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1. RESUMEN

INTRODUCCION. La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria
autoinmune de etiologia multifactorial, en la que se desconocen con precision cuales son los
autoantigenos que desencadenan y mantienen la respuesta inmunolodgica. Los anticuerpos anti-
proteinas citrulinadas (APCA) han adquirido gran interés por su alta especificidad y sensibilidad
para el diagnostico y como predictores de la progresion en pacientes con AR, lo cual sugiere un
papel importante de estos anticuerpos en la patogénesis de la enfermedad. La presencia de APCA
y factor reumatoide (FR) en el suero de individuos clinicamente sanos se presenta afios antes de
desarrollar AR. Se ha reportado una asociacion entre el repertorio y el titulo de APCA con el
desarrollo de AR. No es comun el analisis de anticuerpos contra autoantigenos en los plasmas de
donadores sanos y no existe ninguna restriccion en la trasfusion de plasmas con APCA a
individuos que lo requieran.

OBJETIVO. Estudiar la prevalencia de APCA (aPCC) en los plasmas de donadores sanos
mexicanos (PDS). Analizar la distribucion de las subclases de IgG con reactividad contra PCC en
plasmas de sujetos sanos y sueros de pacientes con AR y artritis temprana (AT). Comparar la
reactividad de los aPCC presentes en los donadores sanos con aPCC de pacientes con AR y AT.

METODOLOGIA. En 315 muestras de PDS del banco de sangre del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, se les determin6é aPCC-II y aPCC-III (IgG) mediante ELISA. En
las muestras positivas se determiné la reactividad contra vimentina mutada citrulinada (VMC) y
FR-IgM mediante ELISA y se compararon con sueros de pacientes con AR temprana (n=3) y
pacientes con AR (n=5) con aPCC positivo (> 500 U/mL). Determinamos la distribuciéon de

subclases de IgG con reactividad contra PCC con un ELISA casero para medir anti-IgG1, 1gG2,



IgG3 o0 IgG4 humanas. La reactividad de los PDS y de sueros de pacientes se comparé mediante
electroinmunotransferencia (EIT) con lisados de células HEp-2 citrulinados iz vitro.

RESULTADOS. La edad promedio del grupo estudiado fue de 33 afios (rango 18-63 afios)
El 69% de la poblacion fueron hombres. El punto de corte fue determinado empleando percentila
99 (30.9 U/mL). El valor promedio para aPCC fue de 9.3+20.6 U/mL. Se encontré una
prevalencia del 1.27% (4/315) para aPCC-II. Las cuatro muestras positivas tuvieron titulos de
32.1, 338.2, 153.7 y 52.2 U/mL, respectivamente. El andlisis de reactividades mostré que el 75%
(3/4) PDS aPCC (+) reconocian VMC en comparacién con un 100% observado en pacientes con
AR y AT, adicionalmente las cuatro muestras fueron negativas para FR-IgM. Las subclases IgG1
e IgG4 son las que principalmente reconocen PCC en las muestras de AR, AT y PDS.

PDS y los sueros de pacientes reconocieron un importante nimero de proteinas citrulinadas
(PC) en comparacién con las proteinas nativas. Una proteina citrulinada de 48 kDa es reconocida
por los cuatro PDS y por los sueros de AR y AT. El PDS con mayor titulo de aPCC (PS2: 338.2
U/mL) tuvo reactividad contra un mayor numero de PC. Los PDS reconocieron proteinas en su
forma no citrulinada, que dejan de ser reconocidas en su forma citrulinada evidenciando la
importancia de la citrulinacién en el reconocimiento antigénico. El numero de bandas de PC
reconocidas por los PDS correlaciono con el titulo de aPCC.

CONCLUSIONES. Se determiné la prevalencia de aPCC en sujetos sanos mexicanos, la
cual es mayor a la reportada en otros estudios con poblaciones sanas de origen caucasico. El
analisis de distribucion de subclases de IgG demostrd que existe una similitud entre los plasmas de
los donadores aPCC (+) y los sueros con AR y AT aPCC (+). Los plasmas de donadores sanos
con aPCC positivos reconocen PC que también son reconocidas por los sueros de pacientes con
AT y AR, por lo que los aPCC encontrados en los plasmas de donadores sanos tienen similitud

inmunoquimica con los encontrados en los pacientes con AT y AR.



ABSTRACT

INTRODUCTION. Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune inflammatory disease
with multifactorial etiology where the individual auto-antigens involved that trigger and maintain
the immune response remain unknown. The study of anti-citrullinated proteins antibodies
(ACPA) has recently acquired interest due to its high specificity and sensitivity for diagnosis and
prediction of disease severity in RA patients. The data suggest an important role of ACPA in the
pathogenesis of the disease. It has been reported that the occurrence of ACPA and rheumatoid
factor (RF) in clinical healthy subjects’ sera is seen several years before the onset of disease. The
screening for auto antibodies to citrullinated proteins in plasma from healthy donors is seldom
performed and there is no restriction to administrate ACPA positive plasma to individuals who
require transfusion.

OBJETIVES. We studied the prevalence of ACPA (aCCP) in plasma of healthy Mexican
donors. We analyzed the distribution of IgG subclasses with reactivity against CCP in plasma
from healthy donors (PHD) and in sera from RA and early arthritis (EA) patients and compared
the reactivity of aPCC present in healthy donors with that of arthritis patients.

METHODS. Plasma from 315 healthy donors from the Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” were tested for the presence of aCCP-II and aCCP-III (IgG) by ELISA. In
positive samples we measured anti-mutated citrullinated vimentin (aMCV) and rheumatoid factor
IgM (FR-IgM) by ELISA and compared them with (EA) (n=3) and RA (n=5) patients with
positive aCCP (>500 U/mL). Distribution of IgG subclasses that recognize CCP was performed
by a modified ELISA for quantitation of human IgG1, IgG2, IgG3 and IgG4. Reactivity against
in vitro citrullinated proteins from HEp-2 lysates of PHD, RA and EA patients was compared by

Western blot.



RESULTS. The average age of the study group was 33 years old (range: 18-63 years), 69%
of the subjects were males. The cut-off value for aPCC-II was established using the percentile 99th
(30.9 U/mL). The mean * SD of aPCC was 9.3+20.6 U/mL. Prevalence of aPCC-II was 1.27%
(4/315). Positive aPCC-II plasmas were PD1: 32.1, PD2: 338.2, PD3: 153.7 y PD4: 52.2 U/mL
respectively. Autoantibodies anti-VMC were present in 75% (3/4) plasmas versus 100% in
patients with RA and EA. RF-IgM was negative in all healthy donors’ plasma. All IgG subclasses
were shown to recognize CCP detected in healthy donors’ plasma although at lower levels that
found for RA and EA patients and IgG1 and IgG4 were the predominant subclasses with aPCC
reactivity. Healthy donors’ plasma and arthritis sera recognized a high number of citrullinated
proteins versus not-citrullinated proteins ones. A 48 kDa citrullinated protein was recognized by
all donor’s plasma and RA and EA patients. The healthy donor plasma sample with the highest
anti-CCP reactivity (PS2: 338.2 U/mL) recognized a high number of bands of citrullinated
proteins. Healthy donors’ plasma had reactivity against not-citrullinated proteins and this
reactivity disappears when protein were citrullinated, a fact that highlights the importance of the
process of citrullination in antigen recognition. The number of bands of citrullinated proteins
recognized by donors’ plasma has correlation with aCCP titer.

CONCLUSIONS. The prevalence of aCCP in healthy Mexican donors has been established
which 1s than that found in Caucasian populations. The analyses of the IgG subclasses distribution
demonstrate similarity between donors’ plasma CCP (+), RA and EA sera. The donors’ plasma
aCCP (+) that recognize citrullinated proteins are also recognized by RA and EA sera, therefore
the aCCP of healthy donors’ plasma had immunochemical similarities with aPCC of RA and EA

patients.



2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes historicos

El analisis de esqueletos humanos antiguos de Europa y el norte de Africa demuestran la
presencia de varias formas de artritis, incluyendo osteoartritis, espondilitis anquilosante y gota, sin
embargo, las erosiones Oseas caracteristicas de la artritis reumatoide estan ausentes [1]. En
contraste, los estudios paleontoldgicos de especimenes que datan de la época precolombina
muestran evidencia clara de la presencia de AR en grupos étnicos nativos de Norteamérica [2] y la
prevalencia de la enfermedad en estas regiones en la actualidad es muy alta, alcanzando el 5% de

casos en algunos grupos [1].

La observacion de obras de arte medieval sugiere la presencia de AR en Europa desde
principios del siglo XVI (Fig. 2.1) [3]. En 1676 Sydenham publicé el primer caso reportado. Fue a
principios del siglo XIX cuando se reportaron series intermitentes de casos, destacando los del
médico francés Landré-Beauvais quien reportd nueve casos de mujeres con una forma de
reumatismo a la que consider6 como una variante de la gota. A mediados del siglo XIX los
descubrimientos de Charcot contribuyeron a diferenciar la gota de la enfermedad articular
degenerativa y de la AR. Sin embargo, la enfermedad no se reconocié completamente hasta que
fue definida por Sir Alfred Garrod en 1859 como “artritis reumatoide” para distinguirla de la
fiebre reumatica y la gota, las formas de artritis hasta ese entonces conocidas. Por su parte Adams,
en 1873, describi6 los nddulos subcutaneos previamente asociados a la AR, cuyas caracteristicas
histologicas serian delineadas por Collins en 1937. Billings propuso en 1912 la hipoétesis de una
etiologia infecciosa como causante de la enfermedad. En 1924, Felty describi6 cinco casos de una
variante de AR acompanada de esplenomegalia y leucopenia, trastorno que, a la postre, seria

denominado como Sindrome de Felty propuesto por Hanrahan y Mullar en 1932. El término de
5



AR se acepto6 oficialmente en la nomenclatura inglesa en 1922 y en la norteamericana en 1941. En
1953, Caplan describié cambios pulmonares caracteristicos en mineros con AR, sindrome que

mas adelante se denominaria Sindrome de Caplan [4].

Figura 2.1. Ejemplo de representaciones de enfermedades parecidas a
AR en arte aleman del siglo XVI (3)

En 1957, Charles Short defini6 a la AR como una entidad clinica diferente a las
espondiloartropatias seronegativas, a las enfermedades inducidas por cristales y al lupus

eritematoso generalizado [3].

Una de las observaciones mas relevantes del siglo pasado fue la descripciéon de Waaler en
1939, quien demostré que los eritrocitos de carnero recubiertos con anticuerpos eran aglutinados

por el suero de los pacientes con AR, resultados que fueron comprobados por Rose en 1948 y en
6



1949 Coggeshall propuso el término de “Factor Reumatoide” para definir el fenomeno descrito.
Posteriormente, el factor reumatoide fue identificado como un autoanticuerpo y se caracterizo
como una inmunoglobulina de isotipo IgM que reconoce la fraccidén cristalizable (Fc) de las
inmunoglobulinas IgG. En la actualidad a esta inmunoglobulina se le conoce como FR clasico
[5]. En 1973 Zvaifler demostr6 el papel patogénico del FR como iniciador del dafio articular
mediado por complejos inmunes [6]. Finalmente, la participacion de las células T y B en la

patologia de la enfermedad fue demostrada por Stastny en 1976 [7].

2.2 Aspectos clinicos y epidemiologicos de la artritis reumatoide

2.2.1. Caracteristicas clinicas

La artritis reumatoide es la artritis inflamatoria mas comun, y la mas frecuente de las

enfermedades cronicas autoinmunes sistémicas [8].

Aunque puede mostrar una gran variedad de manifestaciones sistémicas, la presentacion
caracteristica de la enfermedad es la inflamacion crénica de la membrana sinovial de las grandes
y pequefnas articulaciones diartroidales de manera simétrica. El tejido sinovial inflamado tiene
caracteristicas de destruccion local que invade y dafia a las estructuras de la articulacion,
resultando en la pérdida de la funcion. El curso clinico de la enfermedad es muy variable y se
extiende desde una artritis leve autolimitada con minimo dafio articular a una inflamacion
multisistémica progresiva con marcado deterioro funcional, caracterizado por pérdida del
cartilago, presencia de erosiones O0seas y dafio en estructuras blandas como ligamentos, tendones,
musculos o meniscos, estas manifestaciones clinicas son responsables de la discapacidad que

produce la enfermedad (Fig. 2.2) [9].



Catoudy ortiouly

Mertrans snoval

Espacio artiockr -3

Figura 2.2. Esquema de wuna
bt articulacién normal (a) y una articulacion

"_cm.n | afectada por AR (b). En la AR la membrana

Ceéldas plamitcas
Cédas b

sinovial sufre hiperplasia e infiltracién cronica

e P
) Angrgenes:

Mastocta de células inflamatorias [9].

Existen ademas multiples manifestaciones extra-articulares que pueden aparecer a través del

tiempo. (Tabla 2.1) [10].

Sistema orgdnico
Piel

Ocular

Oral

Respiratorio

Cardiaco

Neurologico
Hepatico
Hematologico
Vascular

Tabla 2.1. Manifestaciones extra-articulares de la AR

Manifestaciones

Nodulos reumaticos, vasculitis

Queratoconjuntivitis sicca, iritis, episcleritis

Inflamacion salivar (sintomas sicca)

Fibrosis pulmonar, efusion pleural, inflamacion cricoaritenoide
Inflamacion pericardial, formacion de nodulos valvulares,
miocarditis

Mononeuritis, pinzamiento de nervios, inestabilidad cervical
Concentracion aumentada de aminotransferasa

Anemia, trombocitosis, leucocitosis, linfadenopatia
Vasculitis

En la mayoria de los pacientes la AR se presenta como una poliartritis cronica progresiva

con un marcado deterioro funcional, un profundo impacto en la calidad de vida y consecuencias

socioecondmicas muy importantes para el paciente y los servicios de salud [11].

Los pacientes con AR reducen su esperanza de vida entre 5 y 10 afios. La gravedad de la

enfermedad, su actividad y la discapacidad estan fuertemente asociadas a una mortalidad

prematura en estos pacientes [12].



2.2.2. Epidemiologia

La AR tiene una distribucion mundial. La prevalencia global aproximada es del 1%
teniendo una maxima del 5-6% en algunas poblaciones nativas norteamericanas, y una minima
del 0.3-0.6% en algunas regiones asiaticas por lo que la prevalencia varia dependiendo de la region
geografica o grupo étnico. No se han reportado areas geograficas o razas libres de la enfermedad.
La incidencia en los paises del sur de Europa es menor que en los paises del norte y que en los de
América. La incidencia y gravedad son aparentemente menores en areas rurales de Africa y en
personas de raza negra del Caribe. Como en la mayoria de las enfermedades autoinmunes, se
presenta con mayor frecuencia en mujeres que en hombres en una proporcién 2.5-3:1. Puede
aparecer a cualquier edad, pero es mas habitual entre los 40 y los 70 afios, con un pico para
mujeres entre los 45 y 54 afios, mientras que en hombres se observa un incremento progresivo con
la edad. La tercera parte de los pacientes desarrollaron AR después de los 60 anos. En México, la

prevalencia global se estima de 0.5 a1% de la poblacion [13].



2.2.3. Diagnostico

El diagnéstico de la artritis reumatoide puede ser dificil debido a que su inicio es de forma
gradual y por sintomas muy sutiles. L.os andlisis de sangre y las radiografias pueden ser normales
al inicio del proceso. Los sintomas al inicio, asi como las articulaciones afectadas en numero y
tipo, y el involucramiento de otros Organos es muy variable entre los individuos afectados;
ademas, se sabe que otras artritis inflamatorias pueden presentar manifestaciones clinicas tipicas
de la AR. Es por ello que el diagnéstico de la AR se fundamenta primordialmente no solo por la
presencia de datos positivos de AR, sino por la deteccién y suma de diferentes manifestaciones
clinicas caracteristicas. A este respecto, la utilidad de los criterios de clasificacion para AR
propuestos por el Colegio Americano de Reumatologia (CAR) en 1987, establecidos con base en
las caracteristicas clinicas de pacientes con AR de 10 afos de evolucion, fue cuestionada por su
falta de sensibilidad (80.9%) y especificidad (88.2 %) en las etapas tempranas de la enfermedad
[14]. Por el contrario, los criterios propuestos en el 2010, tienen como objetivo principal facilitar el
estudio de las personas que se hallan en la primera etapa de la enfermedad y prevenir que lleguen
a un estado de AR cronica que da lugar a los criterios de 1987. Se basa en una escala de
evaluacion de 0 a 10 puntos, siendo el punto de corte para diagnosticar a un paciente con AR
“definida” >6 puntos. Para que un paciente sea diagnosticado con AR “definida” se debe conocer
la duracion de los sintomas, hacer una evaluacién articular completa, tener por lo menos una
prueba serologica (FR o APCA) y una medida de la respuesta de fase aguda ya sea velocidad de
sedimentacion globular (VSG) o proteina C-reactiva (PCR). Un paciente puede cumplir con la
definicion de AR sin necesidad de realizar todas las pruebas. Este esquema de clasificacién esta
disefiado para contar con una forma estandar de identificacién del subgrupo de individuos que se

presenta con una artritis inflamatoria en las articulaciones periféricas, sin diagnostico etioldgico y

10



para quienes el riesgo de persistencia de los sintomas o dafio estructural es suficiente para

considerar el tratamiento con farmacos modificadores de la enfermedad (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Conjunto de variables y puntuacion de cada una para el registro global. Un
paciente serd clasificado de AR si la suma total es igual o superior a 6

Afectacion articular

1 articulacion grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequefias afectadas 2
4-10 articulaciones pequenas afectadas 3
> 10 articulaciones pequenas afectadas 5
Serologia

FR y APCA negativos 0
FR y/0 APCA positivos bajos (< 3 VN) 2
FR y/0 APCA positivos alto (> 3 VN) 3
Reactantes de fase aguda

VSG y PCR normales

VSG y/o0 PCR elevadas 1
Duracion

<6 semanas 0
>6 semanas 1

APCA: anticuerpos contra proteinas citrulinadas; FR: factor reumatoide; PCR: proteina C
reactiva; VN: valor normal; VSG: velocidad de sedimentacion globular.

La finalidad no es crear unos criterios diagnosticos o una herramienta de derivacidén para
médicos generales, sino desarrollar unos nuevos criterios de clasificacion que faciliten el estudio
de pacientes en estadios precoces de la enfermedad. Los nuevos criterios que redefinen la AR,
reflejan la esperanza colectiva de que en el futuro, la AR ya no se caracterizara por la enfermedad
articular erosiva y la persistencia de los sintomas, aunque estas caracteristicas continuaran

definiendo a la enfermedad establecida o de larga evolucion sin tratamiento [15].
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2.2.4 Tratamiento

El tratamiento para pacientes con AR ha mejorado espectacularmente en los ultimos 25
afios, pudiendo ofrecer a la mayoria de los pacientes una considerable mejoria de sus sintomas y
el mantenimiento de su capacidad funcional en niveles casi normales. A pesar de que no existe un
tratamiento curativo, el objetivo del tratamiento consiste en conseguir remisiones completas en los

pacientes, el mantenimiento de su capacidad funcional y de su calidad de vida [16].

En la ultima década, se ha propuesto que el tratamiento de la AR debe ser fuerte y
temprano, con los llamados farmacos modificadores de la enfermedad (FARME), si se quiere
evitar el dano radiografico y el deterioro funcional. Entre estos farmacos se incluyen el oro
intramuscular, metotrexato, cloroquina, sulfasalazina, azatioprina y d-penicilamina. La
administracion de pequefias dosis de corticoesteroides ayuda a controlar los sintomas, mantener la
funcionalidad y ademas disminuye la progresiéon de la enfermedad. Para las manifestaciones
extra-articulares, pueden requerirse tratamientos con dosis elevadas de corticoesteroides y otros
farmacos. El ejercicio es importante para mantener la funcion. La aplicacion de calor y frio y la
proteccion articular pueden disminuir el dolor. El éxito del tratamiento depende de su diagnostico
temprano y de una terapia agresiva antes de que se produzca un deterioro funcional o un dafio
irreversible en las articulaciones. El tratamiento 6ptimo a todo lo largo de la enfermedad, depende

de un abordaje multidisciplinario, incluyendo educacion del paciente [17].
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2.3 Etiopatogenia de la AR

La AR ha sido considerada como una enfermedad autoinmune aunque se desconocen con
precision cudles son los autoantigenos que desencadenan y mantienen la respuesta inmunoldgica.
Se considera una enfermedad multifactorial que surge como el resultado de la combinacién de

factores ambientales, factores genéticos y factores inmunoldgicos [18].
2.3.1 Factores ambientales.

La Informacién sobre los factores ambientales con importancia para el desarrollo o el curso
de la AR es sorprendentemente escasa. El tabaquismo es el unico factor ambiental convencional
que se ha asociado con un incremento en el riesgo de padecer AR en diferentes poblaciones [19-
21]. Otros factores como el polvo de silice y el aceite mineral también han sido reportados en

algunos estudios [22, 23].

Diversos estudios en infectologia han demostrado que algunas micobacterias y virus son
capaces de provocar una poliartritis cronica similar a la AR, por lo que se ha sugerido que algunos

estimulos infecciosos podrian ser un factor desencadenante de la enfermedad [24].

Existen datos contradictorios en cuanto a la administracion exogena de hormonas
femeninas, e incluso se ha llegado a sugerir que tienen un efecto preventivo en el desarrollo de la

enfermedad [25].

La caracteristica principal de los estudios sobre factores ambientales ha sido la falta de
informacién que aporte conocimiento sélido sobre el como y el porqué, pueden estar asociados

con el desarrollo de AR.
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2.3.2 Factores genéticos

Los factores genéticos tienen un impacto sustancial sobre la susceptibilidad a AR. La
prevalencia de la enfermedad en la poblacidon general se encuentra en un rango entre 0.24 a 1.0%,
incrementando de 2 a 4% en familiares de pacientes. La contribucidén genética total para el riesgo
de desarrollar AR se ha estimado en 60%, la cual fue determinada mediante estudios en gemelos

homocigotos y dicigotos [26].

Se considera una enfermedad genética compleja ya que son numerosos alelos los que
contribuyen a la susceptibilidad, pero que de manera individual tienen un riesgo de moderado a

bajo.
2.3.2.1 Importancia de los genes HLA en AR

De entre los alelos de riesgo para AR, los del HLA (human leukocyte antigen) son los mas
importantes, ya que aportan del 30 al 50% del total de la susceptibilidad genética para la
enfermedad [27]. En 1978, Stastny reportd6 una mayor frecuencia del alelo HLA-DRBI1*04 en
pacientes con AR (78%) que en su grupo control (28%). A partir de entonces diversos estudios han
demostrado que los alelos del HLA-DRB1:*0101, *0102, *0401, *0404, *0405, *0408, *0409,
*0410 y *1001, son los que tienen la asociacidon mas fuerte con AR [8]. El producto de estos alelos
comparte una secuencia de 5 aminodcidos en la tercera regidon hipervariable (aa 70-74) de la
cadena B de la molécula del MHC (major histocompatibility complex) 11. Estos resultados llevaron a
la formulacion de la hipotesis del “epitopo compartido” (EC) (Fig. 2.3). Esta region permite
distinguir a los alelos asociados con la enfermedad de los que no confieren riesgo para AR. En
estudios recientes, en cohortes europeas, se ha demostrado que la presencia de aPCC tiene una
fuerte asociacion con los pacientes con AR EC (+), y esta asociacion se incrementa
significativamente cuando se presentan dos copias del alelo. Estos estudios han sido reproducibles

en cohortes norteamericanas [27].
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Figura 2.3. Esquema de la regién del epitopo compartido. Se ilustra la posicién de los
aminodacidos comunes. A=Alanina, R=Arginina, Q=Acido aspartico y K=Lisina [28].

Un analisis reciente de los alelos del HLA-DRBI en pacientes franceses con AR, realizado
por Tezenas du Montcel y colaboradores, ha propuesto un esquema de clasificacion de los alelos
incorporando una escala de riesgo para el desarrollo de AR basada en los aminoacidos 70-74,
(Tabla 2.3). Debido a que todos los alelos comparten la secuencia Arg-Ala-Ala en las posiciones
72-74, proponen que los aminoacidos 70 y 71 son los que modulan el riesgo de la AR. En la

posicion 71, la Lys se asocia al mayor riesgo, Arg a un riesgo intermedio y Ala o Glu a un riesgo
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bajo. En la posicion 70, Gln o Arg son los que confieren el mayor riesgo, pero la Asp se asocia a
un riesgo bajo [29]. Estudios repetidos en cohortes tanto de Francia como de Inglaterra son

consistentes con el esquema de clasificacion propuesto por Tezenas du Montcel [30-32].

Residuo de aminoacidos
Alelo HLA-DRBI 70 | 71 | 72 | 73 | 74
Alelos de susceptibilidad
Alto riesgo
*0401, *1303 Q K R A A
Riesgo Moderado
*0101, *0102 *0404 *0405, *0408*1001, *1402, [(Q/R | R R A A
*1406
Bajo riesgo
*1501, *1502, *1503 Q w R A A
*0103 *0402, *1301, *1302,*1102, *1103 D E R A A
*1202, *16 D R R A A
Alelos de no susceptibilidad
*03 Q K R G R
*0403, *0407 Q K R A E
*07 D R R G Q
*08 D R R A L
*09 R R R A E
*14 (excepto *1402 y *1406) R R R A E
Tabla 2.3 Clasificacion propuesta por Tezenas du Montcel del HLA-DRBI. [29]

A pesar del considerable progreso en la comprension de la asociacion del HLA-DRB1 con
AR, asi como la estructura y funcién de las moléculas HLA-DR, los mecanismos por los cuales
determinados alelos HLA-DRBI1 predisponen al desarrollo de la AR permanecen desconocidos. Si
bien se han propuesto modelos que incluyen la seleccion de células T patogénicas durante la
seleccidn en el timo, la presentacion de "péptidos artritogénicos" a células T efectoras periféricas,
y la falta de generacién apropiada de células T-reguladoras, estos aun no han explicado la

patogenia de la AR [28].
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2.3.3 Factores inmunologicos

2.3.3.1 Anticuerpos asociados con AR

Se sabe que una amplia variedad de autoanticuerpos dirigidos contra diferentes
autoantigenos pueden ser detectados en el suero de pacientes con AR e histéricamente, el factor
reumatoide ha sido el marcador seroldgico mas utilizado en el diagnostico de la enfermedad, aun
cuando no es tan especifico de la misma. En cambio, en la actualidad, la deteccion de APCA ha
cobrado gran interés debido a su alta especificidad (cercana al 100%) en pacientes con AR,
ademds de que diferentes estudios se han enfocado en determinar su participacion activa en la

patogénesis de la enfermedad [33].

Los APCA que mas se han asociado con la AR son: anticuerpos anti-factor perinuclear
(APF) y anti-queratina (AKA), ambos dirigidos contra filagrina citrulinada [34]; anticuerpos anti-
Sa, los cuales reconocen vimentina citrulinada [35]; y anticuerpos contra péptidos ciclicos
citrulinados (aPCC) [36]. Los aPCC han demostrado una sensibilidad mayor del 80 % y
especificidad de 98 % en pacientes con AR [37]. Debido a la alta sensibilidad y especificidad y a
que es posible detectarlos en etapas tempranas de la enfermedad, se les incluy6 dentro de los

criterios de clasificacion para la AR del Colegio Americano de Reumatologia en el 2010 [15].

I. Factor Reumatoide

El FR es un grupo de inmunoglobulinas de isotipos IgG, IgA o IgM dirigidas contra la
fraccién Fc de los anticuerpos de isotipo IgG (factor reumatoide clasico). La determinacion del
FR es de gran utilidad en el diagnostico de la AR, ademas de su valor prondstico. Los titulos altos
de FR se han asociado con mayor dano articular, progresion radiologica, incapacidad funcional y

con la presencia de manifestaciones extra articulares, 1.e., con una expresion mas agresiva de la
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enfermedad [38]. Debido a esto, el FR es considerado dentro de los criterios de clasificacién para
la AR del CAR de 1987 y 2010, si bien es poco especifico de la enfermedad ya que pude
encontrarse presente en infecciones cronicas y en otras enfermedades autoinmunes como el LEG,

EMTC y el sindrome de Sjogren primario (SSP), a titulos inclusive mayores que en AR [36].

I1. Anticuerpos contra proteinas citrulinadas.

El estudio de anticuerpos diferentes al FR presentes en el suero de los pacientes con AR
comenzo en 1964 con los estudios de Nienhuis y Mandema, quienes describieron por primera vez
los anticuerpos anti-factor perinuclear [39]. Posteriormente en 1979, Young demostré que los
sueros de pacientes con AR reaccionaban con el epitelio de es6fago de rata y definieron estos
anticuerpos como anti-queratina [40]. Ambos autoanticuerpos mostraron alta especificidad para la
AR (entre 90 y 98%). En 1995, Sebbag reporté que tanto los AKA como los APF reconocian
moléculas relacionadas con la filagrina y la profilagrina [34]. Sin embargo, en estudios posteriores
en los que se utilizé filagrina recombinante (E. coli) o fragmentos de péptidos sintéticos de
profilagrina, los sueros de pacientes con AR no mostraron reactividad. Se demostr6é entonces que
la inmunogenicidad de la filagrina y la profilagrina estaba relacionada con modificaciones post-
traduccionales (MPT) y fue posible la identificacion de la profilagrina citrulinada como el
antigeno reconocido por los anticuerpos AKA/APF [41]. Sin embargo, un estudio revelé que no
habia expresion in vivo de profilagrina en el tejido sinovial [42]. Fue hasta 1998 cuando se
demostré que las cadenas a y B de fibrina citrulinadas son los antigenos reconocidos por los

APCA y que estan presentes en pacientes con AR [43].
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2.4 Patogenicidad de los APCA

Clinicamente, los APCA son detectados por ELISA usando péptidos ciclicos citrulinados
sintéticos (PCC). Los pacientes con titulos positivos de aPCC presentan una forma de AR mas
agresiva que los pacientes con AR aPCC negativos [44]. Desde la perspectiva clinica y patogénica,
la distincion entre AR aPCC (+) vs AR aPCC (-) parece ser de mayor utilidad para definir dos

entidades clinicas de la enfermedad que aquella basada en la presencia o ausencia del FR [28].

Se ha demostrado que en el suero de individuos clinicamente sanos, la presencia de
anticuerpos aPCC antecede a la aparicién de AR [45]. En ese estudio, el analisis de aPCC y FR en
el suero de individuos clinicamente sanos se realiz6 de manera retrospectiva a partir de una sola
muestra de suero y no proporciona informacién acerca de la modificacion de los titulos de
autoanticuerpos en el periodo anterior a la aparicion de los sintomas de enfermedad o sobre

anticuerpos que pudieran ser mas sensibles y especificos para predecir la enfermedad.

Se ha analizado la distribucidén de las subclases de IgG de los aPCC en un grupo de 152
pacientes con AR y se encontro que el 99% de los pacientes tienen aPCC de subclase IgG1 y 98%

de subclase Ig(G4 [46].

Mas aun, se ha comparado esta misma distribucion entre pacientes con AR, familiares sanos
y con artropatias y en sujetos sanos, y se demostrd que existen diferencias en el tipo de las IgG
presentes en cada grupo y la importancia de la subclase IgGG1, ya que se encontré presente en

todos los grupos [47].

Basado en que se ha descrito 1) la acumulacién de proteinas citrulinadas en los sitios de
inflamacion, incluyendo las articulaciones de pacientes con todas las formas de AR [48]; 2) la

asociacion que existe entre los pacientes con AR aPCC (+) con los alelos del HLA-DRB1 [24] y 3)
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la aparicion de los aPCC antes del inicio de manifestaciones clinicas de AR [45, 49] y una forma

de AR mas agresiva en aPCC (+) [44] se ha propuesto que los aPCC son altamente patogénicos.

En un modelo murino de artritis inducida por coldgena tipo II (AIC), se demostrd que la
presencia de anticuerpos aPCC antecede la aparicion de artritis en los ratones y, ademas, se
encontrd que cuando se induce tolerancia con un péptido citrulinado antes de la inmunizacion
con colagena se reduce significativamente la gravedad de la artritis y el numero de epitopos
reconocidos por los aPCC. Por ultimo, la transferencia pasiva de anticuerpos anti-fibrindgeno
citrulinado administrados junto con la colagena tipo II super6 el efecto protector de la induccién

de tolerancia y provoco un incremento en la gravedad de la artritis [50].

Estos resultados confirman la importancia de los APCA como mediadores activos de la

inflamacion crénica en la enfermedad en el modelo de AIC.

Sin embargo la simple administracion de APCA no es suficiente para desarrollar AR, lo que
hace evidente la presencia de factores adicionales que desencadenen el efecto patogénico de los
APCA. Uno de los factores candidatos es la misma inflamacion articular la cual provoca un
deposito de fibrina, el reclutamiento de células inflamatorias que expresan Peptidil-arginina-

deiminasa (PAD) y la subsecuente aparicion de epitopos citrulinados en las articulaciones [51].

La evidencia sobre los mecanismos patogénicos de los APCA se ha demostrado en un
modelo in vitro donde los complejos inmunes circulantes formados por aPCC conteniendo
fibrinégeno citrulinado, son capaces de inducir la secrecion de TNF-a por macrofagos humanos,
via el receptor FcyRIla [52] y via TLR-4 de manera simultdnea [53]. Ademads, los complejos
inmunes circulantes (CIC) que contienen fibrindgeno citrulinado estan presentes en la mitad de

los pacientes con AR aPCC (+) y se co-localizan con C3 en el tejido sinovial [54].

La inflamacion de la sinovia de los pacientes con AR aPCC (+) se asocia con un

incremento en el niumero de linfocitos infiltrantes y un mayor grado de destruccion articular que
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en los pacientes con AR aPCC (-) [55]. Recientemente se reportd que los aPCC de pacientes con
AR son capaces de activar tanto la via clasica como la via alternativa del complemento en un

sistema in vitro [56].

Por lo tanto, la respuesta inmune contra los epitopos citrulinados es mas sensible y especifica
de la enfermedad que la propia expresion del antigeno citrulinado. No se ha demostrado con
claridad cual es la implicacién directa de la citrulinacidén sobre la patogénesis 0 cOmo es que se

pierde la tolerancia contra los epitopos citrulinados [28].
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2.5 Citrulinacion en AR

Las MPT son cambios quimicos que sufren las proteinas después de ser sintetizadas. Una de
éstas modificaciones post-traduccionales es la citrulinacién (conversidén del residuo arginina a
citrulina), catalizada por la enzima PAD [57]. El estudio de ésta modificacion ha adquirido gran
interés debido a su participacion en diversos procesos tanto fisioldgicos como patologicos. Dentro
de los procesos fisiologicos se incluye la diferenciacion terminal de células epiteliales, la
regulaciéon en la expresion de genes y la apoptosis. Por otro lado, en los procesos patologicos las
proteinas citrulinadas se han relacionado con la progresion de la enfermedad en AR, esclerosis

multiple y Alzheimer, entre otros. [51].

Las MPT (e.g., fosforilacidn, glicosilacion, citrulinaciéon) pueden influir directamente sobre
la estructura y funcidén de las proteinas e incrementar la diversidad funcional del proteoma. Se
consideran procesos bioldgicos comunes que alteran regiones especificas de las proteinas después
de su sintesis. Debido a que casi todos los aminoacidos pueden ser modificados, se considera que

casi todas las proteinas pueden ser susceptibles a MPT [57].

La citrulina no es un residuo de aminoécido natural en las proteinas, lo que justificaria su
capacidad de activar la respuesta inmune. La conversion de arginina a citrulina da como resultado
un cambio en la carga del aminodcido. La arginina es un aminodcido fuertemente basico (p/
10.76) debido a la presencia del grupo guanidino que puede ser facilmente protonado a pH
fisiolégico (7.2-7.4). La eliminacién del grupo imino (transformacién referida como deiminacion
o citrulinacién) es una reaccion enzimatica catalizada por la enzima PAD. La citrulina resultante
carece de caracter basico; es un residuo neutro similar a la asparagina (N) o glutamina (Q). [57]. A
nivel proteico, la reaccidon provoca una reduccion de ~1.0 Da por cada arginina modificada. La
carga positiva se pierde y el punto isoeléctrico también se ve modificado. Las interacciones con

otras proteinas pudieran ser también alteradas [58].
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2.5.1 Peptidil-arginina-deiminasa (PAD)

El proceso de deiminacion de proteinas es catalizado por una familia de enzimas
dependientes de calcio, conocidas como PAD. Se han identificado cinco isoenzimas. Su
organizacion gendmica, localizacién subcelular y su expresion en diferentes tejidos no se conoce

totalmente.

Los genes que codifican para las PAD (padi) estan localizados en el cromosoma 1p36.13; el
tamafio de la region es de 300 Kb. Los padi-1,-3, -5 y -6 estan cercanos en una region de 160 kb. El
gen padi-2 se encuentra separado de los otros cuatro, es el mas largo de ésta familia de genes y se
transcribe en direccion opuesta. Esta organizacion gendmica esta conservada entre las especies.
La localizacién y direccidon de los genes, la longitud de las secuencias intergénicas y las secuencias

codificantes son similares en raton y humano [59].

Las isoenzimas de la PAD estdn ampliamente distribuidas en los tejidos de mamiferos. Asi,
PAD-1 se expresa predominantemente en la epidermis y utero, PAD-3 en foliculos, en tanto que
PAD-4 en neutr6filos y eosinodfilos. La expresion de PAD-6 ha sido detectada en ovarios,
testiculos y leucocitos de sangre periférica. PAD2 es el miembro mas ubicuo de la familia y se

expresa principalmente en musculo esquelético, bazo, cerebro, glandulas salivales y ttero [60].

El mecanismo propuesto para la actividad de las PAD es el siguiente: el residuo cisterna (C),
localizado en el sitio activo de la enzima, reacciona con el grupo guanidino de arginina (R) y
establece un aducto tetrahedal como un estado intermediario de transicién mientras el amonio es
liberado. Posteriormente, el aducto es cortado por un ataque nucleofilico de una molécula de
agua. El paso final es la regeneracion del residuo de C, resultando en la formacién de un grupo -

ceto, formando una amina primaria (Fig. 2.4A) [61].
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Una consecuencia interesante del mecanismo de reaccion de la PAD es que no s6lo R, sino
que también N’-metil-arginina puede ser transformada en citrulina (Fig. 2.4B), por lo que el

producto liberado es metil-amina [61].
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Figura 2.4. Mecanismo de citrulinacion de la arginina y arginina metilada.

En un estudio realizado en epidermis, un factor importante en la activacion de la PAD es la
union del ion calcio, ademas de que cada isoenzima requiere un pH diferente para su activacion y
la citrulinacién in vitro s6lo se observd en presencia de concentracidén alta de calcio [62]. Bajo
condiciones fisioldgicas en un rango de concentracion de calcio entre 10® y 10° M la PAD se
encuentra inactiva [63], lo que sugiere que la citrulinacidon ocurre solo bajo ciertas condiciones

patoldgicas. En ambos procesos la concentracion de calcio se ve incrementada, lo cual permite la
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activacion de la PAD. Recientemente se han implicado otros procesos celulares como regulacion

de genes [64].

Por otra parte, poco se conoce de la regulacién de genes de éstas enzimas. Algunos estudios
recientes han mostrado que padi2 puede ser inducido por 17p-oestradiol. Durante el ciclo

menstrual, la actividad de la PAD2 cambia en las glandulas pituitarias y en el utero [65].

25



2.5.2 Consecuencias generales de la citrulinacion.

El proceso de citrulinacion puede cambiar la estructura primaria, secundaria y terciaria de
las proteinas. Los analisis in vitro revelan que un alto grado de citrulinacién podria desnaturalizar
las proteinas. Los estudios realizados con ticohialina (THH) y filagrina, muestran que la
modificacion del 5.0 % de los residuos de R provocan la destruccidén de la estructura terciaria y
modificaciones mayores del 10.0 % de los residuos de R causan la pérdida completa de la
estructura, provocando la desnaturalizacion de la proteina. Este fenomeno es atribuido a la
pérdida de residuos basicos los cuales resultan en la alteracion de la distribucién de carga. Sin
embargo, in vivo no es posible asumir que la citrulinacién sea un proceso de desnaturalizacién. En
general, se puede asumir que la modificacion altera la estructura de la proteina y algunas veces

resulta en la pérdida de organizacion y confiere una configuracion mas abierta [66] (Fig. 2.5).
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Figura 2.5. Posibles efectos de la citrulinacion. Modificado de [67].
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2.5.3 Importancia de la citrulinacion en AR.

En un estudio en poblacion japonesa, mediante analisis de polimorfismos de un solo
nucle6tido (SNPs), los autores demostraron la asociacion entre haplotipos funcionales de padi4
con AR. Identificaron cuatro haplotipos de padi4, de los cuales 1 y 2 tuvieron una frecuencia del
82%, en tanto que 3 y 4 del 18 %. El 32% de los pacientes con AR presentaron el haplotipo 2, en

comparacion con el 25% de sujetos sanos (p=0.000008) [68].

La razoén 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 RNAm del haplotipo 2 es de
11.6 min y el del haplotipo 1 es de s6lo 2.1 min, por lo que la susceptibilidad pudiera 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 (fibrinogeno o vimentina), lo
cual pudiera estimular tanto la respuesta innata como la adaptativa, permitiendo, de esta manera,
el desarrollo de inflamacion crénica [68]. A pesar del interés generado por este estudio, no se ha
corroborado en otros realizados en poblaciones con AR de Francia, Reino Unido y Espafia [1, 69-

71]. Sélo un estudio realizado en poblacion coreana confirmo la asociacion [72].

En estudios recientes se ha mostrado que el colageno humano tipo I (hC-I) y tipo IT (hC-II)
son reconocidos por los APCA tanto en su forma nativa como citrulinada. En un estudio el 44%
de los sueros estudiados de pacientes con AR reconocieron un péptido inmunodominante del hC-

IT que comprende los aminoacidos 354 al 369 [73].

En pacientes con AR los anticuerpos anti-hC-II se encuentran presentes comunmente y
carecen de valor diagnoéstico. Los fragmentos del hC-II obtenidos por digestion con bromuro de
ciandgeno (CNBr), llamados CB10 y CBI11, son sustratos para la deteccién de anticuerpos
presentes en pacientes con AR. De acuerdo a un reporte, la sensibilidad de los anticuerpos contra

CB10 es del 88% comparada con el 24% de los anticuerpos contra hC-II en pacientes con AR [74].
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Por otro lado, recientemente se observd que el hC-I es uno de los autoantigenos importantes
en pacientes AR. También se determin6 que el hC-I es uno de los sustratos de las PAD y que la
citrulinacion del hC-I estd fuertemente correlacionada con AR. Ademas, los sueros de pacientes
con AR que muestran reactividad contra la cadena al y a2 del CI citrulinado presentan una
sensibilidad del 32% y especificidad del 99% [75]. En este mismo trabajo se observd una
correlacion mayor entre el nivel de aPCC y anti-hC-I citrulinado que entre aPCC y anti-hC-II

citrulinado.

Otro antigeno importante es el conocido como antigeno Sa, ya que los anticuerpos anti-Sa
son altamente especificos para AR y pueden ser detectados en aproximadamente el 40% de
pacientes con AR [76]. El antigeno Sa es identificado como una doble banda de proteina de 50
kDa. Se encuentra en placenta y en el tejido sinovial de los pacientes con AR. Se ha identificado
que el antigeno reconocido por los anticuerpos anti-Sa es la vimentina citrulinada [35].
Posteriormente, en un estudio de una cohorte de pacientes con poliartritis temprana se observo

que los pacientes anti-Sa positivos (45%) desarrollaron manifestaciones graves a los 30 meses [77].

Los trabajos recientes en modelos de artritis inducida por colageno tipo II (C-II), muestran la
participacion de la citrulinacion en la respuesta autoinmune. Se demostré en un modelo de rata
Lew.1AV que la citrulinacién del colageno es un potente mecanismo para incrementar la
autoreactividad y que los anticuerpos APCA presentan reactividad cruzada contra coldgeno
citrulinado y colageno nativo. Ademas, la gravedad de la artritis correlaciona con la expresion de
PAD4 en el infiltrado de células mononucleares y con la cantidad de coldgeno citrulinado. Por
otra parte, se examinO la capacidad de las proteinas enddgenas citrulinadas para romper la
tolerancia inmunolégica y se observo que la citrulinacién de antigenos no inmunogénicos como la
albumina de suero de rata, indujo la formacidén de anticuerpos contra la proteina citrulinada con

reactividad cruzada contra la proteina no modificada en todos los puntos investigados [33].
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Considerando la evidencia anteriormente descrita, se ha propuesto un modelo de la

patogénesis de la AR:

1) Al presentarse un factor ambiental externo, ya sea un traumatismo, un proceso infeccioso,
el estrés o el tabaquismo, se produce una inflamacion local que genera la afluencia o infiltracién

de células de la respuesta inmune innata, que en procesos normales se eliminan por apoptosis.

2) Cuando la apoptosis es masiva, y se afiade la presencia de defectos genéticos en los
mecanismos de depuracién de los cuerpos apoptéticos, algunas células sufren necrosis
provocando la liberacion de material intracelular que incluye a las PAD activadas durante la

apoptosis provocando la citrulinacién de proteinas extracelulares. [58].

3) Se ha demostrado que la simple presencia de proteinas citrulinadas no es la causa de la
inflamacion crénica, ya que el 99% de los individuos las eliminan sin provocar respuesta inmune
humoral [78]. Sin embargo, se ha demostrado que los aPCC de los individuos que presentan
alelos del epitopo compartido HLA-DRB1 son capaces de reconocer péptidos citrulinados y
presentarlos a células T generando una respuesta inmune contra antigenos citrulinados. Se han
encontrado patrones de citrulinacidon especificos como péptidos procesados de vimentina
citrulinada que son reconocidos por linfocitos T cuando son presentados por moléculas del MHC

clase I HLA-DRBI de pacientes con AR aPCC (+) [79].

4) Entonces se desencadena la produccion de autoanticuerpos de isotipo IgG de alta afinidad
contra PC. Estos anticuerpos son liberados a la circulacion y forman complejos inmunes [80]. Se
ha demostrado la presencia CIC que contienen fibrindgeno citrulinado y que estan presentes en la
mitad de los pacientes con AR PCC (+) y se co-localizan con C3 en el tejido sinovial [54] y estos
son capaces de activar el complemento por la via clasica y la via alterna provocando una respuesta

autoinmune por reclutamiento de nuevas células inflamatorias [56].
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Se ha demostrado que nuevas células B productoras de IgM son reclutadas continuamente,

lo que sugiere que la respuesta contra antigenos citrulinados es continuamente reactivada [46].

5) La produccion de citocinas proinflamatorias también estd mediada por estos
autoanticuerpos ya que se ha demostrado que los CIC con fibrindgeno citrulinado pueden inducir

la secrecion de TNFa via receptores FcyRII de macrofagos [52, 53].

6) Entonces se reclutan nuevas células comenzando asi un nuevo ciclo con incremento en la

inflamacion.

La repeticién de este ciclo por anos, acompafiado por nuevos estimulos inflamatorios, puede

llevar a la inflamacion cronica manifestandose como artritis reumatoide.

No se ha establecido el umbral de autoanticuerpos necesario para pasar de una

autorreactividad contra proteinas citrulinadas a la inflamacion cronica caracteristica de la AR.

Debido a la importancia de los APCA como mediadores de la patogénesis de la AR y a que
su presencia antecede la aparicion de la enfermedad, consideramos importante el estudio de estos

anticuerpos en los donadores sanos.
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3. JUSTIFICACION

Los anticuerpos anti-proteinas citrulinadas son altamente especificos (98%) y sensibles (hasta
el 80%) para la identificacién de pacientes con AR, lo que sugiere una participacion activa en la

conduccién de la respuesta autoinmune en la enfermedad.

La presencia de anticuerpos APCA antecede a la apariciéon de AR y aquellos pacientes con

aPCC (+) presentan una forma de artritis mas grave y agresiva.

No existe informacion acerca de la modificacién de los titulos de autoanticuerpos en el
periodo anterior a la aparicién de los sintomas de enfermedad o sobre anticuerpos que pudieran

ser mas sensibles y especificos para predecir la enfermedad.

Es dificil y costoso realizar estudios de tamizaje contra autoantigenos a los plasmas de
donadores, ademds de que no es una practica comun. No existe ninguna restricciéon en la
administracion de plasmas con anticuerpos APCA o con algin otro tipo de autoanticuerpos a
individuos que lo requieran. La comparacion inmunoquimica entre los aPCC en plasma de
donadores sanos con los aPCC presentes en los pacientes con AR permitira establecer de manera
indirecta el posible riesgo de desencadenar una respuesta autoinmune en los sujetos que reciban la

transfusion de estos autoanticuerpos.
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4. HIPOTESIS

Los aPCC a titulos altos presentes en los plasmas de donadores sanos, muestran

caracteristicas inmunoquimicas similares a los aPCC de pacientes con AR.

5. OBJETIVOS

o Estudiar la prevalencia de anticuerpos aPCC en los plasmas de donadores sanos

mexicanos, del banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INC).

o Analizar la distribucion de las subclases de IgG con reactividad contra PCC en

plasmas de donadores sanos y sueros de pacientes con AR y AT.

o Comparar las proteinas citrulinadas que son reconocidas por los aPCC de sujetos

sanos con las reconocidas por los aPCC de pacientes con AT y AR

32



6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Grupo de estudio

Poblacion de estudio:

Sujetos sanos obtenidos del banco de sangre de donadores del Instituto Nacional de

Cardiologia “Ignacio Chavez” (INC).
Criterios de inclusion:
Todos los plasmas de donadores sanos con titulos de aPCC positivos.
Criterios de exclusion:
Antecedentes heredofamiliares de enfermedad autoinmune en los donadores.
Tamafio de la muestra.

Muestreo consecutivo, por tratarse de un estudio observacional, descriptivo y abierto, no se

requiere un cédlculo de tamafio de muestra. El tamafio de muestra fue de 315 muestras de plasma.
Obtencion de la muestra.

Se obtuvo una muestra de ~8 mL de sangre periférica en tubos con anticoagulante
(KL, EDTA 7.2 mg) de donadores sanos del INC, previo consentimiento informado. Las muestras
fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min. Posteriormente se separ6 el plasma, y se

almaceno a -20°C hasta su posterior uso para la deteccidon de anticuerpos aPCC.

Se seleccionaron sueros de pacientes que cumplieron los criterios del CAR (1987) para AR
(n=5) y AT (n=3) del banco de sueros de la clinica de artritis del INCMNSZ con valores de

aPCC-II mayores a 500 U/mL para las comparaciones con los plasmas de los donadores.
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6.2 Determinacion de anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados de segunda
generacion (aPCC-II).

El analisis de aPCC en los plasmas de donadores sanos se realiz6 mediante la técnica de
ELISA con un equipo comercial (The Binding Site, Inc. Birmingham, Ing)) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. El procedimiento se realizd de manera automatizada con un
equipo DSX (Dynex Technologies, Virginia, EUA). En una placa de 96 pozos recubiertos con
péptidos ciclicos citrulinados sintéticos de segunda generacién (aPCC-II), se colocaron 100uL de
calibradores, controles (proporcionados por el fabricante) y muestra de plasma de donadores a
una dilucion 1:100, y se incubaron 30 min a temperatura ambiente (TA). El proceso de lavado se
programo en el equipo y se hicieron tres lavados con solucién amortiguadora y se agregaron 100
uL de anticuerpo anti-IgG Humana (especifico de cadena y) conjugado con peroxidasa de rdbano
(HRP). La placa se incubé nuevamente 30 min a TA, después de ese tiempo se repitid el proceso
de lavado y se agregaron 100uL de solucién de sustrato de la enzima (3, 3’, 5, 5'-
tetrametilbencidina, TMB) y se incubaron 30 min; finalmente se agreg6d la solucion de paro
(H;PO, 3M) y se leyeron a 450nm en un lector de placas de ELISA. Para el célculo de los titulos
de aPCC, se utilizo el programa revelation 5.15 del DSX, que realiza la interpolacidn de la densidad

optica de las muestras en una curva estandar de cinco puntos de manera automatica. (Fig. 6.1)
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Figura 6.1 Representacion de la curva estandar de aPCC-II reportada por el fabricante.

6.3 Determinacion de anticuerpos anti-vimentina mutada citrulinada (aVMC).

A los plasmas con anticuerpos aPCC-II positivos y sueros de pacientes con AR y AT se les
determinaron aVMC mediante un ensayo de ELISA (Orgentec Diagnostica GmbH). En placas
recubiertas con vimentina mutada citrulinada altamente purificada, se colocaron 100uL de
calibradores, controles y muestra de plasma de donadores a una dilucion 1:100 en su respectivo
amortiguador, la placa se incub6 durante 30 min a TA ambiente. Se realizaron tres lavados con
solucién amortiguadora y posteriormente se agregaron 100 puL. de anticuerpo anti-IgG Humana
(especifico de cadena y) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP). La placa se incubd
nuevamente so6lo 15 min a TA, después de ese tiempo se repitid6 el proceso de lavado y se

agregaron 100uL de solucion de sustrato de la enzima (TMB) y se incubaron 15 min; finalmente
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se detuvo la reaccion con solucion de paro (HCI 1 M) y la placa se incub6 por 5 min antes de leer
la absorbancia a 450nm en el lector de placas de ELISA. Igual que para aPCC-II el calculo de los
titulos de aVMC, se utiliz6 el programa revelation 5.15 del DSX, que realiza la interpolacion de la

densidad optica de las muestras en una curva estandar de cinco puntos de manera automatica.

(Fig. 6.2).
Quality Control Certificate Caibration Curve Exampie
Curve fit
Anti-MCV Vier-parameter (In-log) / 4 parameter logistic fit
Priifwert / Test Value Sollbereich / Range ARGy
Ao A
Standard A 0,023 < 0,150
Standard F 2,468 >1,300
Kontrolien / Control Sera: Lot K548221
Priifwert / Test Value Sollbereich / Range
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Control + 1 202 120-290
Control - 2 <20
2012-07-09
Priffdatum / Test Date
ORGENTEC Diagnostka GmbH P DEFOS4 glig sb 08.00.2010 Ausgebe 2

Figura 6.2. Representacion de la curva estandar de aVMC reportada por el fabricante.

6.4 Determinacion de Factor Reumatoide de isotipo IgM (FR IgM)

Las muestras de plasma aPCC-II positivos y sueros de pacientes con AR y AT se diluyeron
1:100 en su respectivo amortiguador. Se colocaron 100 uL. de calibradores, controles y diluciones
de los plasmas en pozos recubiertos con fracciones de IgG humana (Orgentec Diagnostica GmbH,
Mainz, ALE). Se incubaron durante 30 min a TA. Transcurrido el tiempo se eliminé el contenido
de los pozos y se realizaron tres lavados con 300 ul de soluciéon de lavado. Posteriormente se
adicionaron 100 pL de anti-IgM conjugado con HRP y se incubaron durante 15 min a TA. Se
realizé otro ciclo de lavados e inmediatamente después se adicionaron 100 uL. de solucién de paro
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(HC1 1 M). Se incubaron durante 5 minutos a TA y finalmente se leyo la absorbancia a 450 nm.
El calculo de los titulos de FR IgM se realizd con el programa revelation 5.15 del DSX de manera

automatica. (Fig. 6.3).

Quality Control Certificate Standardiue | Catbraton Curve Example
- e fit
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A A F 7
Standard A 0,018 <0,150 E d
Standard E 1,920 > 1,300 ] /
Kontrollen / Control Sera: Lot K522042 i [7—
Priifwert / Test Value Sollbereich / Range ; 2
1U/mi U/mi ; //
Control + 1 101 75-125 e 1 o 1 J
Control - 2 <20 = .
2010-11-11 /M m‘é
Prifdatum / Test Date Qualtitskontrollleiter / Quality Control Manager
ORGENTEC Duagnostka GmbH Postfach 100352 D-55134 Mainz/Germany DOFOS4 gliig = 0800200 Ausgebe 2

Figura 6.3. Representacion de la curva estandar de FR IgM reportada por el fabricante.

6.5 Control de calidad de los ensayos ELISA.

Todos los ensayos cumplieron con los criterios de validacion de la prueba especificados para

cada fabricante. Coeficiente de variacion (CV%)<10.

6.6 Determinacion de las cuatro subclases de IgG y de los isotipos IgA e IgM

En las muestras de plasmas con aPCC (+) y en sueros de AR (n=5) y AT (n=3) se
cuantificaron los niveles de IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA e IgM totales mediante un ensayo
cuantitativo multiplex (tecnologia xMAP) con un equipo comercial de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. En resumen, cada muestra se diluyé a una concentracién final

1:16000 con el diluyente de muestra (Millipore®). Se adicionaron 50 pLL de las muestras, 50 uLL de
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los controles y 50 pL. de los calibradores en sus respectivos pozos de una placa con filtro en el
fondo tratada previamente con solucion de ensayo (Millipore®). A cada pozo se le adicionaron 25
uL de la suspension de perlas recubiertas con los anticuerpos anti-inmunoglobulinas humanas y se
incubaron 60 min en agitacién constante (500 rpm) en condiciones de oscuridad. Posteriormente
se elimind el volumen por vacio y se lavaron 2 veces con 100 puL. de solucién de ensayo
(Millipore®), y se incubaron 60 min con 25 pL. de anticuerpo de deteccion anti-kA-PE (1:100),
finalizado el tiempo se elimino el liquido por vacid y se resuspendio el contenido de los pozos con
100uL de liquido de corrida. La cuantificacién se realizdé en un equipo Luminex® LINCOplex
200®, el cual previa calibracion, se programo con los parametros descritos en el inserto del ensayo
[81]. El equipo proporciona los resultados en unidades de ng/mL para cada analito interpolando

la intensidad de la sefial en una curva estandar de 6 puntos.

6.7 Determinacion de aPCC de tercera generacion (aPCC-III)

El analisis de aPCC-III en los plasmas con aPCC-II positivos se realizd6 mediante la técnica
de ELISA con un equipo comercial INOVA Diagnostics, Inc, San Diego, CA, EUA) de acuerdo
a las especificaciones del fabricante. El procedimiento también se realizd de manera automatizada
con un equipo DSX (Dynex Technologies, Virginia, EUA). En pozos recubiertos con PCC
sintéticos de tercera generacidn, se colocaron 100uL de calibradores, controles y los plasmas de
donadores a una dilucién 1:100, y se incubaron 30 min a TA. Se hicieron tres lavados con
solucion amortiguadora y se agregaron 100 puL. de anticuerpo anti-IgG Humana conjugado con
HRP. La placa se incubd nuevamente 30 min a TA, después de ese tiempo se repitio el proceso de
lavado y se agregaron 100uL de solucion de sustrato TMB y se incubaron 30 min; finalmente se

agrego6 la solucion de paro (H,SO, 0.344 M). Se incubaron 45 min antes de leer la absorbancia a
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450nm en un lector de placas de ELISA. Para el cédlculo de los titulos de aPCC, se utilizo el

programa revelation 5.15 del DSX.

6.8 Determinacion de la distribucion de las 4 subclases de IgG con reactividad

contra PCC.

La distribucién de las subclases de IgG con reactividad contra PCC se evalu6 con un ensayo
de ELISA utilizando pozos recubiertos con PCC sintéticos de tercera generacion. Los plasmas
con aPCC-II positivos y los sueros de pacientes con AT (n=2) y AR (n=2) se diluyeron 1:100 con
el diluyente de muestra (INOVA Diagnostics, Inc, San Diego, CA, EUA) y se colocaron en los
pozos con recubiertos con PCC-IIT por duplicado. Esto se realizo para cada subclase de IgG. Los
pozos se incubaron por 30 min a TA. Concluido el tiempo se realizaron tres lavados con soluciéon
amortiguadora y se agregaron 100 puL. de anticuerpo monoclonal de ratéon anti IgG1, IgG2, IgG3 o

IgG4 humanas conjugados con fosfatasa alcalina (AP).

La dilucion de cada anticuerpo se determino previamente mediante una curva de diluciones
seriales. Para anti-IgGG1 se ocupd una dilucion 1:1000, para anti-IgG2 1:12000, y para anti-IgG3 y
anti-IgG4 1:4000. Los anticuerpos de incubaron durante 30 min a 37°C en condiciones de
oscuridad. Posteriormente se repitio el proceso de lavado y se incubaron con 100 puL. de solucién
de 4-nitrofenilfosfato (4nPP) durante 60 min a 37°C; transcurrido el tiempo de incubacion se
leyeron en un lector de placas de ELISA (TECAN) a 405nm. Los resultados se reportaron en

unidades de densidad 6ptica (DO) una vez restado el valor del blanco.
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6.9 Comparacion de las proteinas citrulinadas reconocidas por los aPCC de los

sujetos sanos y de pacientes con AT y AR

Obtencion de lisados de células HEp-2

Las células HEp-2 se cultivaron durante tres dias. Se lavaron con 25mL de PBS a 4°C. Se
resuspendieron en 1 mL de PBS y despegaron de la placa de cultivo con una espatula de plastico.
Se transfiri6 todo el liquido a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. La suspension de células se
centrifugd a 3000 rpm por 5 min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante, se deshizo el paquete y se
adicionaron 100 pL. de amortiguador A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1
mM DTT), se homogeniz6 la suspension y se congelaron los tubos en hielo seco/acetona por 10
min. Se descongeld a TA y se resuspendid suavemente la suspension para eliminar los grumos. Se
evaluo el estado de los nucleos mediante tincidon de azul de tripano (mezcla 1:1) y por observacion
en microscopio invertido. Los nucleos de empaquetaron por centrifugacion a 3500 rpm a 4°C por
10 min. Los sobrenadantes que corresponden a la fraccion citoplasmadtica se transfirieron a un

tubo nuevo de microcentrifuga y se almacenaron a -20° C hasta su uso.

Por otra parte, el botébn de nucleos se homogenizdé con golpes suaves del tubo, se
resuspendio en 50 pL. de amortiguador B (20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 mM KCl, 20% glicerol, 0.2
mM EDTA, ImM DTT y 0.5mM PMSF) y se incub6 por 30 min a 4°C. Posteriormente, se
centrifugd a 14000 rpm a 4°C por 20 min. El sobrenadante que corresponde a la fraccion nuclear,

se transfirid a otro tubo de microcentrifuga y se almacend a -20° C hasta su uso.
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Citrulinacion in vitro

Se diluyeron 100 pg de proteina en 120 pL de amortiguador de PAD (para una
concentracion final de 0.86 ug de proteina/ul. de amortiguador 0.1 M Tris-HCI pH 7.4, 10mM
CaCl2 y 5mM DTT) y se adicionaron 5 pL. de PAD2 (0.19 mg/mL) de musculo esquelético de
rata (SIGMA, San Luis, MO, EUA) (0.5 UPAD/mg de proteina). Se incub6 por 3 horas a 55°C y

se detuvo la reaccion con la adicion de 0.5 M EDTA para una concentracién final de 20 mM.

Deteccion de proteinas citrulinadas

Las proteinas citrulinadas se separaron mediante SDS-PAGE al 10% a 90V y se realiz6
electroinmunotransferencia (EIT). Posteriormente, se incubd la membrana toda la noche a 37°C
con una dilucion 1:1 del reactivo A y B para la modificacién de citrulina (reactivo A: 0.025%
FeCl3, 25% H2S04, 20% H3PO4; reactivo B: 2-3 butanediona monoxima, antipirina, acido
acético). Se lavd 3 veces con PBS-Tween 0.05% (PBS-T) y se bloquearon los sitios inespecificos
con leche al 3% en PBS por una hora a TA. Al término del bloqueo, se incubaron las membranas
con 10 mL de anticuerpo anti-citrulina modificada (aCM) dilucién 1:10 000 por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-T y se agregaron 10 mL de anticuerpo anti-
IgG de conejo conjugado con peroxidasa (anti-IgG-HRP) a una dilucion 1:10 000 y se incubaron
por 1 hora a 37°C. Se lavd la membrana nuevamente con PBS-T (3 lavados), un lavado con agua
destilada y se adicionaron 3.0 mL de sustrato quimioluminiscente para HRP. Se expusieron las

membranas durante 20 min a peliculas fotograficas (AGFA) y se revelaron en un equipo Kodak.
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Reactividad de plasmas y sueros contra proteinas citrulinadas y no citrulinadas

Las PC y noPC fueron separadas mediante SDS-PAGE al 10% colocando 7.5 pg de
proteinas por carril. Posteriormente se realizé EIT. La membrana se tind con colorante rojo de
Ponceau para verificar la transferencia. Posteriormente la membrana se bloque6 con leche al 3.0
% en PBS por 1 hora. Al término del bloqueo, se cortaron los carriles tanto para PC como noPC.
Se incubaron por duplicado con los plasmas de donadores sanos (n=4) y con los sueros de
pacientes con AT (n=1) y AR (n=1) a una dilucién 1:20 en PBS-T leche 3% durante toda la noche
a 4°C. A la mafana siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-T vy las tiras se incubaron 1 hora a
TA con anti-IgG humana conjugado con fosfatasa alcalina (FA) a una diluciéon 1:5000 en PBS-T
leche 3%. Transcurrido el tiempo se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS-T. Finalmente, se
adiciono el sustrato para FA (NBT/BCIP) y se incub6 con agitaciéon constante por 10 min. Se

dejaron secar las bandas y se escanearon para su analisis.

6.10 Analisis estadistico

Los puntos de corte para los aPCC-II fueron establecidos en la percentila 99. Se realiz6 la

prueba ¢ para comparaciones entre grupos. Valores de p<0.05 fueron considerados significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas demograficas de los sujetos estudiados.

Se analizaron en total 315 muestras de plasma de donadores sanos del INC. La edad

promedio fue de 33 afos con un rango de 18 a 63 afos. E1 69% fueron varones.

7.2 Niveles de aPCC-II en los plasmas de donadores sanos.

A los 315 plasmas de donadores sanos se les determinaron los niveles de aPCC-II como se
describe en materiales y métodos. El promedio de los titulos de anticuerpos aPCC-II de los

plasmas analizados fue de 9.3£20.6 U/mL. La mediana fue de 7.1 U/mL.

El valor de corte para este estudio fue establecido experimentalmente en la percentila 99=

30.98 U/mL. (Fig. 7.1)
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Figura 7.1. Anticuerpos aPCC de plasma de 315 donadores.
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Como se puede apreciar en la Figura 7.1, con el punto de corte establecido, s6lo cuatro
muestras de plasma presentaron titulos positivos. La prevalencia de aPCC-II positivos en la
poblacion estudiada fue de 1.27%. Los valores de aPCC-II de los cuatro plasmas positivos se

enlistan a continuacion. (Tabla 7.1)

Id de Muestra U/mL
PD 1 32.1
PD 2 338.2
PD 3 153.7
PD4 52.2

V. Ref < 30.98

Tabla 7.1. Valores de aPCC-II de las cuatro muestras de plasma positivas.

De las cuatro muestras, destacan el PD2 y PD3, que presentaron los valores de aPCC-II de
mayor titulo. Con las cuatro muestras de plasma positivas para aPCC-II realizamos la

determinacién de especificidad para aVMC y FR-IgM.
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7.3 Especificidad de anticuerpos aVMC

Para determinar si anticuerpos aPCC detectados en donadores sanos son capaces de
reconocer vimentina citrulinada, se determinaron anticuerpos anti-VMC mediante ELISA como
se describi6 previamente. Los PDS y el suero de pacientes con AR y AT presentaron reactividad
anti-VMC, siendo el plasma PD2, de manera similar al caso de aPCC-II, el que present6 los

titulos mas altos de aVMC (Fig. 7.2)
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Figura 7.2 Valores de aVMC en plasmas de donadores sanos. Las barras representan el

promedio + DE de cuatro ensayos independientes.
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Se observo que 8/8 (100%) de los sueros con artritis (AR+AT) y 3/4 (75%) de los PDS
reconocieron vimentina. Con estos datos se demuestra que los anticuerpos anti-vimentina son de

los que predominan en la diversidad de los APCA.

Cuando de se compararon los titulos de aVMC de los PDS con los presentes en sueros de
pacientes con AR (n=5) y AT (n=3) se observo claramente que los sueros de pacientes, sean AR o

AT, presentaron titulos mayores de aVMC en comparacion con los PDS. (Fig. 7.3).

Anti-VMC
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®
1500 =
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| 500+
= o®
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40 =
A
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0 I | 1
AT AR PD

Figura 7.3 Valores de aVMC de pacientes con AT (n=3), AR (n=5) y PD (n=4). Se

observa un mayor titulo de aVMC en pacientes con AR y AT que en los PD.
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7.4 Factor Reumatoide de isotipo IgM en plasmas aPCC-II (+).

A diferencia de lo encontrado en el suero de pacientes con AR y AT, los cuatro plasmas de
donadores sanos, no presentaron valores positivos de Factor Reumatoide de isotipo IgM. (Tabla

7.2)

Id de Muestra FR IgM U/mL

AT 1 124.2
AT?2 119.6
AT 3 256.1
AR1 259.8
AR 2 18.2
AR 3 35.7
AR 4 28.8
AR5 95.7
PD1 9.4
PD 2 11.5
PD 3 7.0
PD4 7.1
V. Ref <20U/mL

Tabla 7.2. Valores de FR IgM de los plasmas de donadores (n=4), sueros de pacientes con

AR (n=5)y AT (n= 3).
7.5 Determinacion de las cuatro subclases de IgG y de los isotipos IgA e IgM.

En muestras de plasma con aPCC-II (+), plasma con aPCC-II (-) (n=7) y en sueros de AR

(n=5) y AT (n=3) se cuantificaron los niveles totales de IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgA e IgM
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mediante luminometria como se describe previamente. No se encontraron diferencias entre los

grupos en los niveles de las inmunoglobulinas analizadas. El plasma PD2 present6 los valores mas

altos de IgG2 e IgG4. (Fig-7.4-5)
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Figura 7.4. Valores de subclases de IgG de donadores sanos aPCC (-), (n=7); aPCC (+),

(n=4); sueros con AR (n=5) y AT (n=3). Media £ DE.
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Figura 7.5. Valores de IgA e IgM donadores sanos aPCC (-), (n=7); aPCC (+), (n=4);

sueros con AR (n=5) y AT (n=3). Media £ DE.

7.6 Niveles de aPCC de tercera generacion (aPCC-III)

La prueba de aPCC-III de acuerdo al fabricante, presenta péptidos citrulinados adicionales a
los encontrados en el ensayo para aPCC-II. Diferentes estudios han reportado que ambas pruebas
presentan la misma sensibilidad y especificidad en para detectar APCA en pacientes con AR. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que los aPCC-III tienen un mejor desempefio en

pacientes con AR con factor reumatoide negativo.[82]

La deteccion de aPCC-III en los PDS se realiz6 mediante la técnica de ELISA con un
equipo comercial (INOVA Diagnostics, Inc, San Diego, CA, EUA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Por este método de andlisis, se observaron resultados
contrastantes, ya que s0lo dos PDS fueron positivos a titulos muy altos, y los plasmas restantes
presentaron valores considerados negativos con el valor de referencia establecido por el fabricante.

(Fig. 7.6)
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Figura 7.6. Valores de aPCC-III en plasmas de donadores sanos. Las barras representan el
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promedio de dos experimentos independientes + DE.

7.7 Distribucion de las 4 subclases de IgG que tienen reactividad contra PCC.

Para caracterizar de manera mas especifica la reactividad contra PCCIII, determinamos la
distribucion de subclases de IgG mediante una modificacion del ELISA para PCCIII. Los

resultados se reportaron en unidades de densidad optica (DO) una vez restado el valor del blanco.

En los plasmas de donadores sanos se observo la presencia de todas las subclases de IgG, sin
embargo, es destacable la presencia mayoritaria de las subclases IgG1l e IgG4 en el PD2 y los

titulos altos de aPCC en el PD3 parecen ser especificamente de la subclase IgG3. (Fig. 7.7)
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Figura 7.7. Distribucion de subclases de IgG en plasma (n=4), un suero con AR y un

suero con AT.
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7.8 Proteinas citrulinadas reconocidas por los aPCC de los sujetos sanos

comparadas con las reconocidas por pacientes con AT y AR

La comparacion de la reactividad de los aPCC de sujetos sanos contra homogenizados

citrulinados de células HEp-2 se realiz6 mediante EIT como se describio previamente.

Se comprob¢ la efectividad de la citrulinacién in vitro, con un anticuerpo comercial anti-

citrulina modificada el cual s6lo reconocié al homogenizado de células HEp-2 citrulinado (Fig.

7.8).
Cn Mo Cit
At ]
.
-

Figura 7.8. Imagen del homogenizado citrulinado y no citrulinado que demuestra que la

citrulinacion iz vitro fue satisfactoria.

Con este resultado se procedié al andlisis de la reactividad de los plasmas de donadores

sanos y los pacientes con AR.
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Los PDS aPCC (+) y los sueros de pacientes con AR y AT reconocen un importante nimero

de proteinas citrulinadas en comparacion con las proteinas nativas. (Fig. 7.9)

Western Blot de proteinas citrulinadas
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Figura 7.9 Reactividad de los plasmas de donadores sanos y pacientes con AT y AR contra

proteinas citrulinadas.

Es posible apreciar que la banda de ~48 kDa es reconocida por los cuatro plasmas de
donadores sanos asi como por los sueros de pacientes. Las PC de ~14 kDa, ~35 kDa y ~104 kDa
solo son reconocidas por el plasma 2 y los sueros de pacientes. La proteina citrulinada ~52 kDa
solo es reconocida por el plasma 1 y 2 y los sueros de pacientes. Cabe recordar que la vimentina
citrulinada tiene un peso molecular de 52 kDa, esta proteina se ha identificado en pacientes con

AR y AT y se ha asociado con un fenotipo mas agresivo de la enfermedad y de peor pronostico
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[83]. En un trabajo previo de nuestro laboratorio se identificaron y caracterizaron las bandas de

~48 kDA que fueron reconocidas por el 54% de los pacientes con AT [84].

La secuenciacion de la banda permiti6 identificarla como enolasa-a, una proteina cuyo
reconocimiento por los APCA ha sido asociada con AR por su valor diagndstico y prondstico [33,

85, 86].

Es importante sefalar que existen proteinas que son reconocidas s6lo en su forma no
citrulinada por los plasmas de donadores sanos y sueros de pacientes y dejan de ser reconocidas

en su forma citrulinada (Fig. 7.10)

Western Blot de proteinas no citrulinadas
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Figura 7.10 Reactividad de los plasmas de donadores sanos y pacientes con AT y AR

contra proteinas citrulinadas.

Finalmente se realizd un andlisis entre el nimero de bandas citrulinadas reconocidas por los

PDS y sueros de AT y AR con su titulo de aPCC-II. (Fig 7.11)
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Titulo de aPCC-II vs niumero de bandas reconocidas
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Figura 7.11 Analisis del numero de bandas citrulinadas reconocidas por los aPCC y su
correlacion con el titulo de aPCC-II.

Al igual que en estudios previos, se demuestra que a un mayor titulo de aPCC, la diversidad
de APCA incrementa. Entonces la reactividad de los aPCC no esta dirigida contra un s6lo epitopo

citrulinado, por el contrario, entre mayor titulo de aPCC se tenga es mayor el namero de

proteinas citrulinadas reconocidas [87, 88].
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8. DISCUSION

Recientemente, el estudio de los APCA ha adquirido gran interés debido a su alta
especificidad, (99.5%) en pacientes con AR [45], y mas alla de su valor diagnéstico y pronostico,
el interés de estos anticuerpos radica en su participacion en la patogénesis de la enfermedad [50,

56, 89].

Sin embargo, son pocos los estudios realizados en sujetos sanos que analizan este tipo de
autoanticuerpos, en su mayoria se tratan de estudios retrospectivos donde se analizan muestras de
pacientes con AR antes del desarrollo de la enfermedad [45]. Estos trabajos han demostrado que

la presencia de APCA antecede la aparicién de la AR.

El presente trabajo, es el primero en donde se determina la prevalencia de los aPCC
presentes en plasmas de donadores sanos y se analizan sus caracteristicas inmunoquimicas y su
comparacion con los aPCC presentes en pacientes con AT y AR de larga evolucion. La
prevalencia de estos anticuerpos podria considerarse alta tratdndose de una poblacién
clinicamente sana y sin antecedentes heredofamiliares de enfermedad autoinmune. Se ha
demostrado que el tabaquismo es un factor de riesgo ambiental que se asocia tanto a la presencia
de los APCA [21, 90] asi como al desarrollo de AR [19, 20] y aunque en el formato de donacion
se cuestiona sobre frecuencia de tabaquismo, no fue posible determinar la influencia del mismo en

los resultados de los donadores con APCA positivos.

La prueba de aPCC es una herramienta diagnoéstica utilizada para detectar APCA [37]. La
diversidad antigénica de los péptidos citrulinados incluidos en cada prueba ya sea aPCC-II o

aPCC-III, puede ser limitada. Actualmente no se han descrito todos los antigenos citrulinados
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posibles de ser reconocidos por los APCA. No obstante, por los valores de sensibilidad y
especificidad tanto para AT como para AR es una prueba que ha sido incluida dentro de los

criterios de clasificacion del CAR en 2010 [15].

Los estudios en donde se ha analizado la reactividad de los APCA antes del desarrollo de
AR, destacan que la importancia de identificar el antigeno reconocido por los APCA (péptido
inmunodominante), es superada cuando se analiza el numero y la diversidad de los antigenos
citrulinados reconocidos [87, 88], demostrando que antes del diagnostico de la enfermedad se
incrementa la diversidad de los antigenos reconocidos por los APCA, y no sélo la concentracién

de los autoanticuerpos.

Los estudios en donde se ha buscado la utilidad diagnéstica de la prueba de aPCC para el
diagnoéstico de AR y pronostico de la enfermedad (en términos de actividad y dafio radioldgico)
son estudios clinicos longitudinales, donde se tiene conocimiento Yy control de las variables

sociodemograficas y clinicas de los sujetos con AR y de la poblacion sana a estudiar.

Nuestro estudio, fue transversal y completamente observacional, en donde las muestras de
plasma fueron obtenidas del banco de sangre del INC seleccionadas aleatoriamente y los sueros de
pacientes con AR (n=5) y AT (n=3) fueron seleccionados del banco de sueros de la clinica de AR
del INCMNSZ, cuyo criterio de inclusion en el trabajo fueron titulos de aPCC > 500 U/mL. Por
el numero limitado de pacientes, no fue posible determinar valores de especificidad y sensibilidad
ademas de no ser parte de los objetivos de este trabajo. Por otra parte, en la poblacién mestiza
mexicana ya han sido establecidos previamente estos valores en nuestro laboratorio y son muy

similares a los encontrados en los estudios en poblaciones caucasicas[91].

A pesar de que la positividad combinada de los anticuerpos aPCC y FR predice con una
media de 2.5 afios previos el desarrollo de sintomas y manifestaciones clinicas de la AR [37], la

determinacién individual de aPCC tiene un valor predictivo positivo de 96% y una razén de riesgo
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de padecer AR mayor que el FR. Sin embargo, atin con esta evidencia tan contundente, no es
posible asegurar que un individuo clinicamente sano con aPCC positivos desarrollard sintomas de
AR. No solo el habito de fumar es desencadenante de citrulinacién masiva de proteinas
citrulinadas, la exposicidén a otros contaminantes puede causar dafio al tejido pulmonar, liberacion
de PAD, aumentando la citrulinacién indiscriminada de proteinas liberadas por el dafio y lo que
en individuos genéticamente susceptibles incrementaria el riesgo de desarrollar autoinmunidad

[24].

La utilidad de la deteccion de anti-VMC como herramienta de diagnostico y prondstico de
AR ha sido estudiada recientemente y se han asociado con una enfermedad mas agresiva [83]. Sin
embargo, no todos los pacientes aPCC positivos deben necesariamente de tener reactividad contra

vimentina citrulinada [83].

El PD4 fue el que mostrd la menor reactividad contra VMC (21.73, VR=20 U/mL), el cual
es muy cercano al valor de corte, pero con titulo positivo medio de aPCC = 52.2 U/mL. Se
comprobod la ausencia de reactividad contra la proteina de 52 kDa, peso similar a la vimentina
citrulinada, pero hubo reconocimiento de otras proteinas citrulinadas como la banda de 48 kDa,

similar al peso de la enolasa-a.

La presencia de factor reumatoide positivo tiene una razén de riesgo para el desarrollo de
artritis reumatoide OR=2.3 (IC95% 1.2-4.2). Es de destacar que el FR-IgM fue negativo en los
cuatro plasmas. En estudios realizados por van de Stadt y cols. en 2011, se demuestra que la
aparicion del FR-IgM es mas cercana al desarrollo de AR. Los mismos autores lo postulan como
el evento decisivo y determinante para el desarrollo de la enfermedad. Estos hallazgos, junto con
la combinacion de otros factores como el efecto en la glicosilacion del FR-IgM [92, 93]

justificarian el por qué no todos los individuos APCA positivos desarrollan AR.
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En este nuevo ensayo se demuestra que los aPCC de isotipo IgG tienen una distribucién de
subclases similar a lo encontrados en los pacientes con AR reportado por Verpoort et al. [46] que
analizaron la distribucién de subclases de IgG de aPCC en un grupo de 152 pacientes con AR
donde el 99% fue positivo para IgG1l y el 98% fue positivo para IgG4. En los plasmas de
donadores sanos se observa la presencia mayoritaria de las subclases IgG1 e IgG4, sin embargo,
de manera sorprendente, s6lo un plasma presentd incremento unicamente en la cantidad de
subclase IgG3. Cuando se comparé la distribucion de subclase de IgG con los pacientes con AT y
AR, se observé que los pacientes con AT mostraron incremento de IgG1 e IgG4 con respecto a los
plasmas de donadores sanos aunque a titulos superiores. Las muestras de AR presentaron una
mayor concentracion de todas las subclases de IgG con respecto a los plasmas de donadores sanos

y a AT y también presentaron en su mayoria IgG1 e IgG4.

Recientemente van de Stadt et al, demostraron que la subclase 1gG4 esta presente en 1% de
sujetos sanos, 3.8% de donadores pre-AR, 13% de pacientes con artralgias y 19% AT y 16% de
AR establecida y proponen a la IgG4 como un factor importante en el mecanismo de inflamacion

mediado por APCA [94].

Los APCA de PDS detectados como aPCC fueron capaces de reconocer proteinas
citrulinadas que también son reconocidas por los pacientes con AR y AT. La detecciéon temprana
de estos autoanticuerpos podria indicar un proceso de pérdida de la tolerancia hacia proteinas
citrulinadas en estos donadores y el significado biolégico de este fendmeno sera de gran interés

para futuras investigaciones.

En este estudio la diversidad de los APCA de PDS fue limitada. Un seguimiento a estos
donadores de manera longitudinal podria aportar informacion sobre los factores inmunologicos y

ambientales que pueden provocar tanto la apariciéon del FR como el incremento de la diversidad
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del reconocimiento de proteinas citrulinadas, con el objetivo de prevenir las manifestaciones

clinicas de la artritis reumatoide.

Por otro lado, la presencia de APCA en sujetos sanos habla de una baja especificidad de la
prueba de aPCC, pues su apariciéon ocurre en sujetos considerados clinicamente sanos. Tomando
en cuenta que los péptidos ciclicos citrulinados no estan presentes en organismos bioldgicos, el
objetivo principal de los estudios recientes se basa en identificar cudles proteinas o péptidos de
proteinas individuales (ya sea colageno, fibrindgeno, vimentina, alfa-enolasa, etc.) o como grupo,
pueden ser de interés tanto para el diagndstico como para el prondstico y seguimiento de los

pacientes.

Aunque la presencia de APCA en estos cuatro donadores sanos sugiere que en un futuro
podrian desarrollar manifestaciones clinicas de AR, no existe evidencia contundente que permita

asegurar que asi ocurra.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio se determino la prevalencia de aPCC en sujetos sanos mexicanos, la cual es

menor a la reportada en otros estudios con poblaciones de origen caucasico.

El analisis de distribucion de subclases de IgG demostré que existe una similitud entre los

plasmas de los donadores aPCC (+) y los sueros con AR y AT aPCC (+).

Se aporta evidencia de que los plasmas de donadores sanos con aPCC positivos reconocen
proteinas citrulinadas que también son reconocidas por los sueros de pacientes con AT y AR, por
lo que los aPCC encontrados en los plasmas de donadores sanos tienen caracteristicas

inmunoquimicas similares a los encontrados en los pacientes con AT y AR.
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11. ABREVIATURAS

AIC

APCA
aPCC-1II
aPCC-III

AT
aVMC
CAR
CIC
CNBr
Cv
EC
EIT
ELISA

EMTC
FR
hC-I
hC-II
HEp-2
HLA

HRP
INC

Artritis inducida por colageno

Anticuerpos anti-keratina

Fosfatasa alcalina

Anticuerpos anti proteinas citrulinadas

Anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados de segunda generacion.

Anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados de tercera generacion.

Anticuerpos anti-factor perinuclear

Artritis reumatoide

Artritis temprana, menor a dos afios de evolucion.

Anticuerpos anti-vimentina mutada citrulinada

Colegio Americano de Reumatologia

Complejos inmunes circulantes

Bromuro de cian6geno

Coeficiente de variacion

Epitopo compartido

Electroinmunotransferencia

Acronimo del inglés “ Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”. Ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas.

Enfermedad mixta de tejido conectivo

Factor reumatoide

Colageno humano tipo 1

Colédgeno humano tipo 2

Linea celular de carcinoma epitelial humano.

Acréonimo del inglés “Human Leucocyte Antigen”. Antigeno leucocitario
humano

Acronimo del inglés “Horseradish peroxidase”. Peroxidasa de rabano.

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”
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INCMNSZ
LEG
MHC

PAD

PCR

PDS
SDS-PAGE
SNPs

SSP
TA
TLR
TMB
TNF- o
VSG

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”

Lupus eritematoso generalizado.

Acrénimo del inglés “Major histocompatibility complex”. Complejo principal
de histocompatibilidad.

Peptidil-arginina-deiminasa

Proteina C reactiva.

Plasmas de donadores sanos.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Acrénimo del inglés “Single Nucleotide Polymorphism”. Polimorfismo de un
solo nucledtido

Sindrome de Sj6gren primario

Temperatura ambiente

Acrénimo del inglés “Toll-like receptor”. Receptor tipo Toll.

Tetra-metil-bencidina.

Factor de necrosis tumoral alfa.

Velocidad de sedimentacion globular.
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