas de bajo peso molecular (< 30
kD) con vida media corta, producidas principalmente por las células del
sistema inmunolégico, asi como también por determinadas células de otros
tejidos, y son mediadores fundamentales de la transmision de sefales
18



intercelulares. Los factores etiolégicos de la AR son poco conocidos, pero se
ha avanzado mucho en el estudio de los mecanismos que intervienen en su
fisiopatologia. En la membrana sinovial que tapiza la superficie articular y las
vainas tendinosas se produce una infiltracion por diversas células
inflamatorias, entre las que los linfocitos Th17, secretores de la citocina con
mayor efecto proinflamatorio, la interleucina (IL-17), parecen desempefiar un
papel iniciado, interaccionando con células dendriticas (CD), macrofagos y
linfocitos B. Los macrofagos son células fundamentales en la fisiopatologia y
la magnitud de su infiltracibn se correlaciona con los sintomas,
probablemente debido a la secrecién de mediadores proinflamatorios claves,
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF_) y la IL-1, implicadas en la
perpetuacion de la inflamacion cronica en la AR(lsaacs, 2010 )(Hamilton,
2009). Los fibroblastos sinoviales son inicialmente activados por el
microambiente local y posteriormente adquieren un fenotipo seudomaligno
con regulacion al alta de oncogenes, inhibicion de la apoptosis y secrecion
de citocinas, quimiocinas, metaloproteinasas de la matriz y catepsinas, que
median el proceso inflamatorio crénico y catalizan la destruccién articular
(Chang y Brenner 2010). Los linfocitos B actian mediante la produccion de
autoanticuerpos (células plasmaticas sinoviales), como células activadoras
de los linfocitos T en su funcién de células presentadoras de antigeno (APC)
y de activacion de fibroblastos mediante la secrecién de TNF- y linfotoxina.
Ademas, se forman foliculos linfoides en el tejido sinovial, lo que sugiere que
la presentacion de antigenos tiene lugar localmente, mientras que en otros
pacientes los linfocitos B se distribuyen en agregados o difusamente. Por
altimo, se produce una activacién e hiperplasia de los mastocitos a nivel
articular. El tejido inflamatorio o pannus adquiere la capacidad de invadir y
destruir el cartilago articular adyacente. La activacién de los osteoclastos del
hueso periarticular conduce a la resorcion y se forman las erosiones 0seas
caracteristicas de la enfermedad (Hamilton, 2009). La funcion de las células
T CD4+ reguladoras esta disminuida, lo que contribuye al desequilibrio entre
los brazos efector y regulador de la inmunidad.

La angiogénesis se refiere a la formacion de nuevos capilares o
neovascularizaciébn a partir de vasos preexistentes, a diferencia de la
vasculogénesis o formacién de capilares de novo a partir de células
precursoras endoteliales. La angiogénesis es un proceso precoz y critico en
la fisiopatologia de la AR, que depende de la activacion, la migracion y la
proliferacion de células endoteliales, con un papel importante de la IL-17.La
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AR puede afectar también otros érganos o sistemas, induciendo inflamacion
y fibrosis, arteriosclerosis precoz o manifestaciones sistémicas, como astenia
marcada, anemia Yy osteoporosis, causa importante de morbilidad y
mortalidad en estos pacientes.

La citosinas proinflamatorias acttan como moléculas efectoras
fundamentales: el TNF- y la IL-1 son los principales componentes del
proceso inflamatorio y parecen actuar sinérgicamente, por lo que se
definieron como las primeras dianas terapéuticas. El TNF-_ es un estimulo
importante para las células productoras de mediadores inflamatorios
(citocinas, metaloproteinasas, 6xido nitrico, prostaglandina E2, etc.), mientras
que la IL-1 media la destruccion de cartilago y hueso (a través de la
secrecion de metaloproteinasas, disminucion de la sintesis de
glucosaminoglucanos, etc.). Los inhibidores naturales de las
citosinasproinflamatorias, tales como el antagonista del receptor de la IL-1
(IL1-Ra), sIL1-RI, sIL1-RII, sTNFRI, sTNF-RII, estan incrementados, pero no
lo suficiente como para contrarrestar el efecto antiinflamatorio. Las terapias
bioldgicas disponibles en la actualidad, dirigidas fundamentalmente frente a
citocinas o a moléculas expresadas en determinadas células implicadas en la
etiopatogenia de la AR, hantransformado radicalmente la evolucién de la
enfermedad, permitiendo a los pacientes mantener su independencia
funcional y mejorando su calidad de vida. EI mayor reto actual consiste en
identificar biomarcadores que permitan un diagnostico mas precoz,
marcadores prondsticos y nuevas dianas terapéuticas mas eficaces que
permitan optimizar el tratamiento de manera individualizada (Isaacs, 2010 )

5.5. ACTIVACION DE LAS CELULAS T

En los Ultimos afios se han identificado nuevas moléculas y dianas
terapéuticas cuyo bloqueo podria aminorar o suprimir la respuesta
inflamatoria crénica. Una de estas nuevas moléculas es abatacept. El
abatacept es un constructo proteico, totalmente humanizado, formado por el
dominio extracelular del antigeno 4 asociado al linfocito-T citotoxico humano
(CTL4) y un fragmento genéticamente modificado de la region Fc de la
inmunoglobulina humana G1 (IgG1), que inhibe la coestimulacién de las
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células T actuando sobre el verdadero nucleo inicial de la respuesta
inmunitaria y, por tanto, en el inicio de la enfermedad.

La activacion inmunitaria eficaz de las células T requiere de la participacion
de dos grupos de receptores de membrana en las células presentadoras de
antigeno (CPA)(Yamada, 2002)

El primero es el vehiculo que utilizan las CPA para ofrecer a la célula T un
antigeno especifico previamente procesado por la célula. A pesar del enorme
esfuerzo dedicado a esta investigacion, todavia no se ha podido identificar
el/los antigenos artritogénicos desencadenantes de la AR (Choy y Panayi
2001). La presentacion por la CPA de un antigeno, frente al que
desencadenar una respuesta inmunitaria especifica, al linfocito T se organiza
a través de un complejo trimolécular que conforman: moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (CPH) presentes en las CPA, el antigeno
frente al que se desarrolla la respuesta inmunitaria y un receptor de
membrana en la célula T (RCT) especifico para ese antigeno(Yamada,
2002)(sefal o via de sefalizacion 1 de la respuesta inmunitaria).

Para promover la activacién completa de la célula T es necesario un segundo
blogue de comunicacién intercelular entre las CPA vy los linfocitos T, que se
produce a través de las vias coestimuladoras y constituyen la denominada
seflal 2 de la respuesta inmunitaria. Aunque existen varias vias
coestimuladoras, una fundamental es la que resulta de la union de los
receptores CD80 (B7-1)/CD86 (B7-2) en la membrana de las CPA y el
receptor CD28 en los linfocitos T(Martin, 2006)(Dubois, 2009).
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Figura 3: Mecanismo de accion del abatacept. ElI fragmento del
abatacept constituido por el dominio extracelular del CTLA4 se une a
los receptores CD80/CD86, evitando o desplazando su interacciéon con
el receptor CD28. De esta forma se bloquea selectivamente la union
especifica de los receptores CD80/CD86 al CD28, lo que equivale,
fisiopatologicamente, a bloquear la segunda sefal de la activacion
inmunitaria y, por tanto, la activacion de las células T. CPA: célula
presentadora de  antigeno; CPH: complejo  principal de
histocompatibilidad; RCT: receptor de células T(Herreo - Beaumont et
al., 2012)

La activacién simultanea de ambas sefiales, 1 y 2, desencadena una intensa
sefalizacion intracelular en los linfocitos T, imprescindible para su activacion
completa, proliferacion, supervivencia y produccion de citocinas. A las 24-48
h de producirse la activacion de los linfocitos T, la misma sefalizacion
intracelular inicia un mecanismo regulador que tiene como objetivo la
desactivacion de la propia respuesta. Asi se induce la expresiéon en la
membrana celular linfocitaria del CTLA4(Perkins et al., 1996) con la misién
de competir con el CD28 dada su mayor afinidad de unién al CD80/CD86. La
activacion de los dos subgrupos de células T, CD4+ y CD8+ndepende de la
coestimulacion del receptor CD28. Las células T CD4+ son las células T
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colaboradoras. Estas, reconocen los péptidos ofrecidos por las moléculas de
la clase Il del CPH presentes en las CPA.

Estos antigenos se originan a partir de la via exdégena que procesa
patbgenos como las bacterias. Muchas enfermedades autoinmunes se
asocian a una respuesta patolédgica de las células T CD4+. Por su parte, las
células T CD8+ son los linfocitos citotoxicos (LCT). Los receptores de las
células T CD8+ reconocen antigenos, principalmente virales y tumorales,
presentados por moléculas de clase | del CPH. Tras su activacion, las
células CD8+ median la destruccion de las células diana mediante la
produccion de perforina, granzimas e interferon (IFN).

Ambos subtipos de células T son activados mediante la coestimulaciéon con
CD28(Janeway, 2005), aunque la activacion de las células T CD8+ es menos
dependiente de esta via de coestimulacion. De hecho, mientras todas las
células CD4+ expresan el receptor CD28 en su membrana, esto s6lo ocurre
en alrededor del 50% de las CD8 +(Rochford et al, 2004). Ademas, las
células CD4+ han demostrado exhibir una mayor respuesta a la unién a
(Korhonen, 2009)CD28. Por otra parte, el activador CD28 no es un requisito
absoluto para la activacion de LCT(Van Gool et al.,, 1996). Todo lo cual
aportaria un doble beneficio terapéutico en la practica clinica. Por un lado,
abatacept actia preferentemente sobre la célula diana de la patogenia de la
enfermedad. Por otro, la accion reducida sobre la actividad de los linfocitos
CD8+ aseguraria un mejor perfil de seguridad en cuanto a complicaciones
virales y tumorales.

La activacion de las células T CD4+ es el punto de partida de una cascada
de fendmenos proinflamatorios con produccién de gran cantidad de citocinas
y proliferacion celular que, en caso de perpetuarse de forma mantenida,
como ocurre en la AR, da lugar a una inflamacion cronica muy activa, capaz
de destruir los tejidos en los que se desencadena, principalmente en las
articulaciones en el caso de la AR. En la membrana sinovial comienzan a
proliferar las células infiltrantes provenientes de la sangre, como los propios
linfocitos T y sus subtipos, y también los linfocitos B. Los monocitos se
diferencian en macrofagos y osteoclastos y, ademas, activan a los
condrocitos articulares. En este medio se producen grandes cantidades de
citosinas proinflamatorias como la interleucina (IL)-1, la IL-6 y el factor de
necrosis tumoral (TNF) entre otras muchas. Las células B producen también
autoanticuerpos como el factor reumatoide o0 los anticuerpos
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antipéptidoscitrulinados. Todo lo cual conduce a la destruccién no solo de la
membrana sinovial, sino también del hueso subyacente y del cartilago
articular (Korhonen, 2009).

Production of metalloproteinases and
other effector molecules

Migration of polymomphonudear cells

Figura 4. Cadena de sefiales de la Artritis Reumatoide.(Choy, Penayi,
2001)

5.6. GENETICA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

Se ha estimado que el componente genético de la AR supone
aproximadamente un 60% de los factores desencadenantes de la
enfermedad(MacGregor et al., 2000).La presencia de agregacion familiar fue
la primera evidencia de susceptibilidad heredada a la AR. La prevalencia de
la AR puede aumentar hasta un 12% en familiares directos de los pacientes,
mientras que en la poblacion general es del 1% aproximadamente (Dieude y
Cornelis, 2005). La agregacion familiar se calcula se cuantifica mediante el
coeficiente o riesgo relativo hermanos, definido como el coeficiente de
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prevalencia de la enfermedad en hermanos de pacientes de AR entre la
prevalencia de la poblacién general.

5.7. DIAGNOSTICO CLINICO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

El diagnéstico de la enfermedad depende basicamente de las
manifestaciones clinicas con un apoyo seroldgico relativamente limitado. La
Gnica prueba de laboratorio utilizada rutinariamente en el diagnéstico de AR
es la determinacion del factor reumatico en suero (FR), un tipo de anticuerpo
dirigido hacia la regién constante de la IgG. Sin embargo, éste puede ser
detectado en pacientes con otras enfermedades autoinmunes y en la
poblacién normal con una menor frecuencia.

Ademas del FR, otros anticuerpos que se pueden hallar en el suero de
pacientes con AR son los anticuerpos antiperinucleares (APF) con una
frecuencia de 49-91% vy los anticuerpos antiqueratina (AKA). Los APF
pueden estar presentes en la enfermedad en forma muy temprana y por lo
tanto pueden ser considerados como posibles marcadores prondsticos. Se
ha establecido que los APF y los AKA reconocen la proteina Filagrina
(proteina agregante de filamento) extraida de la epidermis humana. No
obstante, se desconoce aun la razén por la cual un antigeno de la piel seria
el blanco relativamente especifico en un desorden que es primariamente de
origen articular.

Una posible explicacion puede estar relacionada con la demostracion de que
la citrulina parece ser un constituyente esencial de los determinantes
antigénicos reconocidos por AKA y APE La molécula de (pro) Filagrina -rica
en citrulina- se convierte entonces en un sustrato ideal para la deteccion de
esta reactividad.

Estudios recientes han revelado que los anticuerpos APF y AKA se unen
especificamente a péptidos sintéticos que contienen el aminoacido citrulina,
un residuo de arginina modificado y pueden ser medidos usando un ELISA
basado en péptidos sintéticos que contienen citrulina. Los anticuerpos anti-
péptidos citrulinados ciclicos (anti- CCP) son al parecer muy especificos para
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la AR y estan presentes en al menos 60-75% de las pacientes estudiados,
con una especificidad de 95-100%. Esta alta especificidad combinada con su
presencia temprana en la enfermedad, incluso antes de que la enfermedad
sea manifiesta, sugiere un papel importante de estos anticuerpos en la
patogénesis de la AR.

Estudios previos han mostrado generalmente un alto grado de correlacion
entre APF, AKA y anti-CCP en pacientes con AR. Asi, los anti-CCP parecen
constituir un nuevo e importante marcador para el diagnéstico de AR aunque
su valor predictivo todavia se desconoce. Los anticuerpos presentes en
forma temprana en la enfermedad, han sido evaluados principalmente por su
valor diagnéstico. Hasta la fecha ningan anticuerpo individual ha demostrado
un adecuado valor pronéstico para ser tomado como base en decisiones
clinicas. De acuerdo con el trabajo de kroot et al, los pacientes cuyo suero
resultd positivo por anti-CCP presentan mayor dafio radiolégico después de
seis afios de seguimiento, comparados con pacientes anti-CCP negativos. El
valor predictivo de anti-CCP disminuye cuando se combina con otros factores
prondsticos.

Resulta necesario mencionar que a pesar de la correlaciéon con AR de los
anticuerpos mencionados, los precursores anti-CCP no solo se encuentran
presentes en la circulacion de pacientes con AR, sino también en el
repertorio de células B de individuos sanos. La capacidad de las células B de
sangre periférica de producir niveles aumentados de anti-CCP en pacientes
con AR comparados con controles normales, sugiere una frecuencia mayor
de células precursoras o la presencia de células anti-CCP que responden
mas fuerte luego de un estimulo. Ademas, tanto la médula ésea como el
compartimento sinovial, contienen una poblacion de células B que
contribuyen activamente con la circulacién de anticuerpos anti-CCP (Villegas,
2003).
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5.8. MARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO DE LA ARTRITIS
REUMATOIDE

En los criterios diagnosticos o de clasificacion de la AR que se han venido
utilizando hasta la actualidad (criterios ACR 1987) solo se incluye un
biomarcador que es el factor reumatoide (FR).

Este anti- cuerpo dirigido contra la fraccién constante de la inmunoglobulina
G se descubri6 hace ya mas de 50 afios y ha constituido un elemento
importante para el clinico como ayuda diagnostica y marcador prondstico en
la AR. No obstante, su relativa falta de especificidad ha condicionado su uso
e interpretacion en la practica clinica. Sin duda, el principal y mas importante
avance en el descubrimiento de nuevos biomarcadores en la AR han sido los
denominados anticuerpos frente a péptidos/proteinas citrulinados (ACPA),
que para algunos autores serian los verdaderos «factores reumatoides» por
su gran especificidad, mucho mas elevada que la del FR, aunque no sean
patognomonicos de la enfermedad. Los ACPA presentan hoy en dia como
los autoanticuerpos con un mejor balance sensibilidad/especificidad para el
diagnéstico de la AR.

Anticuerpos inespecificos Anticuerpos especificos

Factor reumatoide Anticuerpos contra GPI

Anticuerpos antinucleares Anticuerpos contra Sa

Anticuerpos contra la cardiolipina Anticuerpos contra la queratina

Anticuerpos contra el citoplasma de | Anticuerpos contra el factor

los neutréfilos perinuclear

Anticuerpos contra el colageno Il Anticuerpos contra la filagrina

Anticuerpos contra RA33 Anticuerpos contra los péptidos
citrulinados

Tabla 1:Autoanticuerpos estudiados como marcadores serolégicos de
la artritis reumatoide. (Segun Ruiz- Alegria et al., 2003).

La importancia de los ACPA como marcadores diagnosticos queda bien

reflejada en los recientemente consensuados nuevos criterios de

clasificacion ACR/EULAR de la AR. En estos nuevos criterios aparecen, en

comparacion con los de la ACR del987, ademas de los reactantes de fase
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aguda (PCR y VSG), los ACPA, situandose a un nivel equiparable al del FR.
Diferentes estudios han demostrado la gran utilidad de los ACPA como
marcadores predictivos de evoluciébn o diagnostico de la AR en aquellos
pacientes que se presentan en las consultas o clinicas de artritis de inicio
como artritis indiferenciadas o inclasificables (Sanmarti y Gomez , 2011.)

Otros anticuerpos se han asociado también con la AR, especificamente: (i)
anticuerpos antifactorperinuclear (AFP) ; (ii) anticuerpos antiqueratina (AKA);
(i) anticuerpos anti- Sa , cuyo antigeno Sa se ha identificado como un
complejo hapteno-acarreador en donde la citrulina es el determinante
antigénico (epitopo) y la vimentina es el acarreador. Los anticuerpos frente a
Sa se han descrito en aproximadamente 40% de pacientes con AR, y en el
50% de pacientes con AR croénica, y en cerca del 25% de pacientes con AR
de aparicién reciente, y (iv) anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados
(anti-PCC) de gran sensibilidad (80%) y especificidad (98%) en pacientes con
AR, los cuales se presentan en etapas tempranas de la enfermedad. El
antigeno reconocido por los anticuerpos AFP y AKA es el mismo y
corresponde a profilagrina, la cual se expresa en diferentes sustratos.
Actualmente, estos anticuerpos se denominan anticuerpos antifilagrina o
antiprofilagrina.

La Filagrina es una proteina epidérmica que une los filamentos intermedios
de la queratina y promueve la formacién de puentes disulfuro entre los
filamentos intermedios durante las fases terminales de diferenciacion de las
células epiteliales de los mamiferos, que es sintetizada como un precursor
proteico, la profilagrina, que contiene entre 10 y 12 moléculas de Filagrina
.La vimentina, un candidato interesante como autoantigeno en la AR, es una
proteina fibrosa que forma los filamentos intermedios del citoesqueleto
intracelular en particular de células embrionarias, endoteliales, y sanguineas,
gue se expresa ampliamente, y que puede estar involucrada principalmente
en procesos estructurales, como la cicatrizacién de heridas. Los macrofagos
activados secretan vimentina en el espacio extracelular. La
citocinaproinflamatoria factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) puede incitar
la secrecion de vimentina, mientras que la citocina antiinflamatoria
interleucina 10 (IL-10), bloquea su secrecion (Lopez, 2005.)
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5.9. CITRULINACION EN ARTRITIS REUMATOIDE

La citrulina es un aminoéacido ubicuo no tradicional que no se incorpora a las
proteinas durante la traduccion. La Citrulinacion constituye un cambio
postraduccional producido por la peptidil arginina deiminasa (PAD) sobre
residuos de arginina. Los anticuerpos antiproteinas citrulinadas fueron
inicialmente descritos como antifactorperinuclear (APF) y posteriormente
como anticuerpos antiqueratina (AKA) y anti-filagrina (AFA), hasta la
identificacion del antigeno comun, la citrulina. Las proteinas que se han
identificado como blancos citrulinados para los anticuerpos son diversas,
entre las cuales la principal es la filagrina, incluyéndose también la vimentina
y fibrina (Mezzano y Lacobelli., 2007).

Las modificaciones postraduccionales (MPT) son cambios quimicos que
sufren las proteinas después de ser sintetizadas. Una de las MPT es la
citrulinacién (conversion del residuo arginina a citrulina), la cual es catalizada
por la enzima peptidil arginina deaminasa (PAD), de la que se han
identificado 5 isoformas de la PAD con expresion diferencial en tejidos y
organos. Las isoformas de la PAD estan ampliamente distribuidas en los
tejidos de mamiferos. PAD1 se expresa predominantemente en la epidermis
y utero; PAD2 es el miembro méas ubicuo de la familia y se expresa en
musculo esquelético, bazo, cerebro, glandulas salivales, utero, etc.; PAD3 se
expresa en foliculos; PAD4 se expresa en neutréfilos y eosindfilos, en tanto
que la PADG6 ha sido detectada en ovarios, testiculos y leucocitos de sangre
periférica. El estudio de la citrulinacién de proteinas ha adquirido gran interés
debido a su participacion en diversos procesos, tanto fisiolégicos como
patolégicos. Dentro de los procesos fisioldgicos, se incluye la diferenciaciéon
terminal de células epiteliales, la regulacion en la expresiéon de genes y la
apoptosis; en tanto que en los procesos patoldgicos, las proteinas
citrulinadas se han relacionado con la progresion de la enfermedad en AR,
esclerosis multiple y Alzheimer, entre otros.

La conversion de arginina en citrulina es capaz de activar la respuesta
inmune. Dicha conversiéon da como resultado un cambio en la carga del
aminoacido. A nivel proteico, la reaccion provoca una reduccion en la masa
molecular de aproximadamente 1,0 Da, por cada arginina modificada. La
carga positiva se pierde, por lo que el punto isoeléctrico (pl) también se ve
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modificado y las interacciones con otras proteinas también pueden verse
afectadas.

En autoinmunidad, la expresion de PAD4 se ha asociado con el desarrollo de
manifestaciones clinicas de AR. Recientemente, se ha demostrado que la
presencia de anticuerpos contra proteinas citrulinadas, asi como la expresion
de PAD4, preceden a la aparicion de manifestaciones clinicas en AR. Por
otro lado, también se han detectado PAD2 y proteinas citrulinadas en el
liquido sinovial de pacientes con AR y espondiloartritis (EA); lo que sugiere
que la citrulinacion es un proceso asociado a la inflamacién, pero la
generacion de anticuerpos patogénicos que reconocen proteinas citrulinadas
es un proceso especifico de la AR. Otro aspecto importante en relacion a la
expresion de PAD4 es la asociacion de ciertos polimorfismos con el
desarrollo de AR.

En el 2003, Suzuki et al, estudiaron en poblacién japonesa polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) y observaron asociacién entre haplotipos
funcionales del gen padi4 con AR. Identificaron 4 haplotipos de padi4, de los
cuales 1y 2 tuvieron una frecuencia del 82%; en tanto que 3y 4, del 18%. El
32% de los pacientes con AR presentaron el haplotipo 2 en comparacién con
el 25% de sujetos sanos, y la diferencia era significativa (p=0,000008). La
razon por la cual el haplotipo 2 de la padi4 puede incrementar la
susceptibilidad para AR no se conoce. Sin embargo, se sabe que el tiempo
de vida media del ARNm del haplotipo 2 es de 11,6 min y el del haplotipo 1
es de solo 2,1 min; por lo que la susceptibilidad puede ser explicada por la
alta posibilidad de traduccion de la PAD, resultando en una mayor cantidad
de enzima y consecuentemente en un aumento en la citrulinacion de
proteinas (fibrinbgeno o vimentina). Esto podria estimular tanto la respuesta
inmune innata como la adaptativa, permitiendo de esta manera el desarrollo
de inflamacion crénica ( Olivares et al., 2009)

La citrulinacién no es un evento especifico de la membrana sinovial, sino que
se puede ver en diversos tejidos asociada a inflamacién, como en musculos
de pacientes con polimiositis, tejido colonico en pacientes con enfermedades
inflamatorias intestinales y amigdalas en pacientes con tonsilitis cronica
(Makygiannakis et al., 2006). En cambio, es especifica la respuesta humoral
a la citrulinacién, con produccion de autoanticuerpos soOlo en AR. Estos
anticuerpos serian producidos localmente por células plasmaticas contra
proteinas citrulinadas de la sinovial inflamada. Estos anticuerpos se pueden
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encontrar tanto en liquido sinovial como en la sangre; los valores en ambos
fluidos se correlacionaria (Vossenaar et al., 2004).

Se le ha atribuido a la citrulinacién un papel patogénico, vinculandola al
epitope compartido del HLA. En la presentacion antigénica a las células T la
presencia de alelos HLA-DRB1 *0401 confiere especial susceptibilidad para
el desarrollo de la AR. Si bien no se ha identificado con precision un antigeno
gatillante de la respuesta inmune correspondiente, el grupo de aminoacidos
gue conforman el epitope compartido forman un bolsillo, P4, en el cual el
encaje de la citrulina seria especifico y mantenido por la neutralidad de la
molécula, en comparacion con la carga positiva de la arginina.

Recientemente también se ha descrito una asociacion entre isoformas de la
PAD, especificamente PAD4, y la propension al desarrollo de la AR en
algunas poblaciones(Suzuki et al., 2003). Se ha descrito también una mayor
susceptibilidad para el desarrollo de anticuerpos anti-PCC en individuos
portadores de alelos del epitope compartido HLA-DRB1 gatillado por el
estimulo ambiental del tabaquismo. Esta asociacion tabaco-desarrollo de
anti-PCC no se evidencié en pacientes no portadores de epitope compartido.
Estas observaciones sugieren caminos patogénicos distintos en la AR con y
sin anti-PCC.

5.9.1. PROTEINAS CITRULINADAS EN LA ARTRITIS REUMATOIDE

En 1964, Nijenhuis y Mandema describieron por primera vez los anticuerpos
AFP en pacientes con AR. En 1979, Young demostré que los sueros de
pacientes con AR reaccionaban contra el epitelio de es6fago de rata y definio
a estos anticuerpos, como anticuerpos AKA. Ambos autoanticuerpos,
detectados mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta, mostraron
alta especificidad en AR (94% aproximadamente). Sin embargo, debido a la
sensibilidad limitada (40-55%), a las dificultades técnicas para su
determinacion y a la falta de estandarizacion de las técnicas utilizadas, el
estudio de los autoanticuerpos AFP y AKA fue exclusivo de trabajos de
investigacion y laboratorios de inmunologia especializados. En 1995, Sebbag
et al mostraron que tanto los anticuerpos AKA como los AFP reconocen
moléculas relacionadas con la filagrina y la profilagrina (Sabbag et al., 1995 ).

Posteriormente, observaron que los sueros de pacientes con AR
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presentaban una mayor reactividad contra profilagrina in vitro. Sin embargo,
en estudios posteriores en los que se utilizé filagrina recombinante o
fragmentos de péptidos sintéticos de profilagrina, los sueros de pacientes
con AR no mostraron reactividad. Lo anterior sugirié que la inmunogenicidad
de la filagrina y la profilagrina estaba relacionada con MPT. En el mismo
trabajo, Girbal-Neuhaser demostr6 que el antigeno reconocido por los
anticuerpos AKA y AFP era la profilagrina citrulinada. Sin embargo, un
estudio detallado revel6 que no hay expresion in vivo de profilagrina en
tejidos sinoviales. Esto excluyé la posibilidad de que el antigeno reconocido
in vivo por los AKA y AFP fuera la profilagrina, ya que la inflamacion solo
ocurre en las articulaciones y no en la epidermis, donde la profilagrina se
expresa en mayor abundancia (Masson et al., 2001). Trabajos posteriores
mostraron que tanto la cadena _ como la _ de la fibrina citrulinada son los
antigenos reconocidos por los anticuerpos APC y que estan presentes en
pacientes con AR.

Debido a la importancia de la deteccion de los APC, existen diversos
estudios relacionados con la identificacion de estos o de los antigenos
citrulinados predominantes. Se han descrito distintas proteinas citrulinadas
con alta especificidad para AR, entre las que se encuentran las colagenas
tipo I y Il (Cl y CIl), fibrinbgeno y vimentina. Matsuo et al analizaron el perfil
proteémico del tejido sinovial de un paciente con AR y detectaron 51
proteinas citrulinadas, de las cuales 30 (58,8%) fueron antigénicas. Trece de
las 30 proteinas fueron identificadas como derivados del fibrindgeno, la
asporina y la subunidad _ de la proteina de uniéon a actina-F (CapZ_-1).
Ademas, detectaron anticuerpos contra CapZ_-1 en 16 de los 30 sueros de
pacientes con AR (53,3%), en 2 de los 28 de pacientes con osteoartritis
(7,1%) y en 2 de los 31 de sujetos sanos (6,5%) (Masson et al., 2001). Otro
antigeno importante, reportado como blanco de los APC, es la enolasa
citrulinada, la cual fue identificada mediante inmunohistoquimica en cortes de
tejido sinovial de pacientes con AR. Kinloch et al en 2005 reportaron la
presencia de anticuerpos contra la enolasa- en 46% de los sueros de
pacientes con AR. Los datos publicados muestran la existencia de multiples
proteinas FC que son blanco de los APC, las cuales presentan diferentes
sensibilidades y especificidades para el diagndstico de AR.
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6. METODOLOGIA

6.1. Secuencias de péptidos usados en ELISA.

Para cumplir con el primer objetivo de la investigacion, se realiz6 una
bldsqueda de las principales marcadores peptidicos que se tienen en cuenta
en la actualidad para el diagnostico de la Artritis Reumatoide, se llevo a
cabouna revisién bibliografica en las plataformas de Pub Med,Scielo, y
ScienceDirect.

6.2. Alineamiento de secuencias conDelta-Blast.

Posteriormente se realiz6 el analisis de las secuencias de los péptidos
usados, por medio de un alineamiento tipo Blast, con el fin de identificar las
proteinas de donde provenian.

6.3. Prediccién de estructura de las proteinas.

Con las proteinas identificadas se llevo a cabo la prediccion de estructurapor
medio de los servidores I-TASSER (algoritmo de tercera generacion, el cual
da como resultado dos 0 mas estructuras, de las cuales se escoge la de
mayor estabilidad identificada por sus menores valores de energia, por la
inexistencia de angulos no permitidos y por la similaridad con proteinas de la
misma familia a nivel funcional); y el servidor QUARK (que es un algoritmo
para predecir estructuras de proteinas y su plegamiento).

6.4. Analisis y comparacion de secuencias en la proteina.
A partir de esta prediccion, se comparo la conformacion de la secuencia y se
observo si era posible mejorar el péptido, acortando o aumentando residuos

de la secuencia de referencia, que ayudaran a reproducir la conformacién
hallada en la prediccion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Identificacién de secuencias usadas en ELISA.

Después de llevada a cabo la revision bibliogréfica, se identificaron unas
secuencias, unas veces solas otras mezcladas, en los péptidos reportados
por diferentes autores. Las secuencias de los péptidos usados en los
ensayos de ELISA, se presentan a continuacion:

Secuencia 1: HSTKRGHAKSRPVXG
Secuencia 2: ARGHXPLDKKREEAPSLXPA
Secuencia 3: HQCHGESTXGRSRGRCGRSGS

7.2. Alineamiento de secuencias con Blast.

Estas secuencias se analizaron con el programa DELTA-BLAST, para
detectar homologias con secuencias de proteinas de las bases de datos de
proteinas.

Bl0ownload ~ GenPept Graphics

fibrinogen alpha chain isoform alpha pr
sequence ID: reflNP 068657.1] Length: b44

Range 1: 617 to 631 GenPept Graphics

Score Expect Method
41.4 bits(90) 1e-05 Composition-basg

Query 1 H3TERGHAKSREFVEG 15
H3TERGHAKSREVRG
Skjct 617 H3TERGHAKSRFVEG 631

Figura 5. Alineamiento de la secuencia 1 con Delta-Blast
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De acuerdo con Delta-Blast, la secuencia hace parte de la isoforma alfa de la

proteina fibrinbgeno, de 644 residuos de longitud, en la posicion de residuos
de la Histidina 617 a la Glicina 631.

Hannlnad v GenPept Graphics

fibrinogen beta chain, isoform CRA_f[H
Sequence ID: gb|EAXD4935.1] Length: 391 N

Range 1: 20 to 48 GenPept Graphics

SCore Expect Method
66.0 bits(148) 3e-11 Composition-bass

fuery 1 ARGHRFLODEKEREEAPSLEFA 20
ARGHRFLOKEREEAPSLEFL
Sbkjct 25 ARGHRFLODEEKREEAPSLEFPR

]
]

s

Figura 6. Alineamiento de la secuencia 2 con Delta-Blast

De acuerdo con Delta-Blast, la secuencia hace parte de la isoformaCRA_f de
la proteina fibrinbgeno beta, de 391 residuos de longitud, en la posicion de
residuos de la Alanina 29 a la Alanina 48.

[[BIDownload ~ GenPept Graphics

profilaggrin, partial [Homo sapiens]
Sequence ID: gblAAAIEAE7 1] Length: 1218 Hur

Range 1: 1095 to 1114 GenPept Graphics

Score Expect Method
29.9 bits(63) 30 Composition-based s
Duery 1 HOCHGESTRGRSEGRCOGRSE 20

+7 H ESTRGRS SR GRSG
Sbjct 1095 QQSHQESTRGRSQSRSGRSE 1114

Figura 7. Alineamiento de la secuencia 3 con Delta-Blast
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De acuerdo con Delta-Blast, la secuencia hace parte de la proteina
profilagrina de Homo sapiens, de 1218 residuos de longitud, en la posicion
de residuos de la Glutamina 1095 a la Glicina 1114. Segun el alineamiento,
se presenta poliformismos en las posiciones 1095 (Glutamina Q por
HistidinaH), 1097 (Serina S por Cisteina C),1099 (Glutamina Q por Glicina
G), 1107 (Glutamina Q por Arginina R) y 1110 (Serina S por Cisteina C).

De los resultados obtenidos con el alineamiento, se encontré que las dos
primeras corresponden a secuencias de las proteinas a-fibrina (644 aa) y B-
fibrina (391 aa), con una homologia del 100%, mientras para la proteina
filagrina (1218 aa), se observa que los investigadores introdujeron cambios
en la secuencia. Aunque en este caso especifico no se indica la razon,
algunos investigadores introducen cambios con el fin de mejorar la
antigenicidad u obtener algun efecto estructural deseado.

7.3. Prediccion de estructura de las proteinas y analisis de la secuencia.

Figura 8. Estructura 3-D de la proteina B-fibrina usando QUARK.

La prediccion usando el servidor QUARK (Xu y Col., 2012), mostré diez
modelos posibles, de los cuales se escogio el modelo 10 por tener el valor de
TM-score mas alto (0.3673 + 0.0764). El TM-score es una escala de medida
de similaridad estructural entre dos estructuras, que da una estimacion de la
calidad de la prediccion.
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En la estructura se indica la distancia entre los residuos Prosg y Proe;. En el
péptido propuesto por otros autores ARGHXPLDKKREEAPSLXPA, el primer
aminoacido A (Alas3) esta bastante distante estructuralmente del ultimo
residuo A (Alasz). Si analizamos la estructura secundaria de la proteina,
encontramos que es bastante compleja para obtener mimos estructurales,
pues de la Alass hasta la Alag, solo se predice la tendencia conformacional a
vueltas B (T, por B-Turn) y enrollamientos al azar (C, por RamdomCaoil).

GFFSARGHRPLDRRREEAPSLRPAPPPISGGG
TTTTTTTCCCCTTITCCCTTTTCCCCTTTTIT!
90123456789012345678901234567890

Figura 9. Estructura secundaria de la proteina B-fibrina (fragmento).

Para tener una idea mas clara sobre los aminoacidos de la secuencia del
péptido de referencia, se analiz6 la accesibilidad a solventes de la proteina
en esa region. Esta accesibilidad puede ser un indicio de qué tan expuesta
esta la secuencia.

GFFSARGHRPLDKRKREEAPSLRPAPPPISGGG
21111311211333333122242221212211
90123456789012345678901234567890

Figura 10. Prediccion de accesibilidad a solventes de -fibrina
(fragmento).

Para el célculo de la accesibilidad a los solventes, el valor O corresponde a
residuos de aminoacido ocultos y el valor 9 a los totalmente expuestos. Se
observa que para los primeros aminoacidos del péptido de referencia estan
casi ocultos, mientras que la secuencia observada en la estructura 3-D tiene
un valor promedio de 3. Con base en estas observaciones, se propone el
disefio de un péptido en el cual se reemplacen los aminoacidos Pross y Proe:
por cisteinas, y se eliminen los aminoacidos localizados antes y después de
estos limites, para el disefio de un nuevo péptido ciclico, mas corto, que se
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obtiene al formar el puente disulfuro entre las cisteinas de sus dos extremos.
La X indica que el aminoacido arginina se cambié por Citrulina:

Secuencia original: ARGHXPLDKKREEAPSLXPA
Secuencia del péptido propuesto: C--LDKKREEAPSLX--C

Figura 11. Estructura 3-D de la proteina a-fibrina con I-TASSER.

La prediccion de estructura usando el servidor I-TASSER (Roy y Col., 2010),
mostré 5 modelos posibles, de los cuales se escogi6é el modelo 5 por tener el
valor de C-score mas elevado (3.64). El coeficiente C-score es un valor de
confianza para evaluar la calidad de los modelos predictivos por I-TASSER, y
se basa en la significancia de la tendencia de matrices de alineamiento y los
parametros de convergencia de la estructura. El rango de C-score es del-
5,2], en donde un valor mas elevado significa un mayor grado de confianza
en la prediccion.

En la estructura se observa que la menor distancia, desde el punto de vista
conformacional, se encuentra entre Thrgig (T) 0 LySs2o (K) en un extremo del
bucle y Glyess; (G) en el otro. Los dos primeros aminoacidos parece que no
ayudaran desde el punto de vista conformacional por su lejania y proyeccion.
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620
I
HEGTHSTERGHARSREVRGIHT 5FLY

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCg
S6B8BT7e6TTETTEETTTTEESTEER

Figura 12. Estructura secundaria de la proteina a-fibrina (fragmento).

Figura 13. Prediccion de accesibilidad a solventes de a-fibrina
(fragmento)

Si analizamos, para el fragmento, la estructura secundaria (Fig. 12),
encontramos que su tendencia conformacional es de enrollamiento aleatorio
(C, por RamdomCaoil).

Se analiz6 la accesibilidad a solventes de la proteina en esa regién (Fig. 13),
pero a diferencia del caso anterior, todo el fragmento presenta unos valores
normales y, en especial, para las argininas (R).

Con base en estas observaciones, se propone el disefio de un péptido en el
cual se eliminen los amino&cidos HST, se reemplace la ultima glicina (G) por
una Lys y se cree un enlace entre las lisinas inicial y final para obtener un
bucle que imite esta compleja subestructura:

Secuencia original: HSTKRGHAKSRPVXG
Secuencia péptido propuesto: KRGHAKSRPVXK

En cuanto a la proteina Filagrina, por su tamafo (1218 aa), no fue posible
calcular su estructura 3-D y proponer un péptido para esta. En un estudio
posterior se tratara de aplicar solo el estudio de estructura secundaria, para
disefiar péptidos que se analicen indirectamente por medio de ensayos de
ELISA.
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8. CONCLUSIONES

Se hall6, por alineamiento Delta-Blast, que los péptidos usados por otros
investigadores provenian de las proteinasa- y B-fibrina y filagrina.

Se hizo la prediccion de las estructuras secundaria y terciaria para la
proteina B-fibrina usando el servidor QUARK, y para la proteina a-fibrina
usando el servidor I-TASSER. Por su tamafio, no fue posible calcular la
estructura de la proteina filagrina.

El analisis estructural para las proteinas a- y B-fibrina, muestra que es
posible eliminar aminoacidos de las secuencias de referencia para facilitar el
disefio de un péptido ciclico que imite mejor la estructura del segmento
escogido.

Se disefiaron dos péptidos ciclicos, uno para cada una de las proteinas
estudiadas.
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9. RECOMENDACIONES

Sintetizar péptidos con las secuencias de referencias y las secuencias
propuestas, para comparar su reactividad en ensayo de ELISA, frente a
sueros de pacientes con artritis reumatoide. .

Comparar los resultados de los péptidos que muestren mayor reactividad en
los ensayos de ELISA frente a las pruebas de diagndstico clinico
tradicionales, para ver si es posible incluir el uso de los péptidos como
pruebas alternativas validas,
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ANEXO. CALCULO DE LA ESTRUCTURA DE B-FIBRINA

D. Xu, Y. Zhang, Ab initio protein structure assembly using continuous structure
fragments and optimized knowledge-based force field. Proteins, 2012, 80, 1715-1735
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Predicted Tertiary Structure (10 models)

Download Model 1 Download Model 2

Download Model 3 Download Model 4

Download Model 5 1 Model 6
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Download Model 7 Download Model 8

Download Model 9 Download Model 10
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