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Sintesis

En los ultimos anos diversos grupos de investigadores se han focalizado en el uso de
estrategias antigeno-especificas para el tratamiento de las enfermedades autoinmunes,
con el objetivo de regular la respuesta inmune, no de suprimirla. El presente trabajo
esta centrado en desarrollar una estrategia para el tratamiento de la artritis reumatoide,
con el uso de un ligando peptidico modificado derivado de la proteina de estrés celular
humana de 60 kDa. Esta proteina es un autoantigeno involucrado en la patogénesis de
la artritis reumatoide. A partir de ella, se predijo a través de herramientas
bioinformaticas una nueva regidon que contiene varios epitopos de células T. El péptido
correspondiente se modificd en un aminoacido que probablemente esté involucrado en
la interaccion con la molécula HLA clase Il, lo cual cambié sus propiedades
inmunogénicas. Este ligando peptidico modificado induce células T CD4+ con fenotipo
regulador in vivo y en ensayos ex Vvivo con células mononucleares aisladas de
pacientes con artritis reumatoide. Ademas se demostré que este péptido ejerce un
potente efecto terapéutico en dos modelos animales para la artritis reumatoide,
asociado con una disminucion de los niveles del TNFa en los animales. Estos
resultados avalan las potencialidades terapéuticas del péptido basadas en los
mecanismos supresores que pueden mediar las células T reguladoras, que contribuyen
al restablecimiento de la tolerancia periférica que se pierde como parte del curso de la

enfermedad, sin causar inmunosupresion.
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Introduccioén

A partir de los afios noventa del siglo pasado se ha progresado sustancialmente en la
comprension de los mecanismos moleculares que median el comienzo y el curso de las
enfermedades autoinmunes. Entre las mas estudiadas esta la artritis reumatoide (AR)
(1,2). La AR es una enfermedad autoinmune sistémica que afecta al 1% de la poblacién
mundial con un indice mujer/hombre de 3:1. El desarrollo de esta enfermedad se
asocia con factores hormonales, ambientales y ciertos genes como los que codifican
para las moléculas HLA (del inglés “human leukocyte antigen”) clase Il (3,4,5). Las
células T auto-reactivas desempefan un papel crucial en la patogénesis de esta
enfermedad (6,7). La AR se caracteriza por la inflamacion crénica de las articulaciones
periféricas, debido a la infiltracién de células T y B activadas, neutrofilos y macréfagos
en la membrana sinovial, lo cual conduce a la destruccién progresiva del cartilago y del
hueso (8,9,10). Esto genera una marcada discapacidad en los pacientes que, unido a
las manifestaciones sistémicas de la enfermedad, afecta considerablemente la vida
social y familiar de estos (11).

Tradicionalmente, esta enfermedad se ha tratado con farmacos que tienden a mejorar
los sintomas o que actuan como potentes inmunosupresores no especificos, por lo cual
no constituyen una terapia eficiente. Los avances en el conocimiento de la
fisiopatologia de esta enfermedad y en la biotecnologia han permitido el surgimiento de
una nueva era en el tratamiento de la AR, conocida como terapia biolodgica. A través de
estos tratamientos se ha intentado interferir diferentes elementos claves en la
patogenia de la enfermedad como las citocinas: TNFa (del inglés “tumor necrosis factor
alfa”) (12), la interleucina (IL)1(13), IL-6 (14,15) y las sefiales coestimuladoras a través
del CD28 que impide la activacion de los linfocitos T (16,17). Los farmacos anti-TNFa
constituyen hasta el momento la alternativa de mayor éxito para el tratamiento de la AR
(18). Si bien los resultados de estos tratamientos son considerados superiores a los
obtenidos con los medicamentos tradicionales, cerca del 50% de los pacientes no
responden a este tipo de terapia (19). Ademas, debido a que estos farmacos inhiben
una citocina crucial involucrada en la respuesta inmune innata y adaptativa provocan
en muchos pacientes alta susceptibilidad a contraer infecciones y neoplasias (20, 21).
El desarrollo de variantes terapéuticas que puedan eliminar especificamente células T
patogénicas sin provocar una inmunosupresion generalizada constituye un reto en la
actualidad. Esto ha llevado en los ultimos afos a diversos grupos de investigadores a

retomar el uso de las estrategias antigeno-especificas para el tratamiento de las
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enfermedades autoinmunes, con el objetivo de regular la respuesta inmune, no de
suprimirla (22,23,24). La induccion de tolerancia periférica a través del uso de
autoantigenos involucrados en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes
constituye una alternativa para este propédsito. La seleccién del autoantigeno en
cuestion representa un punto fundamental para el desarrollo de este concepto
terapéutico. La proteina de estrés celular de 60 kDa (HSP60- del inglés “heat shock
protein 60”) es considerada un autoantigeno para la AR y otras enfermedades
autoinmunes (25). A partir de la HSP60 se han identificado varios epitopos involucrados
en los mecanismos de regulacién que controlan la respuesta patogénica en el modelo
de artritis inducida por adyuvante (AA) en ratas Lewis (26,27). Por otra parte, se ha
descrito que la HSP60 puede inducir clones de células T reguladoras (Treg) en
determinadas condiciones como los procesos inflamatorios (28,29). Estos elementos
sefalan a la HSP60 como un candidato atractivo para la induccién de tolerancia
periférica en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes (30). Al respecto, se
concluyd con resultados promisorios un ensayo clinico fase Il en pacientes con
diabetes tipo | tratados con un péptido derivado de esta proteina (31).

Ademas de péptidos que contienen epitopos originales de autoantigenos como
inductores de tolerancia periférica, este concepto terapéutico ha sido abordado en
modelos experimentales con ligandos peptidicos modificados (APL-del inglés “altered
peptide ligand”) (32,33,34,35,36,37,38). Los APLs son analogos de los péptidos
inmunogénicos de los cuales se derivan. Generalmente presentan una o varias
sustituciones en las posiciones esenciales de contacto con el receptor de las células T
(TCR- del inglés “T cell receptor’) o con las moléculas del sistema principal de
histocompatibilidad (MHC- del inglés “major histocompatibility complex”), que interfieren
o0 modifican la cascada de eventos intracelulares para la activacién de las células T
(39).

La capacidad de manipular experimentalmente las propiedades intrinsecas de los
ligandos peptidicos conocidos, permite alterar apropiadamente la naturaleza y el curso
de la respuesta inmune celular. Para el tratamiento de las enfermedades autoinmunes,
los APLs deben tener propiedades antagodnicas al péptido inmunogénico original. Se
ha descrito que los APLs pueden bloquear o atenuar la respuesta de las células T auto-
reactivas por diferentes mecanismos como: anergia, el cambio en el patréon de citocinas
o la induccion de apoptosis (40,41,42,43). Otro mecanismo de accidon que se ha

descrito para estos péptidos es la induccion de Treg (35,44).
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El presente trabajo esta focalizado en el desarrollo de estrategias antigeno-especificas

para el tratamiento de la AR, a través del uso de APLs derivados de autoantigenos que

intervengan en la patogénesis de esta enfermedad. Bajo esta linea de investigacion se
formulo la siguiente hipotesis:

Un ligando peptidico modificado, derivado de una region de la HSP60 humana que

contiene nuevos epitopos de células T, puede inducir células T CD4+ con fenotipo

regulador y tener efecto terapéutico sobre dos modelos animales para la artritis
reumatoide.

A partir de esta hipdtesis de trabajo se trazaron los siguientes objetivos:

1. Seleccionar un péptido derivado de la HSP60 humana que contenga nuevos
epitopos de células T que pueda ser presentado por varios alelos de la molécula
HLA clase Il, asociados con la AR.

2. Elegir un APL derivado del péptido seleccionado que no incremente la proliferaciéon
in vitro de células T CD4+ aisladas de donantes sanos e induzca Treg en ratones y
en ensayos ex vivo con células mononucleares aisladas de pacientes con AR.

3. Evaluar el efecto terapéutico del APL seleccionado en dos modelos animales para
AR.

Para el cumplimiento de estos objetivos se acometieron las siguientes tareas

experimentales:

Tareas para el objetivo 1:

e Prediccion de nuevos epitopos de células T derivados de la HSP60 humana que
pudieran ser presentados por varios alelos de la molécula HLA clase Il, asociados
con la AR.

e Evaluacion del efecto del péptido seleccionado sobre la proliferacién in vitro de las
células T CD4+ aisladas de donantes sanos.

e Evaluacién del efecto del péptido seleccionado sobre los niveles de las citocinas
TNFa e interferon gamma (IFN y), en cultivos de células mononucleares periféricas
(PBMC-del inglés “peripheral blood mononuclear cells”) aisladas de pacientes con
AR.

Tareas para el objetivo 2:

o Diseno de APLs derivados del péptido original seleccionado.

e Evaluacién del efecto de los APLs sobre la proliferacion in vitro de células T CD4+
aisladas de donantes sanos.

e Evaluacion de la capacidad del APL seleccionado para inducir Treg en ratones.
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e Evaluacion de la capacidad del APL seleccionado para inducir Treg con fenotipo
CD4+CD25"9" Foxp3+ en ensayos ex vivo con PBMC aisladas de pacientes con AR
y de donantes sanos.
Tareas para el objetivo 3:
e Evaluacién del efecto terapéutico del APL seleccionado en el modelo de AA en
ratas Lewis.
e Evaluacion del efecto terapéutico del APL seleccionado en el modelo de artritis
inducida por colageno (AIC) en ratones DBA-1.
De los resultados surgen varios aportes al conocimiento. En primer lugar, en este
trabajo se identificd una regién de la HSP60 humana que contiene nuevos epitopos de
células T, que pudieran ser presentados por varios alelos de la molécula HLA clase I,
asociados con una predisposicién a padecer la AR. Estos epitopos no coinciden con
los descritos con anterioridad en la literatura (45,46,47,48). En segundo lugar, los
resultados de este trabajo contribuyen al disefio de APLs, ya que se demostré que uno
de los cambios efectuados en el péptido original modifica considerablemente sus
propiedades inmunogénicas. La modificacion en cuestion dio lugar a un APL que
induce Treg en ratones BALB/c y en ensayos ex vivo con PBMC aisladas de pacientes
con AR. Esta capacidad del APL pudiera mediar el efecto terapéutico evidenciado en
dos modelos animales para la AR. Por lo que estos resultados también contribuyen a la
caracterizacion de los mecanismos de accion de los APLs.
Precisamente, uno de los elementos mas relevantes y novedosos de este trabajo son
los resultados que demuestran, que un nuevo APL derivado de la HSP60 humana es
capaz de inducir células T CD4+ con fenotipo regulador, a diferencia del epitopo
original. Este hecho lo convierte en un atractivo candidato para el tratamiento de la AR,
ya que pudiera contribuir a restaurar la tolerancia periférica que se pierde durante el
curso de la enfermedad, sin causar la marcada inmunosupresiéon que generan los anti-
TNFa. Este hallazgo constituye la principal novedad cientifica de esta tesis.
El conjunto de resultados alcanzados en este trabajo ha contribuido a sustentar el
posible uso en la practica médica, de este APL para el tratamiento de pacientes con
AR. En estos momentos disponemos de una formulacién estable del péptido, con la
cual se realizaron los estudios de toxicologia necesarios con resultados satisfactorios y
se prepara la solicitud de autorizacién al CECMED para la ejecucion de un ensayo

clinico (fase |) en pacientes con AR.
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La importancia econdmica de este trabajo radica en el posible aporte monetario de la
comercializacién de un nuevo farmaco para el tratamiento de la AR. En este aspecto,
es importante considerar que los farmacos mas efectivos para el tratamiento de esta
enfermedad son comercializados a un alto costo (cerca de 12000 USD/paciente/ano).
Este hecho, unido a la incidencia de esta enfermedad a nivel mundial, hace que la AR
represente un mercado importante.

La importancia social reside en que este posible farmaco no debe causar el conjunto
de reacciones adversas descritas para las terapias tradicionales y bioldgicas. Por otra
parte, en nuestro pais no se aplican los farmacos mas actuales a los pacientes con AR,
debido a las limitaciones que impone el bloqueo norteamericano. Por lo que disponer
de este farmaco representaria una opcion muy atractiva para los pacientes cubanos.
Este trabajo de tesis consta de: Introduccion (5 paginas), Revision Bibliografica (26
paginas), Materiales y Métodos (14 paginas), Resultados (29 paginas), Discusion (15
paginas), Conclusiones (1 pagina), Recomendaciones (1 pagina), Referencias (23
paginas) y un Anexo. El trabajo contiene un total de 29 figuras y 10 tablas.

Los resultados presentados en esta tesis han sido discutidos en varios Congresos
Nacionales e Internacionales: IV Taller Nacional de Inflamacion 2005, Hematologia
Habana 2005, V Congreso de la Sociedad Cubana de Inmunologia 2006, Biotecnologia
Habana 2006, VI Congreso Nacional de Inmunologia 2008, Hematologia Habana 2009,
Congreso Europeo de la Liga contra las Enfermedades Reumaticas Dinamarca 2009 y
Biotecnologia Habana 2009.

Ademas, forman parte de tres publicaciones cientificas, en las revistas “Autoimmunity”,
“Biotecnologia Aplicada” y la “Revista Cubana de Reumatologia”. Ademas, de dos
articulos de revision en las revistas: “CENIC Ciencias Bioldgicas” y “Biotecnologia
Aplicada”. Estos resultados forman parte de una patente solicitada en Cuba y en PCT,
ya concedida en Rusia, Australia, Corea del Sury Japon.

La mayor parte del trabajo experimental se realizd en el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia (CIGB) de La Habana. Los experimentos con los ratones BALB/c y
DBA-1 se ejecutaron en el Laboratorio de Biologia y Terapia de las Patologias Inmunes
del Hospital Pitie-Salpetriere en Paris y en el Centro de Biotecnologia Molecular de la

Universidad de Turin, respectivamente.
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Revision Bibliografica

I. Revision Bibliografica
1.1 Artritis Reumatoide

La AR es una enfermedad autoinmune sistémica cuya manifestacion clinica primaria es
la inflamacién de las articulaciones periféricas. Esta es una enfermedad que afecta al
1% de la poblacion mundial, con un indice mujer/hombre de 3:1. El dano articular suele
ocurrir de forma simétrica con una evolucién cronica y progresiva, que se caracteriza
por periodos de actividad y remisiones (1). En periodos de actividad se presentan los
signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad, dado por la activacion en periferia
y migracion de células T activadas a la articulacion. Sin embargo, en los periodos de
remisién clinica la respuesta inflamatoria se logra controlar, hasta que se produce una
nueva crisis, tras la que se incrementa el dano articular. Ademas, pueden ocurrir
alteraciones sistémicas que complican el cuadro clinico de la enfermedad. En la
patogénesis de la AR participan varias poblaciones celulares que potencian y
perpetuan la enfermedad: linfocitos T y B, macréfagos, neutréfilos y sus productos
(citocinas, quimiocinas, proteasas y autoanticuerpos) (6,49,50,51,52,53). La formacién
del pannus es el elemento determinante en la aparicion de la erosion 6sea, con la
consiguiente desorganizacion del espacio intra-articular y la destruccion de la
articulacion. El pannus es un tejido de granulacion que se comporta de forma similar a

un tumor multicéntrico e invasivo (54,55).

1.1.1 Fisiopatologia de la artritis reumatoide

La AR se caracteriza por la inflamacion crénica de las articulaciones periféricas, debido
a la infiltracién de células activadas en la membrana sinovial, lo cual conduce a la
destruccion progresiva del cartilago y el hueso (56).

La afectacién de la articulacion depende de tres elementos principales que estan
vinculados estrechamente con una red de coestimulacién que tiene como resultado
final la destruccion del cartilago y del hueso. Estos elementos son: la inflamacion, la
hiperplasia con infiltracion del tejido sinovial y la angiogénesis.

Hasta el momento la hipdtesis mas aceptada propone que el dafno se origina a través
del reconocimiento de un antigeno proveniente de virus, bacterias o presente en el

propio organismo (autoantigeno) (57).
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El reconocimiento del autoantigeno por parte de los linfocitos T CD4" auto-reactivos,
conjuntamente con la estimulacion de diferentes citocinas (57) inducen la diferenciacion
de estas células a un fenotipo TH1 y TH17 (58). Estas células producen citocinas
proinflamatorias, las cuales tienen efectos positivos sobre la activacion de linfocitos T y
células sinoviales lo que a su vez genera mayor produccion de citocinas

proinflamatorias, expresiéon de moléculas de adhesién y migraciéon hacia la articulacion
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en la regulacion de Ila
expresion en las células endoteliales de las moléculas de adhesiéon LFA-1 (del inglés,
“leukocyte function antigen”), ICAM-1 (del inglés, “intercellular adhesion molecule”) y
VCAM-1 (del inglés, “vascular cell adhesibn molecule”) las que favorecen el
reclutamiento de otras células al sitio de la inflamacion. Los fibroblastos sinoviales, en

respuesta a la IL-1 y el TNFa, producen diferentes moléculas que conllevan al dafio
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articular como: prostaglandinas, MMPs y la IL-8 (64). De igual forma a través de la
sintesis de IL-6 estimulan la produccidon de reactantes de la fase aguda, los cuales
participan potenciando esta respuesta inflamatoria (65,66). Por otro lado, el TNFa y la
IL-1 inhiben la producciéon de citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 y la IL-4.
Incluso, pueden inducir la diferenciacién de linfocitos B en células productoras de
anticuerpos, como por ejemplo, el factor reumatoide (FR) que potencialmente también
participa en la destruccion articular (67). De esta forma, el TNFa y la IL-1 conllevan a la
proliferacion excesiva de la membrana sinovial, lo cual conduce a la formacion del
pannus (figura 1) (68). Por su parte, el proceso de angiogénesis, que tiene lugar en el
sinovio, prepara el sitio para una mayor migracion de células inflamatorias y permite
soportar los requerimientos metabdlicos de una respuesta inflamatoria crénica (69).

Aunque el mecanismo por el cual se induce y/o propaga la inflamacion crénica en la AR
no esta completamente caracterizado, existen evidencias que indican anormalidades
en los procesos apoptéticos de las células inflamatorias, lo que conlleva a la

proliferacion anormal de las mismas en el sinovio reumatoide (70).
1.1.2 Etiologia

1.1.2.1 Factores ambientales

Algunos virus y bacterias han sido propuestos como agentes causales de la AR o que
aumentan la predisposicion a padecerla. Entre estos se incluyen el EBV (del inglés,
“Epstein-Barr virus”), Parvovirus B19, Lentivirus, el Virus de la Hepatitis C y bacterias
como Mycobacterium tuberculosis (Mt), Proteus mirabalis, Micoplasma proteus,
Yersinia enterocolitica y Porphyromonas gingivalis (71,72,73,74,75). Aunque de modo
general cualquier agente infeccioso que cause dafio tisular o necrosis local puede
desencadenar una respuesta inmune auto-reactiva al descubrir epitopos cripticos y/o
crear nuevos autoantigenos para los cuales no existia tolerancia (76).

Dentro de los mecanismos que se han propuesto para explicar la relacion con diversos
agentes bioldgicos se encuentra el conocido como mimetismo molecular. Este
mecanismo quizas sea el mas difundido para explicar el desarrollo de las
enfermedades autoinmunes. En esencia, plantea que si un huésped es infectado por un
patdgeno, que posea algun antigeno relacionado estructuralmente con alguna molécula
del huésped, puede ocurrir una ruptura de la tolerancia al autoantigeno. La patologia

autoinmune aparece si la respuesta cruzada antigeno-especifica provoca dafio tisular
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(76). El desarrollo de bases de datos que registran secuencias de péptidos ha permitido
la identificacion de varias secuencias lineales aminoacidicas compartidas por humanos
y microorganismos. Sin embargo, muchas de las secuencias descritas en la década de
los afos 90 no presentaron ninguna correlaciéon clinica (77). Estos hechos sugirieron
que la mimica antigénica es mas compleja que la simple homologia de secuencias
aminoacidicas lineales y que podria ser mas relevante la homologia tridimensional que
la secuencia lineal (78,79,80).

Por otra parte, los superantigenos de bacterias especificas (Streptococcus y
Staphylococcus) asi como los derivados del EBV son capaces de propiciar la
interaccion del TCR con el MHC de otras células sin la necesidad del procesamiento
antigénico. No presentan restriccion al MHC clase Il y pueden causar la proliferacion de
las células T sin ningun mecanismo coestimulador adicional, propiedad que los
convierte en inmunoestimuladores muy potentes. Bueno y colaboradores sugieren que
los superantigenos podrian promover la activaciéon de mas del 20% de células T que
estuviesen previamente en estado silente (81).

Pratesis y col. encontraron que los sueros de pacientes con AR pueden reaccionar con
el antigeno nuclear del EBV citrulinado. Estos autores sugieren que una previa
infeccion con este virus puede conllevar a una subsiguiente activaciéon de varios clones

de células T, con una citrulinacion paralela (82).

1.1.2.2 Factores genéticos

Numerosos estudios demuestran que la AR tiene una mayor incidencia en pacientes
con una especial predisposicion genética, sin embargo, no se puede calificar como una
enfermedad hereditaria. Algunas personas que desarrollan la enfermedad no presentan
los genes que determinan la susceptibilidad a padecerla, y otras personas que tienen
los genes nunca desarrollan la patologia. Esto ha sugerido que el fondo genético de

cada persona es importante pero no es determinante (4).

Contribucién de MHC

La asociacion entre la molécula HLA clase I, en particular los alelos: DR1, DR4 y DR10
y principalmente los alelos: DRB1*0101,*0102, *0401, *0404, *0405, *0408, *1001, y
*1402 y el desarrollo de la AR fue establecida hace mas de 30 anos (83). Todos estos
alelos codifican para el motivo: EQKRAA, el cual es denominado epitopo compartido y

se localiza en la tercera region hipervariable de la cadena DRB (84,85).
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Por otra parte, se conoce que ciertos alelos del HLA-DRB1 poseen un efecto protector
dominante frente a la aparicion de la AR, cuyo mecanismo podria ser la presentacion
de péptidos derivados del HLA-DRBH1, en el contexto del HLA-DQ (85).

Trabajos recientes que emplean sofisticadas herramientas para el andlisis genético, han
permitido establecer refinadas asociaciones entre determinados genes que codifican para MHC,
independientes de DRB1 y la presencia de anticuerpos que reconocen péptidos citrulinados, los

cuales tienen un papel importante en la patogénesis de la AR (86,87,88).

1.1.2.3 Factores inmunolégicos

El sistema inmunitario durante la evolucion ha desarrollado complejos mecanismos biologicos,
los cuales ante la invasién de cualquier microorganismo (virus, bacteria, hongo) o frente al
desarrollo de procesos anormales (tumores) generan una respuesta inmune, que trata de
eliminar el patégeno o la célula aberrante. La consiguiente reaccién inflamatoria generada como
consecuencia de dicha respuesta inmune, debe ser rigurosamente regulada de forma tal que no
dafie la integridad del organismo. Cuando se afectan los mecanismos que garantizan esta fina
regulacion se rompe la tolerancia hacia los antigenos propios y se desencadenan los procesos
autoinmunes patologicos (89,90,91).

La proteccion contra la autoinmunidad patolégica esta dada por la seleccién negativa
de células T auto-reactivas en el timo, la cual se denomina tolerancia central. Este
mecanismo es complementado por la induccion de tolerancia a autoantigenos en la
periferia denominada precisamente tolerancia periférica (90,91). La eliminacién de los
clones auto-reactivos por el mecanismo de seleccion negativa en el timo ocurre por
apoptosis de los linfocitos T que reconocen con elevada afinidad un péptido propio en
el contexto del HLA. La expresion de antigenos periféricos por las células
presentadoras de antigenos (APC- del inglés “Antigen presenting cells”) del timo
asegura la eficacia de este proceso. No obstante aproximadamente el 5% de la
poblacion de linfocitos T son clones auto-reactivos que escapan a la seleccién timica y
se encuentran circulando en la periferia en todos los individuos, ya que existen
numerosos antigenos que no se encuentran expresados en niveles suficientes o
simplemente no se expresan en el timo (92,93). En este sentido la tolerancia periférica
proporciona mecanismos para evitar la activacién de los linfocitos T que escapan a la
tolerancia central. A este nivel, la tolerancia es mantenida por diversos mecanismos
como el reconocimiento de autoantigenos en ausencia de coestimulacién que conlleva

a la anergia de los clones auto-reactivos (94,95,96).
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Ademas, entre los complejos procesos desarrollados por el sistema inmunitario para
asegurar la tolerancia a los autoantigenos en la periferia, estan los mecanismos

mediados por las Treg (97,98).

Sin embargo, ocasionalmente algunas células especificas para un antigeno propio
pueden escapar a estos mecanismos generadores de tolerancia y atacar a los tejidos
propios donde se localice el antigeno para el que es especifico, dando lugar a una
patologia de tipo autoinmune como la AR. Aunque sus causas no son bien conocidas,
se ha propuesto la participacién de factores genéticos, ambientales, inmunolégicos y
hormonales (99,100,101)

Dos de los aspectos involucrados en la ruptura de la tolerancia son el estado de maduracién de
las APCs vy los niveles de expresion de autoantigenos (102). Existen evidencias de que las
APCs, en ausencia de sefales de peligro o de estimulacion del sistema inmunitario innato,
permanecen en estado inmaduro e inducen tolerancia en las células T auto-reactivas al
presentarle péptidos propios (103). Un aumento en los niveles de expresion de autoantigenos
posibilita que sean reconocidos por células T auto-reactivas. Si este incremento ocurre en
ausencia de sefales de peligro se mantiene la tolerancia, si por el contrario ocurre en presencia
de eventos que promuevan la activacion de las APCs se rompe la tolerancia y se desencadena
el sindrome autoinmune (104).

En este acapite trataremos varios factores inmunolégicos muy relacionados de forma especifica

con la patogénesis de la AR.

Autoanticuerpos (factor reumatoide y anticuerpos anticitrulina)

Histéricamente, el FR, un anticuerpo que reacciona con la fraccion Fc de la IgG
(inmunoglobulina G), ha sido el principal marcador seroldgico usado en el diagndstico
de la AR y es aun utilizado como uno de los criterios para la clasificacion de la
enfermedad (105). Sin embargo, el FR esta presente en otras enfermedades
autoinmunes, en determinadas infecciones y en el 5% de la poblacion sana. Por tanto,
la presencia del FR pudiera ser simplemente una consecuencia de la activaciéon
policlonal de linfocitos B (106).

En la ultima década, un gran numero de trabajos se han centrado en el estudio del rol
de los anticuerpos contra proteinas citrulinadas. Los resultados derivados de estos
estudios han generado el desarrollo de medios diagnédsticos para la AR basados en el

uso de diversas variantes de péptidos citrulinados (107,108).

11
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La citrulinacion es una modificacion de la cadena lateral de la arginina. La reaccién de
transformacion es catalizada por la enzima peptidil arginina desiminasa, la cual
transforma el grupo guanidinio de la arginina (carga positiva) a grupo ureido citrulinado
(neutro). Esta modificaciéon post-traduccional tiene la capacidad de alterar la estructura,
la antigenicidad y la funcién de las proteinas (109).

Las proteinas citrulinadas tienen un rol en una gran variedad de tejidos y células en
condiciones fisiolégicas normales, por ejemplo: durante la diferenciacion de los
queratinocitos, en la regulacion de la transcripcibn de las histonas y en la
descondensacion de la cromatina durante la replicacion (110).

Especificamente, en la AR cuatro autoantigenos descritos para esta enfermedad se
han encontrado citrulinados: el fibrindgeno, la vimentina, el colageno tipo Il (Cll) y la a-
enolasa (111,112,113,114). Las cuatro proteinas son expresadas en la articulacién y
existen evidencias que sustentan que los anticuerpos contra el fibrindgeno y el
colageno tipo Il citrulinados median la inflamacién articular, a través de la formacion de
inmunocomplejos (115,116,117).

Por otra parte, anticuerpos contra proteinas citrulinadas presentes en pacientes con AR
estan asociados con la presencia de moléculas HLA clase Il portadoras del epitopo
compartido. En este sentido, una de las evidencias mas fuertes se centra en un péptido
citrulinado derivado de la a-enolasa que se asocia con los alelos: HLA-DRB1*0401,
*0404, 620W (118).

Linfocitos B

Los linfocitos B contribuyen a la inmunidad a través de la produccion de anticuerpos,
actuando como células presentadoras de antigenos para las células T y secretando
citocinas. El éxito del Rituximab en el tratamiento de la AR, ha confirmado el rol
substancial de los linfocitos B en la patogenia de esta enfermedad. El Rituximab es un
anticuerpo que reconoce el antigeno CD20, este ultimo es un receptor presente en las
células B (desde células pre-B hasta linfocitos B activados), pero que no se expresa en
las células plasmaticas ni en otros linajes celulares (119).

Wagner y col. identificaron dos clases de pacientes con AR: aquellos que presentan un
alto numero de linfocitos B y otros que presentan un bajo numero de estas células.
Estos ultimos presentan una mayor actividad de la enfermedad (120).

Esta aparente contradiccion, pudiera explicarse por los resultados de varios estudios

recientes que han sugerido que ademas del rol patogénico de los linfocitos B,
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relacionado con la presentacion de antigenos y la produccion de autoanticuerpos, estas
células pueden tener también funciones reguladoras durante el curso de las

enfermedades autoinmunes que contribuyen a suprimir la inflamacion (121, 122, 123).

Células TH17

El tercer tipo de células colaboradoras descritas hasta el momento son las TH17, las
cuales desempenan un papel fundamental en la respuesta contra bacterias de
crecimiento extracelular y hongos. Asimismo, se ha descrito para ellas un efecto
proinflamatorio que les permite hacer de puente entre la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa (124,125).

Las citocinas implicadas en el control de la actividad de las TH17 son la IL-23, el TGF-f3
y la IL-6. El TGF-B y la IL-6 promueven la diferenciacion de los linfocitos T en reposo a
TH17 y, una vez diferenciados, la citocina que induce la proliferacion de estas células
es la IL-23 (126).

Los diferentes tipos de células colaboradoras se inactivan mutuamente, de modo que
las TH1 (a través del IFNy) inhiben selectivamente la actividad de las TH2 y las TH17.
A su vez, las TH2 inhiben la proliferacion de las TH1 y las TH17 mediante la IL-10 y la
IL-4. Las TH17 inhiben a las TH1 y a las TH2 (127).

Se ha descrito que diversos procesos patolégicos de base inmune se deben a la
pérdida de regulacion de las células TH. Asi, el exceso de las sefiales que generan las
TH1 se asocia a los a procesos inflamatorios, mientras que el exceso de las sefales
que generan las TH2 desencadenan enfermedades topicas, fundamentalmente alergias
y asma (128).

Las funciones de las TH17 se ha asociado a procesos inflamatorios crénicos y
autoinmunes, promovidos por el efecto proinflamatorio de la citocina que producen: la
IL-17. Esta citocina actua directamente en el desarrollo de diversas enfermedades
autoinmunes como la AR. En esta enfermedad se ha encontrado que la expresion de la
IL-17 esta elevada en las articulaciones periféricas (129).

En la AR, ademas de potenciar la actividad de la IL-1 y el TNF-a, la IL-17 tiene una
accioén directa en la evolucién del cuadro clinico, puesto que estimula la diferenciaciéon
de los osteoclastos y promueve la destruccion del cartilago y el hueso (130)

Hasta hace unos afios se consideraba que las principales células causantes del dafo
tisular en las enfermedades autoinmunes eran las células TH1, pero actualmente se

considera que las TH17 son las principales inductoras de estas enfermedades ya que:
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migran mas rapidamente que las TH1 a las zonas de la lesion y una vez alli, organizan
la respuesta inflamatoria, ademas son capaces de reclutar a otras células
complementarias, entre ellas, las propias TH1, que necesariamente deben colaborar
con las TH17 para que se produzca la inflamaciéon y la destruccion tisular (129).
Ademas de las TH17, se ha descrito que otros linfocitos T, como los gamma delta, son
importantes secretores de IL-17 (131). Esto puede explicar el hecho paradéjico de que
en las articulaciones de los pacientes con AR donde las concentraciones de IL-17 son
elevadas, las células predominantes son las TH1, que deberian inhibir la accion de las
TH17 (132).

1.2 Células T reguladoras

El término de Treg se utiliza para describir diferentes poblaciones celulares que
exhiben una accion inmunosupresora, tanto in vitro como in vivo, sobre otras células
del sistema inmunitario. La funciones descritas para las Treg son: mantenimiento de la
tolerancia periférica, control de las respuestas inflamatorias contra gérmenes,
mantenimiento de la homeostasis intestinal y supresion de la respuesta inmune
antitumoral (133,134,135).

Las Treg pueden ser dividas en dos poblaciones en dependencia de su origen: las Treg
naturales y las adaptativas (136). Las Treg naturales son generadas en el timo en
respuesta a interacciones de alta afinidad entre su TCR y el complejo péptido (propio)-
MHC presentado por las células del estroma timico. El repertorio de los TCRs de las

Treg es al menos tan diverso como el de las células T convencionales (137).

Estas células salen a la periferia con un fenotipo supresor estable completamente
funcional (138), donde constituyen alrededor del 5% de las células T CD4" (136). Ellas
expresan constitutivamente la cadena a del receptor de IL-2, el CD25, pero apenas
producen dicha citocina por lo que su supervivencia es dependiente de la IL-2 exdgena
(139). Las Treg naturales son cruciales para el mantenimiento de la tolerancia periférica

y en la prevenciéon de enfermedades autoinmunes (140).

Las Treg pueden ejercer sus funciones supresoras a través de varios mecanismos.
Dichos mecanismos pueden ser dependientes de contacto celular mediado por la
Granzima A y B o por la via de las Perforinas a través de los cuales pueden inducir
apoptosis en las células T efectoras y de otras células como: monocitos y linfocitos B

(141,142). Las Treg pueden realizar también su accién supresora a través de contacto
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celular con las células dendriticas, afectando la maduracién y las funciones de estas
(143,144).

Otros mecanismos se basan en la secrecion de factores solubles por la Treg como las
citocinas: TGF- (145), IL-10 (146) e IL-35 (147). Recientemente se han descrito otras
moléculas secretadas por la Treg como el monoxido de carbono y la galectina que

también tienen un rol supresor (148,149).

Asociado con la dependencia del consumo de IL-2 exdgena por las Treg en periferia,
se postula un mecanismo a través del cual pueden inducir apoptosis en los linfocitos T

efectores, al privarlos de esta citocina (150)

Las Treg adaptativas son generadas en la periferia a partir de poblaciones maduras de
células T bajo ciertas condiciones de estimulacion antigénica. Al igual que las Treg
naturales poseen propiedades inmunosupresoras y ejercen su funcion a través de la
secrecion de citocinas y del contacto celular (151). Dentro de estas, se han identificado
diferentes subpoblaciones segun sus propiedades genotipicas y funcionales, las células
Tr1 (Treg tipo 1) las cuales secretan IL-10 y las TH3 que producen TGF-B. Estas

células son cruciales para la homeostasis en el tracto gastro-intestinal (152,153).

Ademas de las Treg CD4" se describen Treg CD8", generadas en el timo, las cuales
intervienen en la tolerancia neonatal, en la induccion de tolerancia durante los procesos
de transplantes de tejido y en el control de las enfermedades autoinmunes. Las Treg
CD8" median la supresién de la respuesta inmune mediante diferentes mecanismos los

cuales pueden incluir el contacto celular y la secrecion de citocinas (154).

Marcadores fenotipicos de las células T reguladoras

El factor transcripcional Foxp3 (del inglés, “forkhead box protein P3”) es esencial en el
establecimiento de las funciones de las Treg (155). Este factor actuia como el
controlador maestro del desarrollo y mantenimiento de las Treg. Foxp3 se une a mas
de 700 genes celulares y funciona como activador y en otros casos como represor de la
trascripcion de estos (156). Constituye ademas el marcador mas especifico para las
Treg (156) y su expresion génica se correlaciona con las funciones supresoras de estas
(154).

Inicialmente las Treg CD4+ se identificaron por la expresion simultanea de los
antigenos CD4 y CD25. Sin embargo, el empleo de métodos de marcaje utilizando

solamente CD4 y CD25 para la caracterizacion de Treg no permite discriminar entre
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las Treg y las células T CD4+ activadas o efectoras, debido a que el CD25 es

expresado también por estas ultimas.

La poblacion de Treg con fenotipo CD4+CD25"" esta enriquecida por otras proteinas
de membranas como MHC clase Il y el antigeno CD95 (Fas) (157). Ademas, se
caracterizan por la expresion constitutiva de diferentes marcadores que incluyen: GITR
(del inglés, “glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family-related
protein”) y la molécula CTLA-4 (del inglés, “cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-
4”) (158,159). Ambas moléculas pueden encontrarse también en células T

efectoras/memorias después de la activacion dirigida por antigenos (160).

Actualmente, la mayoria de las Treg humanas pueden ser diferenciadas de las células
efectoras por la expresion del antigeno CD62L (L-selectina) ya que mas del 95% de las
Treg con fenotipo CD4+CD25"" expresan este antigeno (161) . Ademas se ha
encontrado una correlacion directa entre la expresion de Foxp3 en las Treg CD4+, la

actividad supresoras de estas y la ausencia del receptor de la IL-7 (CD127) (162).

Dieckmann y col. caracterizaron a las Treg CD4+CD25+ humanas aisladas de la
sangre como: CD45RO+, CD45RA- y CD45RB"™ (163). Recientemente Miyara y col.
clasificaron a las células CD4+Foxp3+ humanas aisladas de las PBMC en tres
subpoblaciones diferentes: CD45RA+Foxp3"°, CD45RA-Foxp3™ y CD45RA-Foxp3”. Las
dos primeras tienen actividad supresora in vitro, mientras que la tercera secreta

citocinas proinflamatorias como IL-17 y no es supresora (164)

1.2.1 Células T reguladoras en la artritis reumatoide

Las Treg juegan un rol fundamental en la prevencion del desarrollo de las
enfermedades autoinmunes (136,140,165). En este sentido, varios estudios se han
focalizado en demostrar alguna alteraciéon en el numero o la actividad de las Treg que
pudieran contribuir al desarrollo de las enfermedades autoinmunes como la AR.

En relacion con la AR, algunos autores encontraron un incremento en la frecuencia de
células T con fenotipo regulador en el fluido sinovial (166,167,168). Otros estudios han
demostrado que la frecuencia de Treg en el liquido sinovial de pacientes con AR es
mas elevado que en la periferia y, a su vez, el numero de Treg CD4+CD25+ periféricas
de pacientes con AR es menor que en donantes sanos (169). El incremento de las Treg
en la articulacion inflamada se ha visto que no esta asociada a la duracion, la severidad

de la enfermedad o al tratamiento (170).
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Uno de los mecanismos que pudiera explicar este hecho lo constituye la expresion en
las Treg del fluido sinovial de receptores de quimocinas tales como CXCR4 y CCR4
(171). Los ligandos de CCR4, CCL17 y CCL22, son ampliamente expresados en el
tejido sinovial (172). El ligando de CXCR4, SDF-1 (del inglés, “stromal-derived factor1”),
es expresado sobre células endoteliales sinoviales (173), y la expresion persistente de
CXCR4 en células T CD4+ media su retencion dentro del sinovio reumatoide (174).
Debido a esto, es posible que las células T CD4+CD25+ sean reclutadas y retenidas

selectivamente en el liquido sinovial (161).

La AR se desarrolla a pesar de un incremento de la frecuencia de las Treg en el sinovio
como resultado de un reclutamiento preferencial de estas. Sin embargo, varios trabajos
han confirmado que las Treg en AR presentan un deterioro en sus funciones, pues a
pesar de suprimir la proliferacién de células T CD4+CD25- autdlogas no son capaces
de inhibir la secrecion de citocinas pro-inflamatorias tales como IFN-y y TNF-a
(175,176). Esta funcion defectuosa de las Treg podria estar dada por el efecto
inhibitorio que ejercen algunos componentes del ambiente del sinovio inflamado como
las citocinas: IL-7, IL-15 e IL-6 las cuales se encuentran aumentadas en los pacientes
con AR (177,178).

Otros autores demostraron que las Treg aisladas de pacientes con AR exhiben
deficiencia en la regulacion mediada por la molécula CTLA-4, este hecho pudiera
también afectar la actividad supresora de estas (179). Por otra parte, las Treg y
monocitos aislados de pacientes con AR expresan en mayor concentracion el receptor
GITR y su ligando en comparacion con los donantes sanos. La union de GITR con su

ligando se ha asociado con la supresion de la funciones de las Treg (180,181).

1.2.2 HSP60 en la induccidén de células T reguladoras

Las HSP son probablemente las proteinas mas conservadas filogenéticamente en
todos los organismos eucariotas y procariotas (25). Estas proteinas aumentan su
expresion bajo condiciones de estrés tales como el incremento de la temperatura e
infecciones virales. Su funcién primaria es la de servir como chaperonas moleculares,
participan en la sintesis, el plegamiento, el transporte y la degradacion de proteinas

intracelulares (182).

Las HSP60 son muy inmunogénicas, capaces de inducir la producciéon de anticuerpos y

la activacion de células T, lo cual se ha visto tanto en individuos sanos como en
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pacientes con enfermedades autoinmunes; aunque el nivel de reactividad en estos
ultimos es mayor (48). Esta proteina tiene gran capacidad para estimular la respuesta
proinflamatoria del sistema inmunitario innato, lo cual incluye la liberacion de
mediadores inflamatorios como: el TNF-a, 6xido nitrico e IL-6 secretadas por los
monocitos, macrofagos y células dendriticas. También se ha encontrado que la HSP60
induce la expresion de los genes de la IL-12 y la IL-15, las cuales estan involucradas en
la promocién de un fenotipo TH1. Estos hechos sugieren que la HSP60 actua como

una senal de peligro para el sistema inmunitario innato (183).

Ademas de la proteina en su conjunto, péptidos derivados de la HSP60 pueden
constituir una sefal de peligro. Estos péptidos pueden participar en la amplificacion de
procesos autoinmunes, durante la eliminacion de una posible invasion de patégenos al
provocar respuestas fisioldgicas inflamatorias; pero pueden inducir células T con
funcién reguladora. Esta ultima funcién se encuentra reducida en la artritis autoinmune
(184). La induccion de una respuesta reguladora puede estar condicionada por
contactos previos con la HSP60 lo cual ocurre a lo largo de la vida de un ser humano,
por ejemplo: durante las infecciones microbianas, vacunaciones, a través de los
alimentos y por la presencia de las bacterias comensales (185)

La HSP60 es capaz de inducir la disminucién de la inflamaciéon inmune mediante dos
mecanismos diferentes: como un ligando para receptores inmunes innatos, a través del
TLR2 (del inglés “Toll like receptors”) y como un autoantigeno reconocido por
receptores inmunes adaptativos como el TCR (186).

Se ha comprobado en ensayos ex vivo empleando PBMC de donantes sanos que la
sefnalizacion a través de TLR2, por la HSP60 y un péptido derivado de dicha proteina,
potencia la actividad supresora de las Treg con fenotipo CD4+CD25+, las cuales son
mas efectivas para inhibir la secrecion de citocinas proinflamatorias y la proliferacion de
las células T CD4+CD25- o de células T CD8+ (187). Por otra parte, se comprobd en
ensayo ex vivo con PBMC aisladas de pacientes con AlJ (artritis idiopatica juvenil)
oligoarticular que la induccién de células T con un fenotipo regulador inducido por la
HSP60 o péptidos derivados de ella, puede contribuir a la remision de la enfermedad in
vivo (188).

Ademas de estos mecanismos se ha planteado uno adicional por el cual la HSP60
provoca la disminucion de la inflamacion. Este mecanismo se basa en la presentacion

de epitopos de HSPG0 por células T efectoras activadas a Treg que se denominan anti-
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ergotopos. Estas Treg anti-ergotopo reconocen péptidos derivados de moléculas -
ergotopos- expresadas por células T virgenes cuando estas son activadas. Las Treg
anti-ergotopo especificas para la HSP60 pueden provocar la disminucién de los

efectos pro-inflamatorios de las células T efectoras tanto in vitro como in vivo (186).

1.3 Modelos animales para la artritis reumatoide

Los modelos animales experimentales constituyen una herramienta de inestimable
valor, pues permiten estudiar los mecanismos patogénicos de determinadas
enfermedades y la evaluacion de candidatos terapéuticos. En particular, para la AR se
han desarrollado modelos en ratas y ratones que reproducen algunos de los signos
clinicos que presentan los pacientes. Por ejemplo, las caracteristicas histolégicas de
los animales enfermos incluyen la hiperplasia sinovial con una masiva infiltracion de

células inflamatorias y la formacion de pannus (189).

1.3.1 Artritis inducida por adyuvante en ratas

La AA es un proceso subagudo, que aparece de 10 a 14 dias después de la inyeccion
intradérmica del Mt emulsificado en Adyuvante Incompleto de Freund (AlIF) en la base
de la cola de cepas de ratas susceptibles genéticamente, como las Lewis y las DA.
Algunos autores han descrito que la respuesta celular en dicho biomodelo esta dirigida
fundamentalmente contra la proteina HSP60. Los granulocitos y los linfocitos T CD4+
auto-reactivos juegan un papel fundamental en la patogénesis. Como resultado, desde
el cuarto dia de administrar el inductor se pueden detectar incrementos en los niveles
de TNFa, IL-1 e IL-6 (190). La enfermedad progresa rapidamente durante tres semanas
y presenta un comportamiento monofasico. Comienza con una poliartritis migratoria
que afecta primariamente los tobillos, mufiecas y articulaciones pequefas. La lesién
primaria es una sinovitis, seguida de periartritis, peritendinitis y la formacién del pannus
con la destruccion del cartilago y del hueso. Este es el unico modelo en ratas que
representa un proceso sistémico, que involucra no solo las articulaciones sino ademas
los tractos gastrointestinal y genitourinario, la piel y los ojos. A pesar de compartir
muchas similitudes con los mecanismos fisiopatolégicos en humanos, existen también
algunas diferencias, entre las que se encuentran la ausencia del factor reumatoide y el

curso monofasico que desarrolla la enfermedad (191).
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1.3.2 Artritis inducida por colageno en ratones DBA-1

La AIC comparte varias caracteristicas con la AR. Dos de estas son la ruptura de la
tolerancia y la generacién de anticuerpos contra el Cll endégeno. Estas caracteristicas
lo han convertido en el modelo animal de referencia para los estudios de AR. La AIC es
inducida con la administraciéon de CIl heter6logo en adyuvante completo de Freund
(ACF) en cepas de ratas y ratones susceptibles. La cepa de ratones mas utilizada es la
DBA-1. Los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad aparecen
aproximadamente entre los dias 21 y 25. Histolégicamente se caracteriza por la
hiperplasia sinovial con la erosién del cartilago y el hueso (190). En la actualidad
existen varios procedimientos desarrollados por firmas comerciales (Hooke
Laboratorios, EUA), que logran inducir la AIC con un curso crénico similar a la AR.
Estos protocolos comerciales incluyen una segunda inoculacion con CIlI pero en
adyuvante incompleto de Freund (AIC), cuando aparecen lo primeros signos de la
enfermedad (192).

La inoculacion del inductor a los ratones hace que las APCs de los linfonodos (LN)
activan a los linfocitos T CD4+ que reconocen el Cll heterélogo. Este evento es
favorecido por los componentes del Mt (presente en el ACF) que contribuyen a la
ruptura de la tolerancia hacia el Cll. En este contexto los linfocitos T adquieren un
fenotipo TH1 que producen IFNy en los LN. Esta citocina favorece la produccién de
anticuerpos IgG2a por linfocitos B especificos al Cll. Estos anticuerpos migran a los
vasos sanguineos y entran en la articulacion, donde reconocen el Cll endégeno y
activan la cascada del complemento. Este evento afecta la integridad del endotelio de
los vasos sanguineos que rodean la articulacién y facilita la entrada de linfocitos TH1,
macréfagos y neutréfilos. En este ambiente articular los macrofagos y neutrofilos
producen altos niveles de TNFa e IL-1. El TNFa pasa a la circulacion periférica
contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad. La IL-1 actua como el factor
desencadenante de la destruccion articular, al provocar la infiltracion de células

fagociticas, que progresivamente dan lugar a la formacion del pannus (193)

.4 Tratamientos para la artritis reumatoide

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo para la AR. Los tratamientos se
centran en aliviar el dolor, reducir la inflamacion, retrasar los dafos en las

articulaciones y mejorar las funciones y el bienestar de los pacientes.
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1.4.1 Medicamentos Tradicionales

Analgésicos y anti-inflamatorios no esteroideos (AINES)

Este grupo incluye drogas como la aspirina, ibuprofeno, piroxicam, naproxeno,
ketoprofeno, indometacina, ketorolaco y nimesulide que actuan inhibiendo Ila
inflamacién y el dolor de las articulaciones pero simultaneamente pueden lesionar el
estobmago. Esto se produce porque bloquean al mismo tiempo la accion de dos
enzimas que intervienen en procesos distintos: las enzimas ciclooxigenasas (COX) 1y
2. La COX 1 esta involucrada en la sintesis del mucus que protege al estdémago del
acido gastrico y la COX 2 en la sintesis de las prostanglandinas, que son mediadores

de la inflamacién.

Farmacos anti-reumaticos modificadores del curso de la enfermedad (FARM)
Estos medicamentos no calman el dolor ni moderan la inflamacion pero a largo plazo
disminuyen la actividad y severidad de la enfermedad. Entre estos medicamentos
podemos encontrar al metotrexato (MTX), la leflunomida, antimalaricos como
cloroquina e hidroxicloroquina, las sales de oro, la D-penicilamina, la sulfasalazina y la
ciclosporina.

El MTX constituye el medicamento de primera linea para el tratamiento de la AR
(194,195,196). Este medicamento fue usado inicialmente como parte de la
quimioterapia combinada para el cancer. Actualmente constituye también el
medicamento de primera linea para el tratamiento de algunas enfermedades
neoplasicas como la leucemia linfoblastica aguda (197).

El MTX inhibe competitivamente la dihidrofolato reductasa, una enzima que participa en
la sintesis del tetrahidrofolato. Como resultado de la unién irreversible con la
dihidrofolato reductasa, evita la reduccién de dihidrofolato a tetrahidrofolato activo y por
tanto inhibe la sintesis de DNA, RNA, timidinato y proteinas. Por tanto actua inhibiendo
la proliferacion celular y afecta mas a las poblaciones celulares que proliferan
rapidamente como: células malignas, células epiteliales en la psoriasis y granulocitos
que conforman el pannus en la AR (198). Recientemente, se considera un factor
importante en el mecanismo de accién del MTX la liberacién de adenosina (199).

El MTX se usa para el tratamiento de la AR desde 1947, pero debido a su mecanismo
de accidén puede ocasionar un conjunto de reacciones adversas dentro de las cuales

esta: trombocitopenia, fibrosis hepatica, cirrosis, neumonitis (200).
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Por lo general, los FARMs se administran en asociacion con los AINES ya que carecen
de efecto analgésico y anti-inflamatorio. Los FARMs disminuyen en mas de un 30% la
incapacidad fisica de los pacientes a largo plazo, es por ello que se recomienda su uso

desde las etapas iniciales de la enfermedad (201).

1.4.2 Terapias Biolégicas

A través de esta variante se ha intentado bloquear selectivamente elementos claves en

la fisiopatologia de la AR.

1.4.2.1 Terapia anti-citocinas

En la AR, predominan las citocinas inflamatorias como el TNFaq, la IL-1, la IL-6 y la IL-
15 entre otras, que participan en la iniciacion y cronocidad de la AR (1). Este
conocimiento ha permitido elaborar agentes terapéuticos que bloquean la accion de

estas citocinas
Inhibidores del TNF-a

El TNF-a es una citocina crucial en la patogénesis de la AR, se ha encontrado en altos
niveles en la membrana sinovial de los pacientes. Una vez liberado se une a receptores
especificos que se encuentran en la superficie de la mayoria de las células del
organismo. Existen 2 tipos de receptores para el TNFa, el tipo | y el tipo 1l (18).

En la actualidad se dispone de cinco medicamentos bloqueadores de la actividad del
TNFa aprobados por la FDA (del inglés, “Food and Drug Administration”) para el
tratamiento de la AR, estos son: el Infliximab (Remicade®), el Etanercept (Enbrel®), el
Adalimumab (Humira®) y recientemente fueron aprobados el Certolizumab pegol y el
Golimumab (18).

El Etanercept es una proteina recombinante humana de fusién que contiene dos
cadenas monomeéricas de la fraccidén soluble del receptor tipo Il del TNFa, unidas a la
porcion Fc de la IgG1 humana (202). Este farmaco, al unirse al TNF-a, lo inactiva
biolégicamente (203,204).

El Infliximab es un anticuerpo monoclonal (AcM) quimérico que contiene la region
variable murina y la region constante de una molécula IgG1 humana. Se une con gran

afinidad y especificidad al TNFa circulante y al que esta unido a las membranas (205).
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El Adalimumab, constituye el primer AcM completamente humanizado para el
tratamiento de la AR. Este anticuerpo ha mostrado una alta selectividad y eficacia
clinica en monoterapia y en terapia combinada con MTX (206,207).

Por ultimo, se han aprobado por la FDA para el tratamiento de la AR dos nuevos
farmacos que inhiben esta citocina: el Golimumab y el Certolizumab. El primero es otro
AcM anti-TNFa humanizado. El Certolizumab es un fragmento Fab pegilado derivado
de un AcM humanizado (190).

La terapia anti-TNFa constituye sin duda alguna la alternativa de mayor éxito para el
tratamiento de la AR en estos momentos. Sin embargo, la supresion sistémica del
TNFa ha estado asociada con la susceptibilidad de los pacientes a contraer
infecciones. Por ejemplo, un analisis retrospectivo de 709 pacientes tratados con uno
de estos inhibidores arrojo que el 34.5% de los pacientes presentaron infecciones
durante el periodo de tratamiento. De estas infecciones el 6,2% fue considerado como
serias (208). Ademas, de estas complicaciones la inhibicion sistémica del TNFa ha
demostrado en algunas situaciones un aumento de la generacion de anticuerpos
antinucleares (209,210).

Aparte de las reacciones adversas descriptas y del alto costo del tratamiento,
aproximadamente el 50% de los pacientes son resistentes a esta terapia (211,212).
Anti-IL-1

El unico inhibidor de la IL-1 aprobado por la FDA para el tratamiento de la AR es el
Anakinra®, un antagonista del receptor de la IL-1 que se indica a pacientes que no

responden a los agentes anti-TNFa.

Los resultados de los ensayos clinicos iniciales realizados con este farmaco no fueron
tan buenos como los obtenidos con los bloqueadores del TNFa. Ademas este inhibidor
debe administrarse a los pacientes diariamente. Estos dos hechos han provocado que

este farmaco sea menos usado que los inhibidores del TNFa (213).

Anti-receptor de IL-6

El Tocilizumab® es un AcM humanizado contre el receptor de IL-6, reduce los niveles
séricos del factor de crecimiento del endotelio vascular y de la proteina C en pacientes
con AR, lo cual favorece la disminucion de los signos clinicos y sintomas de la artritis
(214,215).
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1.4.2.2 Disminucion de linfocitos B

Esta terapia ha sido investigada en un amplio nimero de desérdenes autoinmunes con
el objetivo de reducir la fuente celular de autoanticuerpos patogénicos. En la AR se usa
el Rituximab®, que es un AcM quimérico anti-CD20. EI CD20 constituye un pan-B, por
lo que su expresion esta restringida a células pre-B y células B maduras, no se
encuentra en células madres y se pierde una vez diferenciados los linfocitos B en
células plasmaticas (216). Varios ensayos clinicos han mostrado una buena eficacia del
Rituximab® para el tratamiento de la AR (217,218,219).

1.4.2.3 Inhibiciéon de la coestimulacion

El Abatacept® es una proteina de fusion, formada por la molécula CTLA-4 unida a la
cadena pesada de la region constante de la IgG1 humana. Esta proteina es la primera
de una clase de agentes terapéuticos conocidos como moduladores selectivos de la
coestimulacion. ElI Abatacept® interactia con el CD80 y el CD86 de las APCs,
bloqueando las sefales coestimuladoras a través del CD28, lo que impide la activacion
de los linfocitos T. En varios ensayos clinicos se demostro la efectividad del tratamiento

en pacientes con AR con una inadecuada respuesta al MTX (220,221).

1.4.3 Estrategias antigenos-especificas

Las terapias biolégicas anteriormente descritas bloquean puntos claves de la respuesta
inmunoldgica de forma sostenida. Estos tratamientos por largos periodos de tiempo
podrian provocar diversos desérdenes inmunolégicos que afecten la respuesta inmune
(18). Por tanto, el desarrollo de estrategias terapéuticas que eliminen de forma
especifica los clones de células T, sin alterar el resto de las poblaciones celulares,
constituye el principal desafio en la busqueda de tratamientos efectivos para la AR y
otras enfermedades autoinmunes. La induccion de tolerancia empleando antigenos-
especificos puede ser una solucion a este reto. Numerosos investigadores coinciden en
el hecho de que, bajo el concepto de induccidon de tolerancia antigénica, no es
importante conocer cual es el antigeno que desencadena la enfermedad, basta
emplear uno que sea capaz de activar mecanismos reguladores de la tolerancia
periférica. En este sentido, diversos autoantigenos han sido identificados en pacientes

con AR y propuestos como candidatos para inducir tolerancia, por ejemplo: el Cll, la
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glicoproteina 39 del cartilago, proteinas y péptidos citrulinados, asi como varios
miembros de la familia de las HSP (222,223,224).

Tolerancia oral

Uno de los primeros métodos usados para inducir tolerancia fue la administracion oral
de un autoantigeno. Los mecanismos que median este proceso no solo estan
relacionados con la neutralizacion directa de las células T antigeno especifica, sino
ademas con la induccién de otros clones de células T, los cuales suprimen las células T
auto-reactivas (225). Por ejemplo, la induccion de células TH3 secretoras de TGF-j3,
después de la ingestion de un antigeno ha sido demostrada en varios ensayos. Este
hecho se ha asociado con las caracteristicas de las APCs del tracto digestivo
(226,227). Otros autores han demostrado la induccion de tolerancia oral mediada por
Treg (CD4+CD25+) (228,229,230).

Los ensayos clinicos realizados a nivel de prueba de concepto han demostrado que la
modulacién inmune antigeno especifica a través del uso oral de un autoantigeno es
clinicamente factible. Sin embargo, los resultados obtenidos no han demostrado una
mejoria significativa en los pacientes tratados (231,232,233,234). Por consiguiente, es
necesario desarrollar nuevos métodos para potenciar los efectos tolerogénicos durante
la induccién de tolerancia oral antes de que este concepto pueda convertirse en una

terapia exitosa (235).

La induccién de tolerancia oral esta asociada con la activacion de células T por las
APCs especializadas con propiedades tolerogénicas (236). Especificamente, la
presentacion de antigenos en el intestino se relaciona con la ausencia de sefales co-
estimuladoras o con la expresion de sefales co-inhibitorias en las APC (237,238). Ichim
y col. proponen que la amplificacion de la respuesta tolerogénica pudiera ser lograda
con el aumento de células dendriticas in vivo a través de novedosos métodos, durante

el tiempo que se induzca la tolerancia oral (235).
Inmunizacién con epitopos reguladores

Se han identificado en varios autoantigenos ademas de epitopos patogénicos, epitopos
capaces de inducir tolerancia. Por ejemplo, en la proteina descarboxilasa del acido
glutamico que es uno de los autoantigenos principales descritos en el modelo de
diabetes conocido como NOD mice (del inglés non-obese diabetic mice), se ha

identificado un péptido que protege contra la diabetes (239). En la proinsulina, otro
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autoantigeno asociado con la diabetes, se ha comprobado que el péptido (p9-23)
ubicado en la cadena B de esta hormona también protege contra esta enfermedad
(240). Resultados similares se han hallado para otros autoantigenos descritos en otras
enfermedades autoinmunes (241,242). Para la AR, los epitopos con potencialidades
reguladoras se han identificado fundamentalmente en la HSP60 y el Cll (186,243).

Algunos de estos epitopos reguladores han sido llevados a la clinica con resultados
favorables en el tratamiento de varias enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, el
tratamiento de pacientes con esclerosis multiple con un péptido derivado de la proteina
basica de la mielina humana (82-98) provocd una mejoria significativa en dichos
pacientes, durante un ensayo fase Il controlado (244). En el caso de la AR, los
resultados de un ensayo clinico (fase |I) empleando un péptido derivado de la HSP40 de
E. coli, demostraron una disminucioén de las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IFN-y)
y un aumento de la frecuencia de Treg en los pacientes tratados (245). Recientemente,
estos autores concluyeron un estudio clinico (fase Il) con la administracion de 25 mg de
este péptido por via oral durante 6 meses a 160 pacientes con AR. Los resultados
confirmaron que el tratamiento fue bien tolerado y que hubo una mejoria clinica
significativa en los pacientes tratados. Dicha mejoria fue asociada con una disminucién
de las células T productoras de TNFa y a un aumento de las células T productoras de
IL-10 (24).

1.5 Ligandos peptidicos modificados. Mecanismos moleculares y resultados en la

clinica

Los APLs son analogos de péptidos inmunogénicos con una o varias sustituciones en
las posiciones esenciales de contacto con el TCR o con el MHC, lo cual interfiere o
modifica la cascada de eventos necesarios para la completa activacion de las células T
(39). La capacidad de manipular experimentalmente las propiedades intrinsecas de
ligandos peptidicos conocidos permite alterar apropiadamente la naturaleza, el curso y
la potencia de la respuesta celular inmune.

Conceptualmente pueden disefiarse APLs con propiedades similares al péptido
inmunogénico (agonistas) entre cuyos efectos se encuentra incrementar la respuesta
de células T hacia antigenos especificos. Este efecto es ventajoso en condiciones
patolégicas como enfermedades neoplasicas e infecciosas. También pueden disenarse

péptidos con propiedades antagonicas (antagonistas o agonistas parciales) al péptido
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inmunogénico, lo cual podria resultar beneficioso en el control de enfermedades
autoinmunes. Los APLs clasificados como nulos, son aquellos que pueden ser
presentados por las APCs, pero no causan efecto en los linfocitos T (39).

El mecanismo de accion de los APLs se ha tratado de explicar sobre la base de los
componentes bioquimicos involucrados en la activacién de las células T. EI TCR
heterodimérico af reconoce especificamente el complejo MHC-péptido. En tanto, la
multicadena invariante del complejo CD3 es responsable de la transduccion de las
sefiales de activacion (246). Las cadenas del CD3 (y,5,e,c) no tienen capacidad
enzimatica propia por lo que para la transmision de la senal se requiere del
reclutamiento y/o activacion de quinasas y otras moléculas efectoras (247). Las
quinasas activadas fosforilan los motivos ITAM (del inglés, “immunoreceptor tyrosine-
based activation motif’) presentes en todas las cadenas del CD3, lo cual permite la
unién de proteinas con dominios SH2 que estan involucradas en la cascada de
sefializacion del TCR, como la ZAP70 (248).

La union de un ligando agonista al TCR conlleva al reclutamiento de las quinasas y a la
fosforilacion completa de los ITAM de todas las cadenas del CD3 lo que produce la
activacion de las funciones efectoras de las células T. Sin embargo, la unién del
complejo MHC-APL al TCR puede provocar alteraciones en el patron de fosforilacion lo
que resulta en una modulacién de la actividad tirosina quinasa y por lo tanto genera
cambios en la respuesta de estas células (249). En este sentido, la modulacién de la
respuesta inmune mediada por APLs ha sido descrita ampliamente en algunos modelos
experimentales de enfermedades autoinmunes. En varios trabajos se ha demostrado
que estos péptidos inducen la anergia o la muerte mediada por apoptosis de linfocitos T
activados, debido a la expresion de FasL y TNF-a (42,43).

Ademas, se ha propuesto que los APLs pueden mediar in vivo una supresion
circunstante a través de la induccion de Treg que secretan citocinas supresoras
(35,44).

Desde la década anterior para el tratamiento de la esclerosis multiple se ha usado con
éxito el Copaxone®, el cual es un polimero compuesto por los aminoacidos: L-Ala, L-
Tyr, L-Lys y L-Glu. Este compuesto se sintetiza por la combinacién al azar de los cuatro
mondmeros que lo componen. El Copaxone® o copolimero-1 se ha clasificado como un
APL segun su mecanismo de accion. Este farmaco actia como un antagonista del

epitopo inmunodominante de la proteina basica de la mielina. La unién del co-polimero-
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1 con el TCR de las células T auto-reactivas especificas al epitopo inmunodominante
de la proteina basica de la mielina induce en estas efectos tolerogénicos (250). Se ha
comprobado ademas que este farmaco induce un cambio en el perfil de citocinas
proinflamoatorias a reguladoras, las cuales median el mecanismo de supresion
circunstante (251,252).

En el afio 2000 en pacientes con esclerosis multiple se realizaron dos ensayos clinicos
con dos APLs derivados de un epitopo de células T de la proteina basica de la mielina
(epitopo 83-99). Ambos estudios fueron interrumpidos debido a exacerbaciones de la
enfermedad en tres pacientes y a reacciones de hipersensibilidad sistémica (253,254).
Los investigadores a cargo de estos ensayos concluyeron que estos resultados fueron
producto del protocolo de inmunizacién empleado, en el que se administré una dosis
alta de los dos APLs (50 mg), lo cual pudo haber contribuido a una respuesta
heteroclitica patogénica que favorecio la expansion de clones de células T con un
fenotipo TH1. Estos resultados estuvieron influenciados ademas por una inadecuada
evaluacion preclinica de los efectos de estos APLs, ya que aunque fueron efectivos en
bloquear algunos clones de células T auto-reactivos, pudieron haber activado otros
(255).

Los resultados negativos obtenidos en estos dos ensayos, han hecho que los
investigadores profundicen en los mecanismos moleculares a través de los cuales se
puede inducir tolerancia antigénica con estas moléculas, en el disefio de nuevas
variantes de APL y en sus evaluaciones preclinicas.

Recientemente se han desarrollado APLs ciclicos derivados también del epitopo 83-99
de la proteina basica de la mielina con evaluaciones preclinicas promisorias (43).

En el afio 2006 se publicaron los resultados de un ensayo clinico en pacientes con
diabetes mellitus tipo 1, donde se evalué un APL derivado de la insulina humana. En
este ensayo se demostré que el tratamiento fue seguro, bien tolerado y que logra
cambiar la respuesta TH1 patogénica de la enfermedad a un fenotipo TH2 regulador
(256).

En el caso de la AR se han disefiado APLs a partir de tres autoantigenos: HSP60, Cll y
la glicoproteina 39 del cartilago. Un APL derivado de la HSP60 humana se disefi¢ a
partir del epitopo inmunodominante de este autoantigeno (180-188). La evaluacién de
este APL en un modelo animal para esta enfermedad evidencié la induccion de células

reguladores secretoras de IL-10 que inhibieron el curso de la artritis (32)
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Boots y col. hallaron que el péptido 263-275 de la glicoproteina 39 del cartilago se une
a la molécula HLA-DR4 (B1*0O401) e induce citocinas proinflamatorias en ratones
trangénicos, que expresan en sus APCs dicha molécula. Ademas, hallaron células T
que reconocen este péptido en el liquido sinovial de los pacientes. A partir de este
epitopo disefiaron un APL que presenta potencialidades inmunomoduladoras para el
tratamiento de la AR (257).

A partir del colageno tipo Il se han disefiado varios APLs. Li y col. tomaron el epitopo
263-272 de este autoantigeno y disenaron tres APLs diferentes. Estos péptidos fueron
evaluados en ensayos ex vivo con células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con AR. El péptido original induce proliferacion celular en el 41% de las
muestras analizadas. Sin embargo, los APLs no inducen proliferacién celular en la
muestras y disminuyen la respuesta TH1 que induce el péptido original (258).

Otro grupo de autores obtuvieron dos APLs a partir del epitopo 256-276 del ClI, los
cuales suprimen el curso de la enfermedad en el modelo de AIC en ratones
transgénicos que expresan la molécula humana HLA-DR4 (DRB1 * 0401). Este efecto
terapéutico fue asociado con un aumento de la secrecién de IL-4 y una disminucioén de
la secrecion de interferdn- y (259).

En el modelo de AIC en ratones DBA-1 el epitopo inmunodominante es el péptido 245-
270 del CII. A partir de dicho péptido, un grupo de autores obtuvieron un APL que
suprime la artritis en este modelo. Este efecto fue asociado con un aumento del perfil
de citocinas TH2 (260).

1.5.1 Topografia de la union de péptidos a moléculas MHC clase Il

Entre los elementos claves a considerar para el disefio de los APLs a través de las
herramientas bioinformaticas esta las interacciones entre el péptido y la molécula MHC
clase Il

El MHC es un locus genético que se encuentra en todas las especies de mamiferos, y
esta localizado en el cromosoma 6 en el humano. Las moléculas codificadas por el
MHC son receptores de superficie celular que se unen a péptidos antigénicos,
presentados a varias células del sistema inmunitario, siendo las mas importantes los
linfocitos T CD4+y CD8+, las células asesinas naturales y los linfocitos y&. Existen dos
familias del MHC denominados clase | y |l que participan en esta funcion.

Las moléculas MHC clase |l estan constituidas por un heterodimero que contiene una
cadena a y una B unidas no covalentemente. Cada cadena posee 2 dominios
globulares externos. Estas moléculas a diferencia de las MHC clase | poseen una
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distribucion celular muy restringida, se expresan en los linfocitos T y B, los monocitos,
las células dendriticas, los precursores eritroides, las células de Langerhans, el epitelio
timico, las células de Kupffer (261) .

En las moléculas de MHC Il los dominios a1 y B1 forman en el espacio una estructura
en fosa similar a las MHC clase |. La diferencia mas sobresaliente es que los extremos
izquierdo y derecho del sitio de union estan mas abiertos y no tan ocluidos como los de
MHC clase |. Esta diferencia determina que puedan unir habitualmente péptidos mas
largos (14-18 aminoacidos) (262) o aun mas extensos (hasta 30 aminoacidos) que se

extienden por fuera de los extremos (263).

El sitio de unién al péptido en una molécula de MHC posee una topologia especifica,
debido a la formacion de numerosos bolsillos, depresiones y hendiduras que dependen
de la naturaleza de los aminoacidos dentro del bolsillo, y que varia de un haplotipo a
otro. Ambas moléculas, MHC | y MHC II, tienen 6 bolsillos denominados A, B, C, D, E,
F. Los bolsillos A y F definen los extremos derecho e izquierdo del sitio de union e
interactuan con las posiciones P1 y P9 del péptido, respectivamente. La unién de
péptidos a determinadas moléculas de MHC depende de la naturaleza de las cadenas
laterales del péptido y de su complementariedad con los aminoacidos que conforman el

bolsillo de unién al péptido.

Esta descrito en la literatura cientifica, que los péptidos unidos a cada alelo en
particular poseen patrones o motivos estructuralmente conservados. Estos péptidos
tienen una polaridad uniforme vy estan en una forma extendida: los residuos del N-
terminal o P1 a la izquierda y los residuos del C-terminal o P9 a la derecha, los que se
acomodan en los bolsillos correspondientes. Habitualmente las posiciones 8 o 9
determinan la especificidad de la unién. La restriccion de secuencia aminoacidica no es
absoluta, sin embargo, sustituciones tanto de residuos conservados como de no
conservados influyen en la afinidad de unién del péptido (264). La figura 2 ilustra la
presentacion de un péptido por una APC al TCR de una célula T CD4+ y el complejo

trimolecular HLA clase II- péptido- TCR.
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Figura 2. A. Péptido presentado por una APC a un TCR de un linfocito T CD4+.

B. Representacion de la estructura tridimensional del complejo trimolecular HLA clase II-
péptido- TCR. Péptido “GSDWRFLRGYHQYA” presentado por la molécula HLA DR1.

Los programas computacionales que permiten predecir posibles epitopos presentados
por las moléculas HLA clase Il se encuentran en constante desarrollo (265,266,267).
Dentro de ellos, esta el programa Proped (268). Este, selecciona siempre nonapéptidos
y en la region P1 se encuentra siempre un residuo aromatico o hidrofébico (Tyr, Trp,
Leu, lle, Met y Phe). Las restantes posiciones importantes son P4, P6 y P9 como se
muestran en la figura 3, aunque en estos casos no existe un consenso sobre los
residuos de aminoacidos favorecidos y dependen mucho del alelo especifico de la

molécula HLA clase Il.

p 1 46 9
PTVFRQMRPVSRVLAP

Figura 3. Representacion de las posiciones (p) importantes en la union de un péptido a una
molécula de HLA clase Il segun el programa Proped. En rojo se indica el aminoacido en
posicién P1 y en azul los restantes aminoacidos del epitopo.

Aun cuando la prediccion de epitopos para moléculas de MHC calse |l es en general

poco efectiva, el programa Proped se considera uno de los mejores (269).
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Il. Materiales y Métodos

1.1 Prediccion de epitopos de células T a partir de la HSP60 humana y disefo de

ligandos peptidicos modificados

1.1.1 Prediccion de epitopos de células T para humanos

Los epitopos de células T a partir de la HSP60 humana se predijeron con el uso del
programa Proped (268). Se tuvieron en cuenta los alelos de la molécula HLA clase II:
DR1 (DRB1*01 y DRB*02) y DR4 (DRB*0401, DRB*0404, DRB*0405 y DRB*0408). Se

fijaron los umbrales de 2% y 3%.

1.1.2 Disefo de los ligandos peptidicos modificados

El péptido seleccionado como un epitopo de células T fue modificado en uno o dos de
los probables sitios de contacto con la molécula HLA clase Il. Los APLs obtenidos
fueron analizados con el programa Proped (268). Se tuvieron en cuenta los alelos de la
molécula HLA clase Il: DR1 (DRB1*01 y DRB*02) y DR4 (DRB*0401, DRB*0404,
DRB*0405 y DRB*0408). Se fijaron los umbrales de 2% y 3%.

1.1.3 Prediccion de epitopos de células T para murinos

Se predijeron los epitopos de células T para los ratones BALB/c, DBA-1 y ratas Lewis
de un péptido de la HSP60 humana y de un APL derivado de este, segun los
programas que se indican en la tabla I. Se indican ademas las moléculas MHC clase Il

utilizadas en la prediccion.

Tabla |. Programas utilizados en la prediccion de epitopos de células T para murinos.

Especie Linea Programas Molécula MHC II
Raton BALB/c RANKPED (270y 271) IA
MHCPRED (272)
Rata Lewis MHC2PRED (273). RT1.B'
Raton DBA-1 RANKPED (270 y 271) IAY,
1.2 Péptidos

Los péptidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis de Péptidos del CIGB.

Brevemente, los péptidos se sintetizaron manualmente en jeringuillas a través de la
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estrategia Fmoc/tBu, con el uso de la resina Fmoc-AM-MBHA (0,54 mmol/g). Después
del tratamiento con &cido trifluoroacético, los péptidos se liofilizaron y analizaron por

HPLC y espectrometria de masas.

1.3 Caracteristicas de los pacientes con artritis reumatoide y de los donantes

sanos

Los pacientes con AR incluidos en el estudio provienen del Servicio Nacional de
Reumatologia, ubicado en el Hospital Clinico Quirurgico “10 de Octubre” de La Habana.
Todos los pacientes cumplen con los criterios del Colegio Americano de Reumatologia
para el diagnéstico de la AR. Los pacientes dieron el consentimiento informado por
escrito para participar en el ensayo.

Los datos fundamentales de los pacientes se muestran en la tabla Il. El tiempo de
evolucion de la enfermedad se refiere al tiempo de diagnosticada la misma segun las
historias clinicas de los pacientes. Ademas se muestra las moléculas HLA tipo Il
(DRB1* y DQB1*) que expresan estos. El genotipaje de estas moléculas se efectud por
la Unidad de Gendémica del CIGB con un juego de reactivos de la firma Dynal RELI
SSO HLA typing (Dynal Biotech, The Wirral, Reino Unido). La asignacién de los alelos
se realiz6 con el uso de un programa de la misma firma (Pattern Matching Program) en
su versién 5.12y 5.4,

Los donantes sanos son trabajadores del CIGB. Estos se sometieron a una encuesta
para saber su estado de salud en el momento de la toma de muestra. Ninguno de los
donantes padecia de enfermedades inflamatorias crdnicas o relacionadas con el

sistema inmunitario, tampoco se encontraban bajo tratamiento médico.
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Tabla Il. Caracteristicas de los pacientes con AR incluidos en el estudio.

(Duracion: tiempo de diagnosticada la enfermedad. m: meses. a: afos)

Pacientes Sexo Edad Duracién HLAT
DEE1 DQ
1 F 49 5m 0401 0501
2 F 40 2a 0405 0501
: F 54 5a 0308 0301
4 F 18 2a ninz 0501
3 F 36 da 0108 0302
& it 54 la 0101 0301
7 F 28 2a 0102 0501
8 F 45 2a 0404 0501
9 it} 63 7a 0404 0201
10 F 58 12a 0401 0301
11 E a1 15a 0102 0501
12 F 46 3a 0408 0303
13 E 25 la 0404 0301

1.4 Animales de experimentacion

En los experimentos se emplearon ratones machos BALB/c, con una edad de ocho
semanas y un peso promedio de 20 g. Los ratones fueron suministrados por el Instituto
Charles River S.A.S de Francia. Estos ratones se manipularon en la unidad de
experimentacion con animales, del Laboratorio de Biologia y Terapia para las
Enfermedades Inmunes del Hospital Pitie-Salpetriere en Paris.

Ademas, se utilizaron ratas isogénicas hembras, pertenecientes a la linea Lewis
(haplotipo RT1.B') suministradas por el Centro Nacional para la Produccién de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana). Las ratas se seleccionaron
aleatoriamente, con una edad de ocho semanas y un peso promedio de 101 a 120 g.
Estos animales se manipularon en el Bioterio del CIGB.

También se usaron ratones isogénicos machos, pertenecientes a la linea DBA-1
suministradas por el Instituto Charles River S.A.S de Francia. Estos animales se

seleccionaron aleatoriamente, con una edad entre siete y ocho semanas y un peso
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promedio de 20 g. El experimento se realizé en el area de experimentacion con
animales del Centro de Biotecnologia Molecular (Turin, Italia).

Los ratones se mantuvieron en cajas con filtros bajo condiciones libres de patégenos.
Todos los experimentos realizados con los animales estuvieron en correspondencia
con las regulaciones aprobadas por el Comité Nacional de Etica y Regulacién de la

Republica de Cuba y por la Unién Europea.
1.5 Ensayos

1.5.1 Determinacién de la proliferacion inducida por los péptidos en células T

CD4+ aisladas de donantes sanos

Para este ensayo se aislaron primeramente las PBMC de un donante sano. La sangre
se obtuvo por puncién venosa y se depositd en tubos estériles de 50 mL que contenian
una solucion anticoagulante (citrato de sodio 0.123 mol/L, fosfato de sodio monobasico
0.0185 mol/L, acido citrico 0.017 mol/L y dextrosa 0.141 mol/L). La sangre se diluyo
1:2 con una solucion amortiguadora de fosfato (PBS-del inglés, “phosphate buffer
solution”) y se afiadieron 5 mL de esta dilucié6n a 3 mL de Ficoll-Page™ PLUS
(Amersham Biosciences AB, Suecia) en tubos de centrifuga de 15 mL. Los tubos se
centrifugaron a 1200 rpm en una centrifuga de mesa (Hitachi, Japén) durante 30 min.
Posteriormente se extrajo el anillo correspondiente a las células mononucleares (2 mL
aproximadamente) y se realizaron dos lavados con PBS con centrifugaciones
intercaladas a 1200 rpm por 10 min. El precipitado celular se resuspendié en medio
RPMI (del inglés “Roswell Park Memorial Institute Médium”) 1640 conteniendo 10 % de
suero fetal bovino (SFB) y suplementado con gentamicina (100U/mL), HEPES 0.025
mol/L y L-glutamina 0.002 mol/L (todos adquiridos de Gibco BRL, EUA). El numero de
células se contd en una camara de Neubauer a partir de una diluciéon 1/20 en RPMI y
1/2 con tripan azul (Boehringer Mannheim, Alemania).

Posteriormente se procedié a la eliminacion de los monocitos presentes en las PBMC
aisladas por seleccion negativa mediante perlas magnéticas. Para esto las PBMC se
resuspendieron a una concentracion de 10% en 100 uL de PBS y se incubaron con 200
pL del reactivo CD14/MACS (Miltenyi Biotech GmBH, Alemania) durante 15 min a 6°C.
Las células marcadas se aplicaron a una columna LD (Miltenyi Biotech GmBH,
Alemania) sometidas a un campo magnético. De esta forma, la fraccién celular

compuesta por las células CD14+ quedd retenida en la columna, mientras que la
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fraccidn no marcada que fluyd se colectd. Para la purificacidon de las células T CD4+, la
fraccion celular libre de monocitos se sometioé a centrifugacion a 2500 rpm por 10 min y
la fraccién soluble se desechd. Seguidamente, las células se resuspendieron en 160 uL
de PBS y se incubaron durante 15 min a 6°C con una solucién de AcM anti-CD4
conjugado a microperlas. Las células marcadas se aplicaron a una columna LS+
(Miltenyi Biotech GmBH, Alemania) sometidas a un campo magnético. La fraccion
celular compuesta por las células CD4+ quedé retenida en la columna, mientras que la
fraccion eluyente con las posibles células contaminantes se descartd. Finalmente, se
eluyeron las células CD4+ al desacoplar la columna del campo magnético. Para
comprobar el grado de pureza de las células CD4+ obtenidas, una alicuota de la
fraccion resultante (50uL) se marco con 20 uL del AcM anti-CD4-FitC (eBiosciences,
EUA), y el volumen se completé hasta 100 uL con PBS. La reccién se incub6 durante
30 min a 4°C en la oscuridad. Se lavo con 1 mL de PBS, se centrifugd a 4°C durante 10
min a 2500 rpm y se deseché el sobrenadante. El precipitado celular se resuspendio en
el volumen residual y se analiz6 por citometria de flujo empleando el programa Partec
Flomax (Finlandia).

Las células T CD4+ aisladas se incubaron, por triplicado, con células dendriticas (DC)
alogénicas que expresan el alelo DRB1*0102. La linea de DC fue gentilmente
suministrada por el Prof. David Klatzmann del Laboratorio de Biologia y Terapia de las
Enfermedades Inmunes del Hospital Pitie-Salpetriere de Paris. En detalle, 10* DC se
cocultivaron en placas de 96 pozos (NUNCTM, Canada) con 5x10* células T CD4+, en
presencia de los péptidos a las concentraciones de 10, 20, 40 y 80 pg/mL en un
volumen final de 200 pL. Al quinto dia de cultivo se anadié 1 uCi/pozo de [3H]-TdR
(Amersham, Inglaterra), pasadas 18 h los niveles de proliferacién de las células T CD4+
se determinaron midiendo la incorporacion del isétopo. La radiactividad se determiné
en un contador de centelleo para microplacas Topcount (Wallac, Finlandia).

El indice de estimulacion (IE) se calculé como el cociente entre el valor promedio (tres
réplicas) de las cpm (conteos por minuto) emitidas por las células CD4+ estimuladas

con los péptidos y las no estimuladas. El resultado se considero positivo para un IE>2.

11.5.2 Cuantificacion de los niveles de TNFa e INFy inducidos por los péptidos en

ensayos ex vivo con PBMC aisladas de pacientes con artritis reumatoide

10° PBMC aisladas de los pacientes con AR se cultivaron en placas de 24 pozos

(Costar, EUA), a 37°C en atmdsfera humeda de CO, al 5 %, con el péptido E18-3 o el
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APL1 a una concentracion de 40 pg/mL. Las células sin estimular se emplearon como
control de los niveles basales de las citocinas en los pacientes. Se colectaron las
PBMC en tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min. Los
sobrenadantes de cultivo se tomaron para los ensayos de determinacion de las
citocinas TNFa e INFy, a través de los respectivos juegos de reactivos comerciales tipo
ELISA (del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) (Quantikine® R&D Systems,
EUA), siguiendo estrictamente las recomendaciones del fabricante.

Estos ensayos consisten en un ELISA cuantitativo tipo “sandwich”, donde los patrones
de las citocinas y las muestras se anaden a placas de 96 pocillos (Costar, EUA) pre-
recubiertas con AcMs especificos para las citocinas en evaluacién. En detalle, se
anadio 50ul del diluente especificado para cada citocina en los pocillos y a continuaciéon
200ul del estandar, muestra o control. Se incubd durante 2h a temperatura ambiente
(21 °C + 2°C) y se desecho el contenido de cada pocillo. Luego se realizaron tres
lavados. Posteriormente, se afadié 200ul del conjugado para el TNF-a. o INF-y a cada
pocillo y se incub6é durante 1hr a temperatura ambiente (21 °C + 2 °C). El proceso de
lavado se repiti6 como se describe anteriormente. Se afadié 200ul de la solucién
sustrato a cada pocillo y se incubd durante 20min a temperatura ambiente (21 °C + 2
°C), en la oscuridad. Finalmente, se afiadié 50ul de la solucién de parada en cada
pocillo y se determiné la densidad éptica al cabo de 30min, en un lector de microplacas
a 450nm. Se realiz6 la lectura a 540nm o 570nm y se sustrajeron estos valores a la
lectura de 450nm para corregir las imperfecciones Opticas en la placa. La
determinacién de la concentracion de cada citocina se realizd por triplicado para el
control negativo y las muestras evaluadas.

El limite de deteccion para el TNFa humano fue de 4.4 pg/mL y para el INF-y humano

fue de 8 pg/mL.

11.5.3 Evaluacion por citometria de flujo de la frecuencia de células T reguladoras

(CD4+Foxp3+) inducidas por los péptidos en ratones BALB/c

Ratones machos de la linea BALB/c se separaron aleatoriamente en tres grupos de 12
ratones cada uno. El primer grupo se inoculé con 50 ug del péptido original. EI segundo
grupo se traté con 50 pg del APL1. Los péptidos se diluyeron en PBS a una
concentracion de 1mg/mL. En ambos casos los ratones se inocularon con 50uL del

péptido correspondiente por via subcutanea. Se incluyd un tercer grupo de ratones que
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se inocularon por la misma via con 50uL de PBS (grupo placebo). Cinco dias después,
los ratones recibieron una segunda dosis en idénticas condiciones. Seis animales por
grupo se sacrificaron los dias cuatro y nueve después de recibir la primera inoculacién.
Posterior a la disociacion mecanica, las células del bazo y los LN periféricos de los
ratones se preincubaron con el AcM 2.4G2 (eBiosciences, EUA), para bloquear las
uniones no especificas a los receptores FC. Seguidamente, las células se marcaron en
PBS conteniendo 3% de suero de ternero y cantidades saturantes de los siguientes
AcM (eBiosciences, EUA): APC-Cy7-conjugado anti-CD4 (clon RM4-5) y APC-
conjugado anti-CD25 (PC61). El factor transcripcional Foxp3 se evalu6 a través del uso
de un AcM anti-Foxp3 conjugado a PE (FJK-16s; eBioscience, EUA), siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. Un AcM con isotipo irrelevante (PE-Cy5 IgG2a de
rata; eBioscience, EUA) se utilizd6 como control. La regién correspondiente a los
linfocitos se enmarcd de acuerdo a las caracteristicas de distribucion de estos en los
histogramas de citometria de flujo en un citometro LSR-II™ (BD Biosciences, EUA).

Los andlisis se efectuaron empleando el programa FlowJo® (Tree Star, EUA).

I.L5.4 Evaluacion por citometria de flujo de la frecuencia de Treg
(CD4+CD25""Foxp3+) inducidas por los péptidos en ensayos ex vivo con células

mononucleares aisladas de pacientes con AR y de donantes sanos

Para la determinacién de la induccién de Treg se empled el juego de reactivos para
marcaje de Treg humanas (conteniendo Foxp3 PCH 101) (eBioscience, EUA). Las
PBMC aisladas de pacientes con AR o donantes sanos se cultivaron a una
concentracion de 1x10° células por pocillo y se estimularon con los péptidos E18-3 o el
APL1 a una concentracién de 40 ug/mL, en placas de 24 pozos (Costar, EUA) durante
cinco dias a 37°C en atmodsfera humeda de CO; al 5 %. Posteriormente las células se
colectaron y centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
desechod y el precipitado se resuspendié en 1 mL de PBS. Se centrifugd nuevamente
bajo las mismas condiciones y se decant6 el sobrenadante. El precipitado celular se
resuspendid en el volumen residual, se afiadieron 20 uL de los AcMs anti-CD4-FitC y
anti-CD25-PE y el volumen se completé hasta 100 uL con PBS. Las muestras se
incubaron durante 30 min a 4°C en la oscuridad. Se lavaron con 1 mL de PBS, se
centrifugaron a 4°C durante 10 min a 2500 rpm y se desechd el sobrenadante. El
precipitado celular se resuspendié en el volumen residual, se les afiadid 1 mL de la

soluciéon de fijacion/permeabilizacion 1X (preparado previamente) a cada tubo y se
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incubd durante una hora a 4°C en la oscuridad. Se bloqued con 2 uL de suero de rata,
en 100 uL de volumen final, durante 15 min en la oscuridad a 4°C. Se afadieron 20 pL
del AcM anti-Foxp3 (PCH 101) o su control de isotipo (APC-IgG2a de rata) y se incubd
a 4°C durante 30 min en la oscuridad. Las células se lavaron con la solucion de
permeabilizacion 1X y se centrifugeron a 4°C por 10 min a 2500 rpm. Se resuspendio
en el volumen minimo permisible de PBS y las muestras se analizaron por citometria
de flujo empleando el programa Partec Flomax (Finlandia). La region correspondiente
a los linfocitos CD4+ se enmarcé de acuerdo al grado de expresiéon del antigeno CD25
(“low o high”) en los diagramas de puntos obtenidos del analisis por citometria de flujo.
Foxp3 se representd sobre la poblacion celular previamente enmarcada en los dots blot
como Treg CD4+ CD25"". Los resultados se expresaron como el porcentaje de células
T que expresan el fenotipo CD4+ CD25"" Foxp3+.

Para el caso de las SFMC (del inglés “synovial fluid mononuclear cells”) aisladas de
pacientes con AR. El fluido sinovial se extrajo a través de puncién articular en una de
las rodillas afectadas del paciente. El liquido obtenido se transfirié a un tubo cénico
estéril de 50 ml y se incubd con 10 pg de hyaluronidasa (Sigma, EUA) por mL de
liquido, durante 1 h a 25°C. Posteriormente se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min y
se descarto la fraccion liquida. El precipitado celular obtenido se proceso de la misma

forma que se describié previamente para las PBMC.

1.6 Evaluacion terapéutica de los péptidos en dos modelos animales para la

artritis reumatoide

11.6.1 Obtencion de los inductores de la artritis

El Mt H37Ra liofilizado (Difco, EUA) en AlF (Sigma, EUA) se empleé como inductor de
la AA. La mezcla del Mt en AIF se prepar6 a una concentracion de 10mg/mL. La
cantidad correspondiente de Mt liofilizado se colocdé en un mortero esmerilado vy
paulatinamente se le fue afiadiendo gotas del AlF, contenido en una jeringuilla de 10
ml. Cada tres gotas de AIF afadidas al Mt se maceré fuertemente la emulsién, hasta
que alcanzé un color amarillo oscuro. Posteriormente el preparado se mantuvo en
agitacion durante 16 horas a 4°C antes de ser inoculado a los animales.

Se utilizé como inductor de la AIC dos preparaciones comerciales de CIl de pollo

(Hooke, EUA). Ambas conteian 50 ug de CIl en Adyuvante Completo de Freud o AlF.
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1.L6.2 Inducciéon experimental de la artritis por adyuvante y por colageno.
Evaluacion de los signos clinicos

La AA se indujo en las ratas Lewis mediante la administracion de 100 uL del inductor
(conteniendo 1mg de Mt) por via subcutanea en la base de la cola.

Para la induccion de la AIC se siguio el protocolo de la firma comercial Hooke (EUA)
(192). En detalle, la AIC se indujo en los ratones DBA/1 mediante la administraciéon de
50 pL por via subcutanea de 50ug de CIl de pollo en Adyuvante Completo de Freund.
La inoculacion se realizd en la cola, a dos cm de separacion de la base de esta. Los
ratones recibieron una segunda dosis del inductor, conteniendo 50ug de Cll de pollo en
AIF, por via subcutanea, el dia 21 después de recibir la primera administracion.

En ambos modelos, los signos clinicos se evaluaron cada 2 dias después de inducida
la enfermedad, hasta el dia 50 en las ratas y hasta el dia 46 en los ratones, con la
siguiente escala de puntos:

(0): pata normal, sin inflamacion ni enrojecimiento.

(1): inflamacion ligera, pero definitivo enrojecimiento del tobillo o mufieca, o aparente
enrojecimiento e inflamacion de un dedo individual, independientemente del numero de
dedos afectados.

(2): moderado enrojecimiento e inflamacion del tobillo o la mufieca.

(3): severo enrojecimiento e inflamacion de toda la pata incluyendo los dedos.

(4): inflamacion maxima y deformidad de la pata involucrando multiples articulaciones.
Se evaluaron las cuatro patas por separado. Por lo tanto, cada animal podia recibir un

maximo de 16 puntos.

11.6.3 Esquema terapéutico para las ratas con artritis inducida por adyuvante

Las ratas Lewis se dividieron aleatoriamente en tres grupos de tratamiento y dos
grupos controles, con 14 animales cada uno, el dia 10 después de inducida la AA. El
primer grupo de ratas se traté con el péptido E18-3 por via intradérmica. El segundo
grupo se inoculé con el APL1 por via intradérmica. El tercer grupo se traté también con
este péptido pero por via subcutanea. Se incluyeron ademas dos grupos controles. El
primero correspondio a las ratas enfermas sin tratamiento peptidico (se les administré
100 uL de PBS) y el segundo a las ratas sanas. La tabla lll refleja los diferentes grupos
de estudio.

Los péptidos se administraron los dias: 11, 14 y 18, después de inducida la
enfermedad. Cada dosis contenia 200 pug del péptido correspondiente en 100ul de
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PBS. Las ratas se anestesiaron con ketamina (50 mg /Kg, intramuscular) antes de la

administracion de los péptidos.

Tabla Illl. Grupos de tratamientos incluidos en el esquema terapéutico para las

ratas con AA.

Grupos | Tratamiento
| E18-3 por via intradérmica
Il APL1 por via intradérmica
Il APL1 por via subcutanea
Enfermas sin tratamiento
Placebo (PBS)
V Sanas sin tratamiento

v

11.6.4 Esquema terapéutico para los ratones con artritis inducida por colageno

Los ratones DBA-1 se dividieron aleatoriamente en tres grupos de tratamientos y dos
grupos controles, con 12 animales cada uno, el dia 26 después de inducida la
enfermedad. El primer grupo correspondio a los animales que no recibieron tratamiento
(placebo), a los que se le administré6 100ul de PBS. El segundo grupo de ratones se
traté con el APL1 por via subcutanea. El otro grupo se inoculé con el MTX por via
intraperitoneal. El cuarto grupo se tratd simultdneamente con el APL1 por via
subcutdnea y con el MTX por via intraperitoneal. Se incluyé un quinto grupo
correspondiente a los animales sanos. La tabla IV refleja los diferentes grupos de
estudio.

El péptido y el MTX se administraron los dias: 28, 31, 34, 37, 40 y 43, después de
inducida la enfermedad. Cada dosis contenia 50ug del APL1 en 50ul de PBS 6 60ug de
MTX en 120 pl de PBS o0 ambos.

Tabla IV. Grupos de tratamiento incluidos en el esquema terapéutico para ratones
con AIC.

Grupos Tratamiento
Enfermos sin tratamiento
Placebo (PBS)

Il APL1 por via subcutanea

[ MTX por via intraperitoneal
APL1 por via subcutanea y
MTX por via intraperitoneal
\% Sanos sin tratamiento

\Y
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11.6.5 Analisis histologico

Cuatro animales se sacrificaron los dias 21 y 46 después de inducida la AA y la AIC,
respectivamente. A los animales se les tomé una muestra de tejido correspondiente al
tobillo de la pata derecha trasera. Las muestras se sumergieron en una solucion
tampdn neutra de formalina al 10% y se descalcificaron. Los tejidos se deshidrataron
en un gradiente de alcohol, se embebieron en parafina y se cortaron en secciones de 2-
3um. Posteriormente las muestras se montaron en portaobjetos, se tiferon con una
mezcla de hematoxilina-eosina y se analizaron al microscopio 6ptico. El grado de dafio
histolégico en la articulacion asociado con el desarrollo de la artritis se evalué con la
siguiente escala:

Grado 0: Sin alteraciones.

Grado 1: Hipertrofia sinovial y/o hiperplasia del epitelio. Angiogénesis ligera o no
evidente.

Grado 2: Hipertrofia sinovial con angiogénesis moderada. Erosion focal del cartilago
y/o hueso. Reaccién inflamatoria focal.

Grado3: Hipertrofia sinovial en cavidad articular con abundante pannus. Angiogénesis
exuberante. Erosion del cartilago y/o hueso. Erosién del periostio. Matriz extracelular

con marcada desorganizacion.

11.6.6 Evaluacion por citometria de flujo de la frecuencia de Treg inducidas por la

terapia con los péptidos en ratas Lewis y ratones DBA-1

El bazo de cada rata o ratén sacrificado se coloco en una placa Petri (P-60) con 10 mL
de medio D’'MEM (del inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium) conteniendo SFB al
5% (v/v) y suplementado con gentamicina 100 U/mL, Hepes 0.025 mol/L y L-glutamina
0.002 mol/L, todos adquiridos de Gibco BRL (Inglaterra). Se procedié a perfundirlos
hasta que perdieron parcialmente la coloracion rojiza y se colectd el medio de lavado
en un tubo Corning de 50 mL. Posteriormente se maceraron en 5 mL de medio D’'MEN
y esta fraccion se uni6 a la anterior.

A continuacion se centrifugd a 1500 rpm en una centrifuga de mesa (Hitachi, Japdn)
durante 10 min. Luego se desechd el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en
6 mL de una solucion de Tris-NH4Cl al 0.83 %, pH 5.6, refrigerada y se incubé 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se le adiciond igual volumen de PBS y se
centrifugd en idénticas condiciones. Este ultimo paso se repitio dos veces y finalmente

se disolvio el precipitado en un volumen de 15 mL de medio D"MEM.
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El nimero de células se conté en una camara de Neubauer a partir de una disolucién
1/40 con tripan azul (Boehringer Mannheim, Alemania). 10° células se resuspendieron
en PBS, conteniendo 3% de SFB. En el caso de las ratas, las células se marcaron con
los AcMs: anti-CD4-FITC (clon OX35) y anti-CD25-PE (clon OX39). Para los ratones se
usaron los AcMs: anti-CD4-FITC (clon RMA-5) y anti-CD25-PE (clon PC61.5). El
marcaje de las células se realizé durante 30 min a 4°C, segun las instrucciones de los
fabricantes.

Las células marcadas se lavaron dos veces con la solucion de marcaje y se
resuspendieron en el buffer de fijacién/ permeabilizaciéon y se incubaron a 4°C durante
45 min. Posteriormente, fueron marcadas con un anticuerpo anti-Foxp3 (clon FJK-16s)
o su control de isotipo (PE-Cy5 IgG2a de rata) durante 30 min a 4°C. Todos los
anticuerpos utilizados provienen de la firma comercial eBioscience (EUA).

Las células se lavaron con la solucion de permeabilizacién 1X y se centrifugaron a 4°C
por 10 min a 2500 rpm. Seguidamente, se resuspendieron en el volumen minimo
permisible de PBS y las muestras se analizaron por citometria de flujo a través del
programa Partec Flomax (Finlandia).

En el caso de las ratas, la region correspondiente a los linfocitos CD4+ se enmarcé de
acuerdo al grado de expresiéon del antigeno CD25 (low o high) en los diagramas de
puntos obtenidos del analisis por citometria de flujo. La proteina intracelular Foxp3 se
representd sobre la poblacion celular previamente enmarcada en los diagramas de
puntos como Treg CD4+ CD25"9" Los resultados se representaron como el porcentaje
de células T que expresan el fenotipo CD4+ CD25"" Foxp3+.

Para los ratones DBA-1, se selecciond la regidon correspondiente a los linfocitos T
CD4+. La proteina intracelular Foxp3 se representd sobre la poblacién celular
previamente enmarcada en los diagramas de puntos como CD4+. Los resultados se

representaron como el porcentaje de células T que expresan el fenotipo CD4+ Foxp3+.

11.6.7 Medicion de los niveles de TNFa e IL-10

10° células mononucleares aisladas del bazo de las ratas se estimularon por 24 horas

in vitro con 40 ug/mL del péptido E18-3 o el APL1. Pasado este tiempo, se homogenizé

el contenido de cada pocillo y se centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm. Por ultimo, se

tomd el sobrenadante de cultivo para realizar la cuantificacion de los niveles de las

citocinas: TNFa e IL-10 a través de un ensayo tipo ELISA (Quantikine® R&D Systems,

EUA), siguiendo las recomendaciones de los frabicantes. En detalle, se utilizaron
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placas de 96 pocillos (Costar, EUA) y se afadieron 50ul del diluente especificado para
cada citocina en los pocillos y a continuacion 50ul del estandar, muestra o control. Se
incubod durante 2h a temperatura ambiente (21 °C + 2°C) y se desecho el contenido de
cada pocillo. Luego se realizaron tres lavados. Posteriormente, se anadiéo 100ul del
conjugado para la IL-10 o el TNF-a a cada pocillo y se incubd durante 2 hr a
temperatura ambiente (21 °C + 2 °C). El proceso de lavado se repitié como se describe
anteriormente. Se anadié 100ul de la solucién sustrato a cada pocillo y se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente (21°C + 2°C), en la oscuridad. Finalmente, se
afiadio 100ul de la solucion de parada en cada pocillo y se determiné la densidad
Optica al cabo de 30min, en un lector de microplacas a 450nm. Se realiz6 la lectura a
540nm o 570nm y se sustrajeron estos valores a la lectura de 450nm para corregir las
imperfecciones Opticas en la placa. La determinacion de la concentracion de cada
citocina fue realizada por triplicado para el control negativo y las muestras. Los limites
de deteccion para el TNFa e IL-10 fueron de 5 pg/mL y 10 pg/mL, respectivamente.

En el caso de los ratones DBA-1, los cambios en los niveles del TNFa se cuantificaron
directamente en el suero de los animales sacrificados a través del ensayo tipo ELISA,
descrito anteriromente. Los limites de deteccion para el TNFa de ratén fueron de 5.1
pg/mL.

I.7. Analisis Estadistico

Para todos los analisis estadisticos realizados, se utilizé el programa GraphPad Prism
version 5.00 (GraphPad Software, San Diego California, EUA, www.graphpad.com).

En todas las muestras se comprobé la normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de Bartlett.

Para evaluar la significacion estadistica de las diferencias entre los niveles de las
citocinas TNF-a e IFNy inducidas por el péptido E18-3, en los cultivos de las PBMC
aisladas de pacientes con AR vy los cultivos sin estimulo peptidico se utilizo la prueba
paramétrica de t-student pareado. Para analizar las diferencias entre los grupos de
datos derivados de la induccion de Treg en los cultivos de las PBMC aisladas de los
pacientes con AR o de donantes sanos y estimuladas con el APL1 o el péptido E18-3 y
los cultivos sin estimulo peptidico, se utilizé la prueba de analisis de varianzas (ANOVA
simple). Cuando se detectaron diferencias generales entre los grupos analizados, se
pasé a comparar las medias entre grupos con la prueba de comparaciones multiples de

Tukey. Estas pruebas también se usaron para evaluar la significacion estadistica de las
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diferencias entre los grupos de datos obtenidos en la medicién de los signos clinicos de
los animales de los modelos de AA y AIC. En la comparacién de los niveles basales de
las Treg en las PBMC aisladas de pacientes con AR y de donantes sanos se utilizé la
prueba estadistica paramétrica t-student independiente.

Los datos provenientes de los experimentos de evaluacion de las Treg y cuantificacion
de citocinas en los modelos de AA y AIC no mostraron distribucion normal u
homogeneidad de varianzas, aun después de transformados los datos y se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando se detectaron
diferencias generales, se compararon las medianas entre grupos con la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. Estas pruebas también se utilizaron en los
experimentos con los ratones BALB/c.

Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05.
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lll. Resultados
lll.1 Seleccién de un epitopo de células T derivado de la HSP60 humana

ll.1.1 Prediccién de epitopos de células T derivados de la HSP60 humana

El programa Proped (268) predijo varios epitopos de células T (anexo 1) que ya habian
sido publicados (45,46,48) y ademas una nueva region entre los aminoacidos 90 y 109,
no identificada anteriormente. Esta region resulté muy interesante por cuanto aparece
un posible epitopo para los alelos DRB1*0101 y DRB1*0102 (YKNIGAKLV) y a
continuacion un epitopo para el alelo DRB1*0405 (VQDVANNTN). Ademas de dos
epitopos superpuestos en el alelo DRB1*0401 (LVQDVANNT y VANNTNEEA) como se
muestra en la figura 4.

Figura 4. Prediccion de epitopos de
DRE1*0101: SIDLEDEYKNIGAKLVODVANNTNEEA  gilas T en la region entre los

DRB1*010Z2: SIDLEDEYKNIGAKLVODVANNTNEEA  gmino4cidos 90 y 109 de la HSP60
DRB1*0401: SIDLEDEYENIGAELVQDVANNTNEEA humana, para los alelos DRB1 de

DRB1*0404: SIDLKDKYRNIGAKLVQDVANNTNEEA |@ moléculas HLA = clase I
DRE1*0405: SIDLKDKYRNIGAKLVQDVANNTNEEA relacionados conla AR En rojo se

1*0408 - YEN i ] indican los aminoacidos en
PRS + SIDLEDE s posicion P1 y en azul los restantes

aminoacidos del epitopo.

Basado en estos factores se selecciond el péptido con la secuencia:
SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEA, que contiene varios epitopos con
probabilidades de ser presentados por las moléculas HLA clase Il relacionadas con la
AR. Este péptido se denominé E18-3 y presenta una similitud en su secuencia de 100%

entre humano, rata y raton, pero solamente 50% de homologia con el Mt.

111.1.2 El péptido E18-3 induce la proliferacion de células T CD4+

Las células T CD4+ con mas de 95 % de pureza se obtuvieron de un donante sano.
Como se observa en la figura 5, el péptido E18-3 induce la proliferacion de estas
células en las cuatro concentraciones analizadas, ya que el IE que se obtuvo fue mayor

que dos.
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Figura 5. Induccion de la
proliferacién de células T CD4+ por
3.5 el péptido E18-3. Las células T
CDA4+ aisladas de un donante sano
fueron cocultivadas con APCs

2,5 alogénicas y estimuladas con las
B 2 ] ] concentraciones indicadas  del
o péptido E18-3, durante 5 dias. La

15 figura representa la incorporacion

1 de timidina tritada (3H-TdT)
expresada como IE. Los datos se

0,5 representan como las medias

0 : - : ,  correspondientes a las mediciones

realizadas en un experimento

10 20 40 80 .
representativo de otros dos.

Concentracion de E18-3 (pg/mL)

Este analisis se repitié6 con células T CD4+ aisladas de otros dos donantes sanos,
obteniéndose resultados similares. Estos resultados sugieren que el péptido E18-3

puede contener un epitopo para células T CD4+.

l.1.3 El péptido E18-3 aumenta significativamente los niveles de las citocinas

TNF-a e IFN y en las PBMC aisladas de pacientes con artritis reumatoide

Posteriormente, se evalud el efecto que el péptido E18-3 podria causar sobre los
niveles de las citocinas proinflamatorias TNFa e INFy en los cultivos de las PBMC
aisladas de los pacientes con AR. Se incluyeron un total de 12 pacientes cuyas
caracteristicas principales se describen en el epigrafe 111.3 de Materiales y Métodos y
en la tabla Il.

Como se observa en la figura 6A, el péptido E18-3 aumenté de forma significativa los
niveles del TNFa en los sobrenadantes de cultivo de las PBMC, en comparacién con
las PBMC que no recibieron estimulo peptidico (P<0.001).

Por otra parte, el péptido E18-3 aumentd también de forma significativa los niveles de
IFNy en los sobrenadantes de cultivo de las PBMC aisladas de los pacientes
analizados (figura 6B), en comparacion con los cultivos de las PBMC que fueron
cultivadas sin péptido (P<0.0001)
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Figura 6. Niveles de TNFa (A) e INFy (B) inducidos por el péptido E18-3 en los sobrenadantes
de cultivos de las PBMC aisladas de 12 pacientes con AR. Las células fueron estimuladas in
vitro con 40 ug/mL del péptido E18-3 o cultivadas sin el péptido (C-), por 24 horas. Ambas
citocinas fueron cuantificadas en los sobrenadantes de cultivo con un ELISA comercial. Se
representa la media de cada grupo + la desviacion estandar. La comparacion entre los dos
grupos se realizé6 a través de la prueba estadisticas t-student pareado. Letras diferentes
significan diferencias estadisticamente significativas para una P<0.001 en el caso de los niveles
del TNFa y una P<0.0001 en el caso de los niveles del INFy.

Estos resultados sugieren que el péptido E18-3 induce un fenotipo TH1 en las células T

CD4+ presentes en las PBMC aisladas de pacientes con AR.

lll.2 Seleccidon de un ligando peptidico modificado derivado del péptido E18-3 con

potencialidades terapéuticas para la artritis reumatoide

lll.2.1 Disefo de ligandos peptidicos modificados derivados del péptido E18-3

A partir de la secuencia del péptido E18-3 se disefiaron tres APLs, con el objetivo de
seleccionar uno con propiedades antagdnicas respecto al epitopo nativo, que pudiera
tener potencialidades terapéuticas para la AR. En el disefio de los APLs se tuvo en
cuenta que aun cuando se realizaran cambios en sitios que pudieran ser importantes
para la interaccion con la molécula HLA clase Il, estos no afectaran las posibilidades de
unién del péptido. Adicionalmente nos propusimos lograr que los APLs pudieran ser
presentados por todas las moléculas HLA clase Il relacionadas con la AR incluidas en
el estudio.

Para el disefio de los APLs se consideraron algunas generalidades de aminoacidos
frecuentemente encontrados en los péptidos presentados por las moléculas HLA clase
Il que tiene en cuenta el programa Proped (268). En la posicion P1 se encuentra
invariablemente un residuo aromatico o hidrofébico como: Tyr, Trp, Leu, lle, Met y Phe.
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Otras posiciones importantes son P4, P6 y P9, aunque en estos casos no existen
definiciones claras sobre los residuos de aminoacidos favorecidos y depende mucho
del alelo especifico de la molécula HLA clase Il.

Como muestra la figura 7 en el APL1 se sustituyd el Asp18 por Leu. Este cambio
corresponde con la posicién 4 de uno de los epitopos que es presentado por el alelo
DRB1*0401. En el APL2 se modificé ademas la Thr 23 por Ala, que corresponde con la
posicion 9 de dicho epitopo. La modificacion del APL3 consistié también en el cambio
del Asp18 pero por Ala. La Ala es un aminoacido con propiedades fisico-quimicas
(hidrofobicidad, carga y polaridad) poco marcadas al tener como cadena lateral al
grupo metilo. Esto hace que sea muy usada en las modificaciones de péptidos para

estudiar la influencia del aminoacido que se sustituye.

E18-3: SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEA Figura7. APLs disefiados a parti
APL 1: SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA (€ peptidoE18-3. En negritas se

indican los cambios propuestos
APL 2: SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNANEEA en cada APL con respecto al

péptido original.
APL 3: SIDLEKDKYKNIGAKLVQAVANNTNEEA

En la figura 8 se muestran los resultados de la prediccion del programa Proped para los
APLs frente a cada uno de los alelos incluidos en el estudio.

Los cambios propuestos permiten predecir que estos tres APLs contienen posibles
epitopos para todos los alelos considerados. En el APL1 la sustitucién del Asp18 por
Leu crea un nuevo epitopo que pudiera ser presentado por todos los alelos DRB1
analizados, ademas de varios epitopos superpuestos. En el caso del APL2 el cambio
adicional de la Thr 23 por Ala modifica los epitopos superpuestos identificados en el
APL1. Para el APL3 la modificacion del Asp18 por Ala modifica varios epitopos de los
identificados en los APL1 y APL2. Los resultados que se muestran en la figura 8 se
obtuvieron fijando el umbral estandar del 3% en el programa Proped.

La prediccién se repitid para los tres APLs pero fijando un umbral mas restrictivo del
2%. El umbral se define como el “porcentaje de los péptidos naturales de mejor
puntuacioén”. Al usar un menor umbral se logran reducir los falsos positivos y por tanto
la prediccion es mas confiable.

El resultado se muestra en la figura 9. Los APLs 1 y 2 son los mas atractivos por
cuanto la prediccion anterior se mantiene aun en estas condiciones de mayor

exigencia, no asi para el APL 3.
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Nativo (E18-3)

DEB1*0101: SIDLEDEYENIGAKLVCDVANNTHEEZ
DEB1*0102: SIDLEDEYENIGAKLVCDVANNTHEEZR
DRE1*0401: SIDLEDEYENIGAFLVQDVANNTNEEA
DEB1*0404: SIDLEDEYRENIGAELVCDVANNTHNEEZ
DRE1*0405: SIDLEDEYENIGAELVQDVANNTNEEL
DEB1*0408: SIDLEDEYENIGAELVCDVANNTHNEEZ
APL1

DERE1*0101: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNTNEEL
DRE1*0102: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNTNEEL
DEB1*0401: SIDLEDEYENIGARLVOLVANNTNEEA
DEE1*0404: SIDLEDEYENIGRELVQLVANNTNEEL
DRE1*0405: SIDLEDEYENIGARELVQLVANNTNEEL
DRE1*0408: SIDLEDEYENIGARELVQLVANNTNEEL
APLZ

DRE1*0101: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNANEEL
DEE1*0102: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNANEEL
DRE1*0401: SIDLEDEYENIGAFLVQLVANMANEEA
DRE1*0404: SIDLEDEYENIGAFLVQLVANNANEELR
DREE1*0405: SIDLEDEYENIGAFLVQLVANNANEEL
DEE1*0408: SIDLEDEYENIGAFRLVQLVANNANEEL
APL3

DRE1*0101: SIDLEDEYKNIGAKLVQAVANNTNEEL
DREE1*0102: SIDLEDEYKNIGAKLVQAVANNTNEEL
DEB1*0401: SIDLEDEYENIGARLVCOALVANNTNEEA
DRE1*0404: SIDLEDEYENIGARELVQAVANNTNEEL
DRE1*0405: SIDLEDEYENIGARELVQAVANNTNEEL
DRE1*0408: SIDLEDEYENIGAELVQAVANNTNEEL

Figura 8. Prediccion de epitopos de células T
segun el programa Proped para el péptido
original y los tres APLs. En rojo se indican los
aminoacidos en posicion P1 y en azul los
restantes aminoacidos del epitopo. Se consideré
el umbral de 3% del programa.

Resultados

APL1 2§ -——--————10-————— 20--——--

DRE1%0101: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNTNEEZ
DRB1%0102: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNTNEEZ
DRB1*0401: SIDLEDEYRNIGAKLVQLVANNTNEEZ
DRB1*0404: SIDLEDEYRNIGARLVQLVANNTNEEZ
DRB1*0405: SIDLEDEYRNIGARLVQLVANNTNEEZ
DRB1*0408: SIDLEDEYRNIGARLVQLVANNTNEER
EPLP 2% o——roo—gf-—=ie— 20—~

DRB1*0101: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNANEER
DRB1*0102: SIDLEDEYKNIGAKLVQLVANNANEER
DRB1*0401: SIDLEDEYRNIGARLVQLVANNANEER
DRB1*0404: SIDLEDEYRNIGARLVQLVANNANEEZ
DRB1*0405: SIDLEDEYENIGARLVQLVANNANEER
DRB1*0408: SIDLEDEYRNIGARLVQLVANNANEER
APL3 2% -——--————10-————— 20--———--

DRB1%0101: SIDLEDEYKNIGAKLVQAVANNTNEEZ
DRB1%0102: SIDLEDEYKNIGAKLVQAVANNTNEEZ
DRB1*0401: SIDLEDEYRNIGARLVCAVANNTNEEZ
DRB1%0404: SIDLEDEYRNIGAKLVQAVANNTNEEZ
DRB1*0405: SIDLEDEYRNIGARLVQAVANNTNEEZ
DRB1*0408: SIDLEDEYRNIGAKLVOAVANNTNEER

Figura 9. Prediccién de epitopos de células T
segun el programa Proped para los tres APLs.
En rojo se indican los aminoacidos en posicion
P1 y en azul los restantes aminoacidos del
epitopo. Se considerd el umbral de 2% del
programa Proped. Este umbral es mas
restrictivo y por tanto los resultados son mas
confiables al reducir los falsos positivos.

ll.2.2 El APL2 induce la proliferacion de células T CD4+ mientras que el APL1 no

tiene este efecto

El efecto de los APL1 y APL2 sobre la proliferacion de células T CD4+ fue evaluado en

condiciones idénticas al descrito para el E18-3. En este caso se analiz6 el efecto por

separado del péptido nativo y los dos APLs, a concentraciones de 10, 20, 40 y 80

Mg/mL, sobre el cocultivo de células T CD4+ (con mas del 95 % de pureza) aisladas de

un donante sano y APCs de una linea alogénica que expresan el alelo DRB1*0102.

Como se observa en la figura 10 el APL2 induce la proliferacién de las células T CD4+

con un IE superior al del péptido nativo, para las cuatro concentraciones peptidicas

analizadas. Sin embargo, el APL1 no induce la proliferacion de estas células.
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Figura 10. Induccién de |Ia

45 proliferacion de células T CD4+ por
4 A los APL1 (M), APL2 (A) y el péptido
34 E18-3 @®). Las células CD4+ aisladas
: P ’ﬁ\“‘ < de un donante sano se cocultivaron
" 25 *________,. \\‘ cor? APCs alogénicas y. se
2 estimularon con las concentraciones
15 indicadas de cada péptido, durante 5
q e gp———1 dias. La figura representa Ia
05 incorporacién de timidina tritiada
0 . . . . (3H-TdT) expresada como IE. Los
10 20 a0 a0 datos se representan como las
Concentracion de pépfidos (pg/ml) medias correspondientes a las
mediciones realizadas en un

experimento representativo de otros
dos.

Este analisis se repitio también con células T CD4+ aisladas de otros dos donantes
sanos con resultados similares. Estos resultados sugieren que el APL1 no es
presentado por las APC a las células T CD4+ o se convirtio6 en un ligando nulo.
Mientras que el APL2 tiene un efecto similar al péptido nativo E18-3, al inducir la

proliferacion de células T CD4+.

l.2.3 El APL1 induce un incremento significativo de células T reguladoras con

fenotipo CD4+Foxp3+ en los linfonodos y el bazo de ratones BALB/c

El disefio de APLs que mantengan propiedades similares al péptido inmunogénico
(agonistas), entre cuyos efectos se encuentra incrementar la proliferacién de células T
hacia antigenos especificos, es mas propicio para el tratamiento de enfermedades
neoplasicas e infecciosas (39) que para el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
El experimento anterior sugiere que el APL2 tiene un efecto agonista respecto al
péptido nativo, por lo que quedd excluido en este trabajo.

Por su parte el APL1 no tuvo efecto sobre la proliferacién de células T CD4+. Sin
embargo, existe informacion en la literatura cientifica, que describe como determinados
APLs median su mecanismo de accion a través de la induccion de Treg (35,44). Con el
objetivo de estudiar si el APL1 es capaz de inducir Treg se inocularon ratones BALB/c
con el APL1 y el péptido nativo E18-3 y se analizaron las variaciones de estas células y

de las células T CD4+ efectoras por citometria de flujo.
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Segun la prediccion de los programas RANKPED (270, 271) y MHCPRED (272) ambos

péptidos contienen varios epitopos que pudieran ser presentados por la molécula I-A°

(MHC clase Il) de los ratones BALB/c. Este andlisis se muestra en la tabla V.

Tabla V. Prediccién de epitopos para la molécula I-A® de los ratones BALB/c, en el péptido
original E18-3 y el APL1, segun los programas RANKPED y MHCPRED. En rojo se indican los
aminodacidos en la posicion P1 y en azul los restantes aminoacidos del epitopo. EI cambio
efectuado en el APL1 se resalta en un color mas intenso.

Péptidos Programas Epitopos
E18-3 RANKPED SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEA
MHCPRED SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEA
SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEA
APL1 RANKPED SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA
SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA
MHCPRED SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA

SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA

Los ratones inoculados con el APL1 presentaron un incremento significativo de la
poblacién de Treg con fenotipo CD4+Foxp3+ en los dLN (del inglés “draining lymph

nodes”) el dia nueve del analisis, en comparacion con el grupo de ratones inoculados

con el E18-3 y con el grupo placebo (P<0.05). Este grupo de ratones también presenté

un incremento significativo de esta poblacion de células en el bazo el dia nueve (figura

11).
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Figura 11. Porcentaje de células T cuantificados por citometria de flujo que expresan el fenotipo
CD4+ Foxp3+ o CD4+ Foxp3-, aisladas del bazo y los linfonodos de ratones BALB/c, después
ser inoculados con el APL1 o el péptido E18-3 (E18). Un grupo de ratones se inoculé con PBS
como control negativo del ensayo. Las barras representan el promedio de los datos obtenidos
para seis ratones analizados por grupo de estudio + la desviacion estandar. dLN: linfonodos
conectados con el sitio de inoculacion. ndLN: linfonodos no conectados con el sitio de
inoculacion. Para el analisis de los datos se emplearon las pruebas estadisticas Kruskal-Wallis
y Dunn. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Las
letras sin y con apdstrofe indican la comparacion conrrespondiente al dia cuatro y nueve,
respectivamente.

Los ratones tratados con el péptido nativo E18-3 presentaron el dia cuatro un
incremento significativo de la proporcion de células T efectoras con fenotipo
CD4+Foxp3- en el bazo, en comparacién con los animales inoculados con PBS.
Ademas los ratones inoculados con este péptido presentaron un incremento
significativo de las células T CD4+Foxp3- en los dLN en comparacion con esta
poblacién celular cuantificada en los ndLN, el dia 9 del analisis (P<0.05) (figura 11).
Estos resultados sugieren que el péptido E18-3 induce un aumento de las células T
CD4+ efectoras in vivo. Ademas indican que el APL1 induce un incremento de células T
CD4+ con fenotipo regulador (274).

Los resultados que se representan en la figura 12 muestran como no hay variacion
significativa en la expresion de la molécula CD25 en todos los grupos de estudio
(P>0.05). El porcentaje de expresién de este marcador en la poblacion de células

CD4+Foxp3+ fue aproximadamente de 80 % en todos los casos.
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Figura 12. Porcentaje de

expresion del marcador CD25
T  sobre las células CD4+ Foxp3+
. aisladas del bazo y los linfonodos
de ratones BALB/c, después de
ser inoculados con el APL1 o el
E18-3 (E18), cuantificados por
citometria de flujo. Un grupo de
ratones se inocul6 con PBS
como control negativo del
ensayo. Las barras representan
el promedio de seis ratones
analizados por grupo de estudio
+ la desviacidon estandar. dLN:
linfonodos conectados con el sitio
de inoculacion. ndLN: linfonodos
no conectados con el sitio de
inoculacion. Para el analisis de
los datos se emplearon las
pruebas estadisticas Kruskal-Wallis y Dunn. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P>0.05).
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lll.2.4.1 ElI APL1 induce un incremento significativo de las células T reguladoras
con fenotipo CD4+CD25"9"Foxp3+ en ensayos ex vivo con PBMC aisladas de

pacientes con artritis reumatoide

Los resultados anteriores indicaron que el APL1 induce un incremento de células T
CD4+ con fenotipo regulador en ratones virgenes. La obtencion de un péptido que
induzca Treg en pacientes con AR tendria potencialidades terapéuticas excelentes para
esta enfermedad. Las Treg tienen una funcion fundamental en el mantenimiento de la
tolerancia periférica y la prevencion de las enfermedades autoinmunes (133, 134, 135).
En el caso de la AR, las Treg presentan un deterioro en sus funciones (175, 176)

Con el objetivo de evaluar si el APL1 tiene la posibilidad de inducir un incremento de
las células T CD4+ con fenotipo regulador en pacientes con AR, se utilizaron PBMC
aisladas de 13 pacientes con AR cuyas caracteristicas principales se describen en el
epigrafe I11.3 de Materiales y Métodos. La figura 13 ilustra el marcaje representativo de
las muestras correspondientes al paciente P8.

La frecuencia de las células T CD4+CD25""Foxp3+ en las PBMC que fueron
estimuladas con el APL1 (figura 13A) fue mayor al compararlas con el cultivo sin
estimulo peptidico (figura 13C). Por el contrario, la frecuencia de células T
CD4+CD25""Foxp3+ en las PBMC cultivadas con el péptido original E18-3 fue similar

54



Resultados

al de estas células sin estimulo (figura 13 B y C). Los datos primarios obtenidos para el

resto de los pacientes incluidos en este estudio se muestran en la tabla VI.
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Figura 13. Analisis por citometria de flujo de la induccion de células T reguladoras por el
péptido APL1 en ensayos ex vivo con PBMC aisladas de un paciente con AR. Las células se
estimularon durante cinco dias con 40 pg/ml de los péptidos APL1 o E18-3. Células sin
estimulo peptidico se usaron como control de los niveles basales en cada paciente.
Posteriormente, las células se marcaron con anticuerpos monoclonales de un Kit comercial
para el marcaje de Treg humanas. La region correspondiente a los linfocitos CD4+ fue
enmarcada de acuerdo al grado de expresion del antigeno CD25 (low o high). Foxp3 fue
representado sobre la poblacion celular previamente enmarcada en los diagramas de puntos
como CD4+ CD25"". La figura ilustra el marcaje representativo de un paciente (P8). A: células
estimuladas con el APL1. B: células estimuladas con el péptido E18-3. C: células sin estimulo
peptidico. El numero en negro representa el porcentaje de células T Foxp3+ del total de células
T CD4+CD25"",

Tabla VI. Porcentaje de Treg con fenotipo CD4+CD25"S"Foxp3+ inducidas por los
péptidos APL1 y E18-3 en pacientes con AR.

. W Celulas T % Células T
WCdulas T COACD25F qep 3+ CD4CD25Faxp3+
CO4CD2sF oxp 3+ E stimuladas con Estimulacks con &
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J Y
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Para confirmar el enriquecimiento de la poblacion de Treg con un fenotipo
CD4+CD25"9"Foxp3+ inducidas por el APL1 en cada individuo, se calculd el
incremento relativo de esta poblacion celular, cuando las PBMC se cultivaron con el
APL1 en comparacion con las PBMC que no se estimularon o las cultivadas con el
péptido original E18-3. Este analisis se efectud a partir de los datos que se muestran en
la trabla VI. Como indica la figura 14, en todos los casos, con excepcion del paciente
P7, se observd un incremento en la frecuencia de la poblacién celular estudiada de

mas de 1.5, cuando las PBMC se estimularon con el APL1.
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Figura 14. Incremento del porcentaje de las células T CD4+CD25""9Foxp3+ (cuantificados por
citometria de flujo) en los cultivos de PBMC aisladas de 13 pacientes con AR. Las PBMC se
estimularon durante cinco dias con 40 ug/mL de los péptidos APL1 o E18-3. Células sin
estimulo peptidico fueron usadas como control de los niveles basales en cada paciente (C-).
Las barras representan el promedio + la desviacidén estandar de tres réplicas independientes
por paciente.

La figura 15 representa los resultados del analisis de la induccion de Treg con fenotipo
CD4+CD25"9"Foxp3+ por el APL1 en los cultivos de las PBMC aisladas de los 13
pacientes con AR, en comparacién con el porcentaje de estas Treg obtenidos en los
cultivos estimulados con el péptido E18-3 y los cultivos sin estimulo peptidico. Como se
muestra en esta figura, existen diferencias estadisticamente significativas, entre los

cultivos estimulados con el APL1 y los que no recibieron estimulo peptidico (P<0.001).
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Sin embargo, no existen diferencias estadisticamente significativas entre los cultivos

estimulados con el péptido original y los cultivos sin péptido (P>0.05).

Figura 15. Anadlisis de la
induccion de Treg con fenotipo
CD4+CD25""Foxp3+ por el
APL1 en los cultivos de las
ab PBMC aisladas de los
A pacientes con AR, en
comparacion con los cultivos
estimulados con el péptido
E18-3 y sin estimulo peptidico.
ATA Las PBMC se estimularon
durante cinco dias con 40
A ug/mL de los péptidos APL1 o
E18-3. PBMC sin estimulo

i

i

id

% células T CD4+CD28hIghFoxpd+

0 T T T peptidico se usaron como
s 'y o control de los niveles basales
< §\’ Q’»@ en cada paciente (C-). El

analisis se efectu6 por

citometria de flujo. Se
representa la media de cada grupo + la desviacién estandar. El analisis estadistico entre
grupos se realizd con la prueba paramétrica ANOVA y las medias se compararon con la prueba
a posteriori de Tukey. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
P<0.0001.

Estos resultados nos indican que el APL1 induce incrementos significativos en el
porcentaje de Treg con fenotipo CD4+CD25"9"Foxp3+ en los cultivos de las PBMC
aisladas de pacientes con AR.

Se evalué ademas las potencialidades del APL1 para inducir Treg en cultivos de SFMC
aisladas de tres pacientes con AR. Los resultados de este experimento mostraron que
el APL1 tiende a inducir ex vivo un aumento en la frecuencia de células T
CD4+CD25""Foxp3+ provenientes del liquido sinovial de los tres pacientes analizados
(figura 16).

0e Figura 16. Analisis de la induccion de
45 aani | Treg con fenotipo CD4+CD25""Foxp3+
40 por el APL1 en los cultivos de las SFMC
35 T aisladas de tres pacientes con AR, en
comparacion con los cultivos estimulados
con el péptido E18-3 y sin estimulo
peptidico. Las SFMC se estimularon
durante cinco dias con 40 pg/mL del
151 APL1. SFMC sin estimulo peptidico se
101 usaron como control de los niveles
05 basales en cada paciente (C-). Las
barras representan el promedio + la
5 | o | o " | desviacién estandar de tres réplicas
independientes por paciente.

3.0
2.5 1
2.0

% células T CD4+CD25highFoxp3+

0.0
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I11.2.4.2 El APL1 no incrementa las Treg con fenotipo CD4+CD25""Foxp3+ en

ensayos ex vivo con PBMC aisladas de donantes sanos

Los experimentos anteriores indican que el APL1 induce Treg en los cultivos de las
PMBC aisladas de pacientes con AR. Con el objetivo de dilucidar si las Treg que induce
este péptido estan asociadas especificamente al curso de la AR, se analizé el efecto
que pudiera tener el APL1 sobre esta fraccion celular en los cultivos de PBMC aisladas
de donantes sanos. En este caso se conté con la participacion voluntaria de 8 donantes
cuyas caracteristicas principales se describen en el epigrafe 11l.3 de Materiales y
Métodos.

Los resultados de este analisis indicaron que no hubo diferencias significativas entre
las células estimuladas con los péptidos y las células cultivadas sin estimulo peptidico
(figura 17), para una P>0.05.

Figura 17. Efecto de los péptidos: APL1
y E18-3 sobre los niveles de células T
CD4+CD25""Foxp3+ (cuantificados por
citometria de flujo) en cultivos de PBMC
n aisladas de 8 donantes sanos. Las
PBMC se estimularon durante cinco
dias con 40 ug/mL de los péptidos APL1
— o E18-3. PBMC sin estimulo peptidico
se usaron como control de los niveles
basales en cada donante. Se
representa la media de cada grupo #* la
o desviacién  estandar. El analisis
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% células T CD4+CD25highFoxp3+
A
[]

" estadistico entre grupos se realizé con

0 ! ! ! la prueba paramétrica ANOVA vy las
(& \:\ %i‘-’ medias se compararon con la prueba a

vg Q," posteriori de Tukey. No se encontraron

diferencias significativas P>0.05.

Estos resultados indican que ninguno de los dos péptidos en las condiciones
analizadas modifican ex vivo la frecuencia de «células T con fenotipo
CD4+CD25"9"Foxp3+ provenientes de donantes sanos.

En la AR existe un reclutamiento preferencial de las Treg en las articulaciones
periféricas, lo cual disminuye el porcentaje de estas células en la sangre de los
pacientes (168,169). En este estudio, se realizd una comparacién de los niveles
basales de la frecuencia de células T con fenotipo CD4+CD25"%"Foxp3+ en las PBMC
cultivadas sin estimulo peptidico, entre los pacientes cubanos con AR y los donantes
sanos. Los resultados de la figura 18 indican niveles significativamente mas bajos en el

porcentaje de Treg para los pacientes que para los donantes sanos para una P<0.0001.
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Figura 18. Comparacién de los

= 15
= niveles basales de la frecuencia de
:_-‘ Treg (cuantificados por citometria
= a de flujo) en las PBMC aisladas de
= pacientes (P) con AR vy de
§10— . donantes sanos (DS). En este
o estudio se incluyeron 13 pacientes
p. b con AR y 8 donantes sanos. Se
O 5 representa la media de cada grupo
pn + la desviacion estandar. La
g d comparacion entre los dos grupos
- —.%.— u se realiz6 a través de la prueba
£ ¢ - . estadistica t-student independiente.
Q Letras  diferentes representan
09 diferencias estadisticamentes

significativas P<0.0001.

1.3 Evaluacion del efecto terapéutico del APL1 en dos modelos animales para la

artritis reumatoide.

IV.3.1 EL APL1 atenua la respuesta patogénica en el modelo de artritis inducida

por adyuvante

Los resultados anteriores fundamentan las potencialidades terapéuticas del APL1 para
el tratamiento de la AR, por lo que se evalud el efecto terapéutico del APL1 en el
modelo de AA en ratas Lewis, a través de dos vias de administracion: intradérmica y
subcutanea. Estudiamos dos vias de inoculacion ya que uno de los factores que influye
en los mecanismos de accion de los APLs y de los péptidos inmunogénicos es
precisamente la via de administracion (24,44)

Primeramente se evidencio que el péptido original y el APL-1 contienen dos epitopos
superpuestos que pudieran ser presentados por la molécula RT1.B', segun la
prediccion del programa MHC2PRED (273). Los resultados de esta prediccion se
muestran en la tabla VII.

Tabla VII. Resultados de la prediccion de epitopos para la molécula RT1.B' de las ratas Lewis, en el
péptido original E18-3 y el APL1, segun el programa MHC2PRED. En rojo se indican los
aminoacidos en posicion P1 y en azul los restantes aminoacidos del epitopo. El cambio efectuado
en el APL se resalta en negritas.

Péptidos Programa Epitopos
E18-3 MHC2PRED SIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEA
APL1 MHC2PRED SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA
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Los signos clinicos asociados con el desarrollo de la AA se hicieron evidentes en las
ratas a partir del dia 10, después de inducida la enfermedad. Inicialmente, estos signos
se mostraron como un ligero enrojecimiento e inflamacién de las extremidades
posteriores. Los signos clinicos en los animales del grupo placebo se acentuaron de
forma gradual hasta producir una severa inflamacién que alcanzé su punto maximo el
dia 21.

El parametro principal que se utilizé para la evaluacion clinica del efecto terapéutico de
los péptidos fue la medicion de los signos clinicos asociados a la artritis el dia 21,
segun una escala confeccionada para este fin, descrita en el epigrafe 111.6.2 del capitulo
de Materiales y Métodos. La administracion del APL1 por cualquiera de las dos vias,
provoco una reduccion significativa de los signos clinicos de la AA como muestra la
figura 19 (P<0.0001). En los grupos de animales tratados con el APL1, la puntuacion
clinica alcanzada ese dia fue de 4 puntos. En contraste, el grupo de animales enfermos
inoculados con PBS (grupo placebo) obtuvo 12 puntos. EI tratamiento con el péptido
original E18-3 muestra una tendencia a reducir los signos clinicos de la artritis, pero no
se observé diferencias estadisticas significativas en relacién con los animales del grupo

placebo.

—e— Grupol | Figura 19. Evaluacion
—=— Grupo2| de los signos clinicos
16 de la AA en las ratas
—4— Opo3 | onfermas y tratadas
—— Grupo4 | con los péptidos: E18-3
y APL1. El dia 10
posterior a la induccién
de la enfermedad, las
ratas se dividieron
aleatoriamente en
cuatro grupos de
tratamiento: Grupo 1:
ratas inoculadas con el
péptido E18-3 por via
intradérmica, Grupo 2:
ratas inoculadas con el
Dias posteriores alainduccién dela AA APL1 por via
intradérmica, Grupo 3:
ratas inoculadas con el APL1 por via subcutanea, Grupo 4: placebo, Grupo 5: ratas sanas. Los
valores graficados para los signos clinicos correspondiente a cada dia representan el promedio
por grupo de estudio + la desviacion estandar. El grafico representa los resultados de uno de
los tres experimentos realizados. El analisis estadistico entre grupos se realizé con la prueba
paramétrica ANOVA y las medias se compararon con la prueba a posteriori de Tukey. Letras
diferentes significan diferencias estadisticamente significativas para P<0.0001.

18

14

e GTRPOS

Signos Clinicos de la AA

61



Resultados

La figura 20 muestra una imagen de una rata representativa de cada grupo incluido en
este ensayo, tomada el dia 21. En esta figura se puede observar la puntuacién
adjudicada a la pata derecha trasera de cada rata. La figura 20 A corresponde a un
animal del grupo tratado con el péptido original E18-3, al cual se le asigno tres puntos
para la extremidad especificada. Las figuras 20 B y C corresponden a dos ratas
tratadas con el APL1 por via intradérmica y subcutanea, respectivamente, a la primera
se le asigno dos puntos y a la segunda un punto. En estos dos animales se puede
observar como mantienen el reflejo de extension en dicha extremidad, que se pierde en
el animal del grupo placebo (figura 20 D). Esta rata recibi6é cuatro puntos en cada una
de las extremidades debido a la inflamacién que presentaba. Para la evaluacion de los
signos clinicos se tomo6 como referencia a los animales del grupo sano, uno de ellos se

muestra en la figura 20 E.

Figura 20. Imagenes de una
rata representativa de cada
grupo, tomadas el dia 21
después de inducida la AA.
A: rata del grupo | (inoculada
con el péptido E18-3 por via
intradérmica). B: rata del
grupo Il (inoculada con el
APL1 por via intradérmica).
C: rata del grupo
(inoculada con el APL1 por
via subcutanea). D: rata del
grupo 1IV: (placebo). E: rata
del grupo V (sana).
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Como parte de este estudio también se realizd6 el analisis histopatolégico por
microscopia optica de la articulacion correspondiente al tobillo de la pata derecha
trasera, de cuatro ratas sacrificadas por grupo el dia 21 después de inducida la AA.

Se encontré una estrecha correspondencia entre los resultados obtenidos durante la
evaluacion clinica y el analisis histopatologico. Las cuatro ratas del grupo placebo
alcanzaron grado 3 en la escala confeccionada para medir el dano histopatoldgico,
descrita en el epigrafe 111.6.5 de materiales y métodos. Por su parte, de las ratas
tratadas con el péptido original una obtuvo grado dos y las restantes obtuvieron grado
tres. En contraposicion, las ratas del grupo Il (inoculadas con el APL1 por via
intradérmica) presentaron dafos articulares muy ligeros. Las ratas correspondientes al
grupo lII (inoculadas con el APL1 por via subcutanea) no presentaron ninguna
alteracion histopatologica al igual que las ratas sanas. Estos resultados se muestran en
la tabla VIII.

Tabla VIII. Analisis histopatolégico de las articulaciones de las ratas tratadas con el péptido
E18-3 o el APL1, de las ratas enfermas no tratadas y de las ratas sanas.

grado de dafio

Grupos anirmal histopatoldgico
I 1 3
tratamiento con el péptido E18-3 2 2
[via intradérmica) 3 3
4 3
1 1 0
tratamiento con el APL1 2 1
[via intradérmica) 3 1
4 0
1l 1 1]
taratamienta con el APL1 2 0
(via subcutanea) 3 0
4 0
[ 1 3
Placebo 2 3
3 3
4 3
W 1 1]
Sanas 2 0
3 1]
4 1]
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Los resultados del analisis histopatolégico quedan ilustrados en la figura 21. La figura
21D corresponde a una imagen de microscopia Optica de una seccion articular de un
animal del grupo placebo. El pannus invade todo el espacio intra-articular, asi como se
evidencia la erosion del cartilago y el hueso. Esta imagen representa al grado tres en la
escala que mide el dafio histopatoldgico. La figura 21 B pertenece a un animal del
grupo tratado con el APL1 por via intradérmica (grado uno). La figura 21 C corresponde
a un animal del grupo tratado con el APL1 por via subcutanea (grado cero), esta
imagen es muy similar a la del animal sano (21 E), en ambas se puede observar que el
espacio intra-articular esta bien definido, no se observa la presencia de pannus y no
hay ninguna evidencia de degradacién del cartilago o el hueso. La figura 21 A
corresponde a un animal del grupo tratado con el péptido E18-3 (grado dos), en esta se

observa el pannus que invade el cartilago y el hueso.

AGrado 2 B Grado 1 C Grado 0

D Grado 3 E Grado 0

Figura 21. Imagenes correspondientes a la microscopia 6ptica de una seccién de la articulacion
de un animal representativo de cada grupo. A: rata del grupo | (inoculada con el péptido E18-3
por via intradérmica). B: rata del grupo Il (inoculada con el APL1 por via intradérmica). C: rata
del grupo Il (inoculada con el APL1 por via subcutanea). D: rata del grupo IV: (placebo). E: rata
del grupo V (sana). Tincidon hematoxilina-eosina. Magnificacién original de 10 X. El: Espacio
Intra-articular; H: Hueso; C: Cartilago; P: pannus. Se representa ademas el grado asignado a
cada imagen de acuerdo a la escala confeccionada para medir el dafio histoldgico.
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Con el objetivo de analizar si el efecto terapéutico del APL1 en el modelo de AA esta
asociado con un aumento de la frecuencia de Treg, se determind la variacion de estas
células con fenotipo: CD4+CD25""Foxp3+ en el bazo de tres ratas sacrificadas por
grupo de tratamiento el dia 21. Las figuras 22A y 22B ilustran el marcaje representativo
de las muestras correspondientes a una rata del grupo tratado con el APL1 por via

subcutanea y una del grupo placebo, respectivamente.

Figura 22. (A-B)
Analisis por
B7% citometria de flujo de
los esplenocitos
marcados con AcM
para CD4, CD25 y
Foxp3. Los datos
- - corresponden a una
T T T T rata del grupo tratado
IR T ST BT R con el APL1 por via
B1 i B2 subcutanea (A) y una
¢ 104 = del grupo placebo
43% (B), sacrificadas el
s dia 21. En los
diagramas de puntos
sobre la poblacion de
10 linfocitos CD4+ se
enmarco la poblacién
& a0 s o w+ correspondiente  a
CD4-FITC CD25"" como R2
10 (A1 y B1), sobre la
a cual fue enmarcada
a la region
correspondiente a
Foxp3 como R4 (A2
y B2). Los numeros
representan el
porcentaje de células
T Foxp3+ del total de
células T
CD4+CD25"".  (B)
Porcentaje de células
. T que expresan el
fenotipo CD4+ CD25"9" Foxp3+ aisladas del bazo. Los valores representados corresponden al
promedio de tres ratas analizadas por grupo de estudio + la desviacion estandar. Grupo I: ratas
inoculadas con el péptido E18-3 por via intradérmica, Grupo Il: ratas inoculadas con el APL1
por via intradérmica. Grupo lll: ratas inoculadas con el APL1 por via subcutanea, Grupo IV:
ratas enfermas sin tratamiento. Para el analisis de los datos se emplearon las pruebas
estadisticas Kruskal-Wallis y Dunn. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05).
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En este analisis promediamos el porcentaje de Treg con fenotipo CD4+CD25"9"Foxp3+
en cada grupo de tratamiento. Los resultados revelaron un incremento significativo de
esta poblacién celular en las ratas tratadas con el APL1 por las dos vias de inoculacion
estudiadas, en comparacioén con el grupo placebo (P<0.05). Por el contrario en el grupo
de ratas tratada con el péptido original el porcentaje de Treg con fenotipo
CD4+CD25"9"Foxp3+ fue similar al encontrado en el grupo placebo (figura 22C).

En la patogénesis de la AR el TNF-a tiene un papel crucial (62), asi como en el modelo
de AA (190). Los cambios en los niveles de esta citocina fueron cuantificados en los
sobrenadantes de cultivo de las células mononucleares aisladas del bazo de tres ratas
sacrificadas por grupo de estudio el dia 21 después de inducida la enfermedad.

Los niveles del TNFa disminuyeron significativamente en las ratas tratadas con el APL1

por ambas vias, en comparacién con los del grupo placebo (P<0.05) (figura 23).

1200 a4
ab

1000

800 b

600

TNF-a (pg/mL)

400

200

0 T T T
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV

Figura 23. Cuantificacion de los niveles del TNFa el dia 21 después de inducida la AA. Las
células mononucleares fueron aisladas del bazo y estimuladas in vitro con 40 ug/mL del péptido
correspondiente al grupo de tratamiento por 24 horas. EI TNFa en el sobrenadante se
determind por un ELISA comercial. Grupo |: ratas inoculadas con el péptido E18-3 por via
intradérmica, grupo Il: ratas inoculadas con el APL1 por via intradérmica, grupo lll: ratas
inoculadas con el APL1 por via subcutanea, grupo IV: ratas del grupo placebo. Las barras
representan el promedio + la desviacidon estandar de tres réplicas a partir de tres animales por
grupo. Para el analisis de los datos se emplearon las pruebas estadisticas Kruskal-Wallis y
Dunn. Letras diferentes significan diferencias estadisticamente significativas para P<0.05.

La IL-10 es una citocina con funciones inmunosupresoras que participa en el control de
los procesos autoinmunes (275). Ulmansky y col. encontraron altos niveles de esta
citocina en la fase de remisién del modelo de AA (276). Por otra parte, otros autores
hallaron en este modelo un aumento de la IL-10, después del tratamiento con péptidos

derivados de la HSP60 (26,32) y con fragmentos de DNA derivados de esta proteina
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(27). Sin embargo, no encontramos variacion en los niveles de esta citocina entre los
diferentes grupos estudiados (P>0.05), como se muestra en la figura 24. La

cuantificacion de los niveles de IL-10 se realizd de forma similar a la del TNF-a.

80 -
Z60 |
g T
Sl F
-
— 20
0 . . . .
Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV

Figura 24. Cuantificacion de los niveles de IL-10 el dia 21 después de inducida la AA. Las
células mononucleares fueron aisladas del bazo y estimuladas in vitro con 40 ug/mL del péptido
correspondiente al grupo de tratamiento por 24 horas. La IL-10 en el sobrenadante se
determiné por un ELISA comercial. Grupo |: ratas inoculadas con el péptido E18-3 por via
intradérmica, grupo II: ratas inoculadas con el APL1 por via intradérmica, grupo lll: ratas
inoculadas con el APL1 por via subcutanea, grupo IV: ratas enfermas sin tratamiento. Las
barras representan el promedio + la desviacion estandar de tres réplicas a partir de tres
animales por grupo. Para el anadlisis de los datos se emplearon las pruebas estadisticas
Kruskal-Wallis y Dunn. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05).

l.3.2 EL APL1 atenua la respuesta patogénica en el modelo de artritis inducida

por colageno

Los resultados anteriores demostraron un buen efecto terapéutico del APL1 en el
modelo de AA. En este modelo la enfermedad es mediada por células T y la respuesta
principal es hacia la HSP60 (45). Al ser el APL1 derivado de la HSP60, se imponia la
evaluacion de este péptido en otro modelo animal para AR, en cuya induccion esta
proteina no sea primordial. Con este objetivo se escogié el modelo de AIC, en el cual la
artritis es inducida con CIll. Ademas, este modelo reune una serie de caracteristicas
que lo convierten en el modelo de referencia para los estudios de AR (189).

Previamente, evidenciamos que el APL1 contiene un epitopo que pudiera ser

presentado por la molécula IA% presente en los ratones DBA-1, segun la prediccién del
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programa RANKPED (270,271 ). El resultado de dicha prediccion se muestra en la
tabla IX.

Tabla IX. Resultados de la prediccion de epitopos para la molécula 1A% de las ratones DBA-1
en el APL1, segun el programa RANKPED. En rojo se indican los aminoacidos en posicién P1
y en azul los restantes aminoacidos del epitopo.

Péptido Programa Epitopo

APL1 RANKPED SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA

El efecto terapéutico del APL1 en el modelo de AIC se comparé con el MTX, que es el
medicamento de primera linea para el tratamiento de la AR (277). Usualmente, la
evaluacion terapéutica de un nuevo farmaco para la AR en un modelo animal, conlleva
una comparacion con el MTX. Los signos clinicos asociados con el desarrollo de la
artritis en este modelo se hicieron evidentes a partir del dia 26, después de inducida la
enfermedad. Inicialmente, estos signos se mostraron como un ligero enrojecimiento e
inflamacién de los dedos de alguna extremidad de los ratones. Los signos de la AIC en
los animales del grupo placebo se acentuaron de forma progresiva hasta producir una
severa inflamacion en las cuatro extremidades. La evaluacion de los signos clinicos de
los ratones de este grupo fue de mas de seis puntos a partir del dia 31 como se
muestra en la figura 25.

Figura 25. Evaluacion de

los signos clinicos de la
14 +—G1  AIC en los ratones. Los

G2 valores para los signos
12 T — —a—G3 Clinicos representan el
= T T T promedio de los 12
; 10 _ I . a = ratones por grupo de
2 8 T T Pe—a —*—G5 | estudio + la desviacion
2 . . F o= 5 | estandar. G1: animales
= ablap b enfermos inoculadas
E b b4 con PBS (placebo), G2:
E b b b animales tratados con el
s 2 APL1, G3: animales
0 N % %y oy tratados con MTX, G4:
. ' - - ' animales tratados con la

20 25 30 35 40 45 50

combinacién APL1 'y
Dias posteriores a la induccion de 1a AIC MTX, G5: ratones sanos

sin  tratamiento.  El
grafico representa los resultados de uno de los dos experimentos realizados. El analisis estadistico
entre grupos se realizd con la prueba paramétrica ANOVA y las medias se compararon con la
prueba a posteriori de Tukey. Letras diferentes significan diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos para P<0.05.

En este estudio, el parametro principal que se utilizé para la evaluacion clinica del

efecto terapéutico del APL1 y el MTX fue la medicién de los signos clinicos asociados
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a la artritis los dias: 34, 37, 40, 43 y 46, segun una escala confeccionada para este fin
descrita en el epigrafe 111.6.2 del capitulo de Materiales y Métodos.

La administracion simultanea del APL1 y el MTX, redujo significativamente la severidad
de la AIC a partir del dia 34 después de inducida la enfermedad, con respecto a los
animales del grupo placebo (P<0.05). El tratamiento individual con el APL1 como con el
MTX provocé una reduccion significativa de los signos clinicos de la AIC en
comparacion con el grupo placebo, a partir del dia 37 (P<0.05). Entre los grupos de
animales tratados con el péptido, con el MTX o la combinaciéon no hubo diferencias
significativas en la puntuacion clinica que obtuvieron (figura 25).

La figura 26 contiene imagenes de un ratdn representativo de cada grupo, tomadas el
dia 46 después de inducida la AIC. En la 27A se muestra un animal perteneciente al
grupo | (placebo) donde se puede observar el grado de inflamacion y la deformidad de
las patas, lo cual le impide la movilidad y le afecta la locomocion. Las figuras 27B, 27C
y 27D muestran ratones de los grupo Il (tratado con el APL-1), grupo Il (tratado con
MTX) y IV (tratado con el APL1 y MTX), respectivamente. Nétese que el grado de

inflamacién en las extremidades de estos ratones es muy ligero.

69



Resultados

Figura 26. Imagenes de ratones con AIC el dia 46 después de inducida la enfermedad. A: ratén
del grupo | (placebo), B: ratén del grupo Il (tratado con el APL1), C: raton del grupo Il (tratado
con MTX), D: ratén del grupo IV (tratado con la combinacion APL1 y MTX).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con el APL1, el MTX y la combinacion
reducen significativamente la severidad de la AIC en los ratones.

La evaluacion de los signos clinicos de la AIC fue complementada con el analisis
histopatolégico de las articulaciones de cuatro ratones sacrificados por grupo de
estudio, el dia 46 después de inducida la enfermedad. Los animales del Grupo V

(sanos) no presentaron alteraciones histoldgicas en las articulaciones. En contraste, los
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ratones del Grupo | (placebo) presentaron las alteraciones histolégicas caracteristicas
de la enfermedad. Los cuatro animales de este grupo presentaron grado 3. Los ratones
tratados con el APL1 y/ o el MTX presentaron dafos histopatologicos articulares leves.

Los resultados del analisis histologico se representan en la tabla X. Estos resultados
concuerdan con la evaluacion clinica y confirmaron el efecto terapéutico del APL1, ya

sea administrado de forma individual o combinado con el MTX.

Tabla X. Analisis histopatolégico de las articulaciones de los ratones tratados con el
péptido APL1 y/o MTX, de los ratones enfermos no tratados y de los ratones sanos.

grado de dafio

Grupos animal histopatoldgico
I 1 3
Flacebo 2 3
3 3
4 3
I 1 1
tratamiento con el APLT 2 a
3 o
4 2
Il 1 a
tratamiento con MTX 2 1
3 2
4 a
[+ 1 a
tratamiento con el APLT y MTX 2 a
3 1
4 a
Y 1 a
Sanas 2 a
3 a
4 a

Los resultados del analisis histopatoldégico quedan ilustrados en la figura 27. En la

figura 27A se muestra una imagen de la articulacion de un animal del grupo sano,

donde se puede observar el espacio intra-articular bien definido asi como el cartilago y

el hueso intactos. En la figura 27 B se muestran los danos articulares en uno de los

ratones del grupo placebo (grado 3). En las figuras 27 C, D y E se muestran imagenes
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de las articulaciones de animales representativos de los grupos tratados con el APL-1,
el MTX y con ambos, respectivamente, en los cuales se denota que los dafios

histolégicos en las articulaciones son leves.

A B C
&rado 0 &rado 3 &rado 0

b E
&rado 1 Grado 1
Figura 27. Imagenes correspondientes a la microscopia optica de una seccion de la articulacion
de un animal representativo de cada grupo. A: sano. B: placebo. C: tratado con el APL1. D:
tratado con MTX. E: tratado con la combinacion APL1 y MTX. Tincion hematoxilina-eosina.
Magnificacion original de 10 X. El: Espacio Intra-articular; H: Hueso; C: Cartilago; P: pannus.

Se representa ademas el grado asignado a cada imagen de acuerdo a la escala confeccionada
para medir el dafio histologico.

Las Treg son importantes en la patogénesis de la AIC. La inmunizacién de los ratones
DBA-1 con CII provoca que las Treg pierdan en parte su actividad supresora (278).

Previamente, demostramos que el tratamiento de las ratas con el APL1 en el modelo
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de AA aumenté el porcentaje de las Treg en el bazo. Igualmente se analiz6 la variacion
en la frecuencia de Treg con fenotipo CD4Foxp3™ en tres ratones de cada grupo de
tratamiento, sacrificados el dia 46 después de inducida la AIC. Las figuras 28A y 28B
ilustran el marcaje representativo de las muestras correspondientes a un raton del

grupo tratado con la combinacion APL1 y MTX y un ratén del grupo placebo,

respectivamente.
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Figura 28 (A-B) Analisis por citometria de flujo de los esplenocitos marcados con los
anticuerpos monoclonales para CD4 y Foxp3. Los datos corresponden a un ratén del grupo
tratado simultaneamente con el APL1 y MTX (A) y a un ratén del grupo placebo (B). La region
representada como R4 en los diagramas de puntos corresponde a las células dobles positivas
para ambos marcadores. Los numeros representan el porcentaje de células T Foxp3+ del total
de células T CD4+. (C) Porcentaje de células T que expresan el fenotipo CD4+ Foxp3+
aisladas del bazo de los ratones sacrificados el dia 46 después de inducida la AIC. Las barras
representan el promedio de tres ratones analizados por grupo de estudio + la desviacién
estandar. Grupo 1: animales enfermos inoculados con PBS (placebo), Grupo 2: animales
tratados con el APL1, Grupo 3: animales tratados con MTX, Grupo 4: animales tratados con la
combinacion del APL1 y MTX. Para el analisis de los datos se emplearon las pruebas
estadisticas Kruskal-Wallis y Dunn. Letras diferentes significan diferencias estadisticamente
significativas para P<0.05.
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En este analisis promediamos el porcentaje de Treg con fenotipo CD4+Foxp3+ en cada
grupo de tratamiento. Los resultados mostraron que el tratamiento de los animales con
la combinacion del APL1 y el MTX incrementa significativamente el porcentaje de Treg
con fenotipo CD4+Foxp3+ respecto al grupo placebo, al grupo tratado con el APL1 y al
tratado con MTX (P<0.05) (figura 28 C ).

En este experimento no encontramos variacion significativa en la expresion de la
molécula CD25 entre los grupos de estudio (P>0.05). El porcentaje de expresion de
este marcador en la poblacion de células CD4+Foxp3+ fue aproximadamente de 75 %
en todos los casos

El TNFa esta también involucrado en la patogénesis de la AIC (279). En este ensayo
se cuantificaron los niveles de esta citocina en el suero de tres animales de los
sacrificados por grupo el dia 46, después de inducida la enfermedad. Tanto el
tratamiento con el APL1 o con el MTX, asi como la combinacién de estos disminuyeron
significativamente los niveles de TNFa con relacion al grupo placebo. Por otra parte, los
tratamientos con el MTX y con la combinaciéon disminuyeron significativamente los
niveles de TNFa respecto al grupo de animales tratados con el APL1, para una P<0.05
(figura 29). No se observaron diferencias entre los grupos de animales tratados con el

MTX o su combinacion con el APL1 y los animales sanos (P>0.05).
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Figura 29. Cuantificacion de los niveles del TNFa el dia 46 después de inducida la AIC. Los
niveles de esta citocina se cuantificaron por ELISA a partir del suero de cada animal. Las
barras representan el promedio + la desviacidon estandar de tres réplicas a partir de tres
animales por grupo. Grupo |: animales enfermos inoculadas con PBS (placebo), Grupo II:
animales tratados con el APL1, Grupo lll: animales tratados con MTX, Grupo IV: animales
tratados con la combinacion APL1 y MTX, Grupo V: ratas sanas sin tratamiento. Para el analisis
de los datos se emplearon las pruebas estadisticas Kruskal-Wallis y Dunn. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas P< 0.05.
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IV. Discusion

A partir de la década de los 90 del siglo pasado, se ha progresado notablemente en la
comprension de los mecanismos moleculares que median el curso de la AR. Estos
conocimientos sirvieron de base para la generacién de varios farmacos incluidos en la
denominada terapia bioldgica. Dentro de esta terapia, los farmacos dirigidos a interferir
las funciones del TNFa son considerados los mas exitosos (18). Sin embargo, los
inhibidores del TNFa presentan un conjunto de reacciones adversas (20,21) y
aproximadamente el 50 % de los pacientes no responden al tratamiento (19).

El reto principal en la obtencién de nuevos farmacos para la AR esta en el desarrollo de
estrategias terapéuticas que inhiban las células T CD4+ involucradas en la patogénesis
de la enfermedad, sin afectar al resto de las células T y de otras que forman parte de la
respuesta inmune innata y adquirida.

El concepto terapéutico presentado en este trabajo esta basado en la induccion de
tolerancia periférica, a través del uso de un APL derivado de la HSP60 humana. Esta
estrategia se dirige precisamente a atenuar la actividad de las células T CD4+
involucradas en la respuesta autoinmune patoldgica. Por tanto, no debe causar la
marcada inmunosupresion que generan las terapias biolégicas actuales
(280,281,282,283).

La estrategia que proponemos se basa en la posibilidad de manipular las propiedades
intrinsecas de ligandos peptidicos, identificados como epitopos de células T para
alterar apropiadamente el curso de la respuesta autoinmune e inducir tolerancia
periférica.

Para el disefio de los APLs, entre todas las moléculas identificadas como
autoantigenos en la AR, se seleccioné la HSP60, debido a varias caracteristicas de
esta proteina:

- La HSP60 es considerada como un autoantigeno, que esta involucrado en la
patogénesis de varias enfermedades autoinmunes como: AR, artritis idiopatica juvenil,
diabetes tipo | y la enfermedad de Cronh (25).

-La familia de las HSPs agrupa a las proteinas mas conservadas en la escala evolutiva,
sin embargo son muy inmunogénicas de una especie a otra (29).

- La HSP60 puede ser usada como un inductor de AR en el modelo de AA. Pero, la
inmunizacion de las ratas con un epitopo conservado de esta proteina, aumenta la

resistencia a una posterior induccion de la enfermedad (26).
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- La presencia de anticuerpos y células T que reconocen a la HSP60 en pacientes con
artritis idiopatica juvenil oligoarticular, se asocia con la remision total de la enfermedad
(284).

-Los seres humanos estamos en contacto repetidos con esta proteina, por ejemplo:
durante las infecciones, vacunaciones y en la convivencia con las bacterias
comensales. Estos contactos pudieran inducir una respuesta inmune reguladora hacia
este antigeno (29).

Por ultimo, varios autores han planteado que péptidos derivados de la HSP60 pueden
tener un papel en la amplificacion de los procesos autoinmunes fisioldgicos
(30,285,286). Estos péptidos pudieran ser identificados como una sefal de peligro e
inducir una respuesta inflamatoria fisiolégica, que contribuye a la eliminacién del
patdgeno. Pero a su vez, pudieran inducir clones de células T con funcién reguladora
(287).

A partir de la secuencia de la HSP60, con el uso del programa Proped, identificamos
una nueva region con posibles epitopos de células T ubicado hacia la region N-
terminal de la proteina. Los ensayos in vitro corroboraron los resultados de la
prediccion, ya que demostraron que el péptido era capaz de inducir la proliferacion de
células T CD4+ provenientes de tres donantes sanos y aumentar significativamente los
niveles de las citocinas TNFa e IFNy en los cultivos de PBMC aisladas de pacientes
con AR. Estos hechos sugieren que este péptido induce un fenotipo TH1 en las células
T CD4+ presentes en los cultivos de PBMC aisladas de los pacientes.

Es de esperar que este péptido pudiera inducir tolerancia en pacientes con AR. Lograr
este efecto depende fundamentalmente de la dosis, la frecuencia y la via de
administracion del antigeno. La via mas apropiada es la oral, debido a las
caracteristicas de las APCs presentes en el intestino delgado (236,237,238). Varios
ensayos clinicos se han ejecutado con el uso de autoantigenos por via oral para el
tratamiento de la AR y otras enfermedades autoinmunes, pero los resultados obtenidos
no han demostrado una mejoria significativa en los pacientes (231,232,233,288,289).
Contrario a estos resultados, Koffeman y col. concluyeron con resultados satisfactorios
un ensayo clinico (fase Il) con un péptido derivado de la HSP40 de E. coli, administrado
por via oral a pacientes con AR. En este caso, el péptido fue formulado en condiciones
tales que evade la degradacion gastrica y es liberado en el intestino. Este péptido fue

clasificado como un TH1 antes del ensayo clinico, ya que en ensayos ex vivo con
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PBMC aisladas de pacientes con AR aumenta significativamente los niveles de IL-2 e
IFNy (24).

En el CIGB no contamos con el desarrollo de formulaciones que permitan la liberacién
entérica de los péptidos. Por otra parte, inducir tolerancia en pacientes con un péptido
TH1 variando la dosis o la frecuencia de administracion, pudiera ser engorroso ya que
es dificil extrapolar los resultados que pudiéramos obtener en los modelos animales
hacia el tratamiento de pacientes. Uno de los factores fundamentales que influyen en
este hecho, es el polimorfismo de las moléculas HLA clase II.

Tomando en consideracion estos factores, decidimos explorar el concepto de induccién
de tolerancia con APLs y no con el péptido original. Estos ligandos peptidicos
modificados, permiten modular el curso de la respuesta por diversos mecanismos. En
el caso de las enfermedades autoinmunes, lo apropiado seria un APL que actie como
un agonista parcial o antagonista del epitopo original de células T (249). Las células T
CD4+ son activadas por un determinado antigeno peptidico cuando lo reconocen al ser
presentado por las APC competentes. No obstante, si estas células T CD4+ se
encuentran primero con una forma diferente del antigeno en el que los residuos que
contactan con el TCR o con la molécula MHC clase |l estan ligeramente alterados,
puede modificarse la cascada de eventos intracelulares para la activacion del linfocito
en cuestion, llevandolo a un estado de inactivacién (39). Otro mecanismo que puede
mediar un APL es la induccién de Treg (35,44).

Clinicamente, el ejemplo representativo del uso de los APLs, lo constituye el
Copaxone® en el tratamiento de la esclerosis multiple. Este farmaco se considera un
APL segun su mecanismo de accion (250, 251, 252).

Disefiamos tres APLs a partir del epitopo de células T identificado. Se realizaron
solamente uno o dos cambios en los posibles sitios de contacto del péptido con la
molécula HLA clase Il, con el objetivo principal de obtener un APL que modificara el
patrén TH1 que induce el péptido original en los experimentos ex vivo con las PBMC
aisladas de pacientes con AR.

En el disefio de nuestros APLs se tuvo en cuenta también que estos pudieran ser
presentados por todas las moléculas HLA clase Il relacionadas con la AR que se
incluyeron en el estudio. La AR es una enfermedad multifactorial donde el componente
genético es importante. Desde la década de los 80 se demostré una asociaciéon entre
varios alelos de la molécula HLA clase Il y el desarrollo de la enfermedad (83). Cuando

identificamos el epitopo de células T derivado de la HSP60, hubo dos alelos (de los 6
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incluidos en el estudio) de la molécula HLA clase Il que de acuerdo a la prediccion no
eran capaces de presentar este péptido. La obtencién de un candidato terapéutico que
pudiera ser presentado por un grupo amplio de moléculas HLA clase Il tiene
importancia desde el punto de vista practico, ya que permitiria tratar un mayor niumero
de pacientes. Previamente se comprobd que los pacientes expresaban los alelos
incluidos en el andlisis, a través del genotipaje de las moléculas HLA clase II.

Los tres APL que se disefiaron podian ser presentados por los seis alelos DR de la
molécula HLA clase Il incluidos en el estudio, segun la prediccién del programa Proped.
Sin embargo, el APL3 perdio6 la probabilidad de ser presentado por dos de los alelos,
cuando la prediccion se repitié fijando un umbral mas restrictivo (2%), con el objetivo de
reducir los falsos positivos y aumentar la confiabilidad de la prediccién. Por lo cual
descartamos este péptido. Los APL1 y 2 mantuvieron la probabilidad de ser
presentados por todos los alelos aun en condiciones de mayor exigencia.

El APL2 tuvo un efecto similar al péptido nativo sobre la proliferacién de células T CD4+
aisladas de tres donantes sanos (figura 10). Por su parte el APL1 no tuvo ningun efecto
sobre la proliferacion de dichas células. El cambio efectuado en el APL1 pudo provocar
que las APC utilizadas en el ensayo no lo presentaran a las células T CD4+ o que se
convirtiera en un ligando nulo.

Otra posibilidad es que el cambio del Asp18 por Leu en el APL1 originara un epitopo
que pudiera ser reconocido por células T CD4+ con fenotipo regulador. De acuerdo con
estos resultados se continu6 solamente la evaluacion del APL1.

Al inocular ratones BALB/c con el APL1 comprobamos que este indujo un incremento
significativo de células T CD4+Foxp3+, potencialmente supresoras, en el bazo y los
dLN (figura 11). Contrario a las Treg humanas, la expresion de Foxp3 correlaciona con
la actividad supresora de las Treg en ratones, independientemente de la expresion del
marcador CD25 (274).

Por el contrario, el péptido original aumenté el porcentaje de células T CD4+ efectoras
en los ratones. Segun la prediccion efectuada a través de los programas RANKPED
(270,271) y MHCPRED (272) ambos péptidos contienen epitopos que pudieran ser
presentados por la molécula IA® de los ratones BALB/c. El cambio efectuado en el
APL1 crea un nuevo epitopo, segun el programa RANKPED, y dos nuevos epitopos
segun el programa MHCPRED para la molécula IA°.

Los resultados obtenidos en los ratones BALB/c sugieren que la modificacion efectuada

en el péptido nativo origind un epitopo capaz de inducir Treg. Estos resultados indican
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posibilidades terapéuticas para el APL1 en el tratamiento de las enfermedades
autoinmunes, ya que las Treg son capaces de reducir la inflamacion e inducir tolerancia
(135,143).

Por otra parte, estudios recientes han informado sobre alteraciones en la frecuencia de
las Treg en el curso de la AR (169). Asi como el reclutamiento de estas hacia el sinovio
inflamado de los pacientes y afectaciones en sus funciones supresoras (175). Existen
trabajos que demuestran que las funciones supresoras de las Treg pueden restaurarse
en los pacientes con AR, después del tratamiento con infliximab (290). Este hallazgo
sin dudas fortalecié el mecanismo de accion de los farmacos anti-TNF. Sin embargo,
fue encontrado solo para los pacientes que responden al tratamiento. Obtener un
farmaco que induzca Treg con accién supresora para el tratamiento de AR, pero que no
afecten otras células que intervienen en la respuesta inmune, seria muy ventajoso.

En nuestro trabajo encontramos que el APL1 induce incrementos en la frecuencia de
célula T con fenotipo regulador CD4+CD25"%"Foxp3+ en los cultivos de las PBMC
aisladas de pacientes con AR. Este efecto lo hallamos en los cultivos de las PBMC
provenientes de 12 de los 13 pacientes analizados. En el unico caso que no
encontramos este resultado fue en la paciente 7 (figura 14). Esta paciente se
encontraba en la semana 11 de gestacién y no presentaba ningun signo ni sintoma de
la enfermedad. Hay varios estudios en la literatura que demuestran que el embarazo
modifica el curso de la AR en las pacientes (291,292,293).

El APL1 induce Treg en los cultivos de las PBMC aisladas de pacientes con AR, en
comparacion con los cultivos estimulados con el péptido original y los no estimulados
(figura 15). Aunque nos queda por dilucidar si las Treg que induce el APL1 tienen
actividad supresora, estos resultados avalan las potencialidades terapéuticas del APL1
ya que el aumento de las Treg en la periferia puede contribuir significativamente a
restaurar la tolerancia que se pierde durante el curso de la AR. En nuestro estudio
encontramos resultados que indican niveles significativamente mas bajos en el
porcentaje de Treg derivadas de la sangre de los pacientes con AR en comparacion
con los donantes sanos (figura 18). Estos resultados coinciden con los encontrados por
los grupos de Jiao y Cao (171,175).

La AR, como muchas enfermedades autoinmunes, cursa con periodos de actividad/
remisién (3). Es posible que los periodos de remisidn sean mediados por Treg
especificas hacia epitopos autoantigénicos, dentro de los cuales pueden estar

determinados péptidos de la HSP60 (286). Con el objetivo de tener una aproximacion
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del mecanismo de accion del APL1 y comprobar si las Treg que induce este péptido
son especificas para la AR, analizamos la capacidad de este para inducir Treg en
cultivos de PBMC aisladas de donantes sanos. Comprobamos que el APL1 no induce
incrementos significativos en la frecuencia de Treg en los cultivos de las PBMC
aisladas de donantes sanos (figura 17). Estos resultados pueden parecer
contradictorios con los encontrados por Zanin-Zhorov y col. Estos autores comprobaron
en ensayos in vitro que la HSP60 y un péptido derivado de ella potencian la actividad
supresora de Treg con fenotipo CD4+CD25+, sobre células T CD4+CD25- aisladas de
donantes sanos. Este efecto es mediado por la sefalizacion a través del TLR2 de las
Treg. Pero para lograr este efecto es necesario que ambos tipos de células T CD4+
sean fuertemente estimuladas a través de sus TCRs (187). En nuestros ensayos
usamos como estimulo solamente el APL1. Previamente habiamos comprobado que el
APL1 no induce proliferacién de células T CD4+ aisladas de donantes sanos, donde
predominan las células T efectoras, por lo que inferimos que no representa un estimulo
fuerte para esta poblacion celular. Otra posibilidad podria ser que el mecanismo que
media la induccion de las Treg por el APL1 no es a través del TLR2 o que en nuestras
condiciones de cultivo no existan las fuentes 6ptimas de IL-2 necesarias para la
expansion de las Treg. Esta bien establecido que la expansién de las Treg in vitro es
dependiente de la sefalizacién por el receptor de IL-2 (135).

Hay un conjunto de evidencias en la literatura cientifica que fundamentan que la HSP60
controla la actividad de las células T a través de mecanismos dependientes del TCR.
Por ejemplo, la vacunacién con epitopos de la HSP60 activa Treg especificas, que
atenuan la respuesta de las células T efectoras a varios autoantigenos asociados con
la diabetes tipo | (insulina, descarboxilasa del acido glutamico y la propia HSP60). Este
efecto es mediado por un cambio de la secrecion de IFN y a IL-10 (294).

Otro mecanismo que explica como la HSP60 contribuye a la disminucion de la
inflamacién argumenta que péptidos derivados de la Hsp60 pueden ser presentados
por células T efectoras activadas a Treg, las cuales pueden provocar la disminucién de
los efectos proinflamatorios de las células T efectoras tanto in vitro como in vivo. En
este caso el mecanismo es mediado por el TCR (186). La induccion de Treg por el
APL1 se encontré para las PBMC aisladas de pacientes, donde la activacién de las
células T efectoras es marcada debido a la inflamacion. En estos momentos no
tenemos ninguna evidencia experimental que nos indique que las propias células T

CD4+ efectoras actuen como presentadoras del APL1 y activen a las Treg, pero no
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podemos descartar esta posibilidad. Estas células T efectoras también pudieran ser la
fuente principal de IL-2 para las Treg que induce el APL1.

Otro factor que pudiera influir en estos resultados es las moléculas HLA clase Il que
expresan los donantes sanos. En el disefio de los APLs incluimos seis moléculas HLA
clase Il que se asocian con la AR. A diferencia de los pacientes no tenemos
genotipadas estas moléculas para los donantes sanos. Es logico pensar que las APC
de estos donantes de no coincidir con las incluidas en el disefio de los APLs, no tengan
posibilidades de presentar el péptido a las células CD4+ en los ensayos ex vivo. Sin
embargo, segun se puede apreciar en la figura 14, el APL1 induce Treg en estos
ensayos cuando se utilizaron PBMC aisladas de los pacientes P3 y P5. Estos pacientes
expresan las moléculas DRB1*0308 y DRB1*0108 (tabla Il), respectivamente, las
cuales no fueron incluidas en el disefio de los APLs. A partir de estos resultados,
nosotros nos inclinamos a pensar que la modificacién que se realizé en el APL1 lo
convirtié en un péptido de los denominados pan-DR. Estos son péptidos que pueden
ser presentados por una gama amplia de moléculas HLA clase Il. Anterior a nuestro
estudio, Kamphuis y col. con el empleo de un programa computacional identificaron
cuatro péptidos pan-DR derivados de la HSP60 humana, los cuales aumentan los
niveles de IL-10 y TGF-B en ensayos ex vivo con células aisladas de pacientes con
artritis idiopatica juvenil, idependientemente de las moléculas HLA clase Il que
expresan estos (188). Recientemente, de Jong y col. encontraron resultados similares
al identificar péptidos pan-DR derivados de esta proteina en pacientes con AR (48).
Pudiera resultar ademas contradictorio que el APL1 no induzca incrementos
significativos en la frecuencia de Treg en los cultivos de PBMC aisladas de donantes
sanos Y si indujera Treg en ratones BALB/c sanos. Es obvio que para desvanecer esta
contradiccion hay que considerar que se trata de modelos diferentes. En el caso de los
ratones nos encontramos con un sistema que cuenta con los 6rganos linfoides que
garantizan la presentaciéon del antigeno y la amplificacion de la respuesta inmune. De
hecho la induccién de Treg por el APL1 se encontré en los dLN y el bazo, en el dia
nueve después que los ratones recibieron la primera dosis del péptido. Sin embargo, el
aumento de esta poblacién celular no se encontré en los ndLN. En el caso de los
ensayos in vitro con PBMC aisladas de los donantes sanos la accién del APL1 es sobre
células T CD4+ ya existentes en la circulacion periférica de estos.

El hecho de que el APL1 induzca células T CD4+ con fenotipo regulador en los cultivos

de las PBMC aisladas de pacientes con AR se puede explicar sobre la base del papel
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que tiene la HSP60 y sus péptidos en la induccién de células T con funcion reguladora
durante la inflamacion cronica (30); aspecto que se tuvo en cuenta en la seleccion de
esta proteina como candidato de partida para la induccion de tolerancia. Es posible que
la modificacion realizada en el péptido original creara un epitopo que puede ser
reconocido por Treg que estén circulando en la periferia de los pacientes con AR y que
se pueden expandir in vitro. La presencia de estas células en la sangre de los
pacientes puede deberse a contactos previos con un péptido similar derivado de
bacterias.

Contrario al péptido original, el APL1 no aumenté los niveles del TNFa en los
sobrenadantes de cultivo de las PBMC de los 13 pacientes analizados. Los niveles de
esta citocina fueron muy similares a los cuantificados en los sobrenadantes de los
cultivos que no recibieron estimulo peptidico. Este hecho es ventajoso para el posible
uso clinico del APL1, debido al rol crucial que tiene el TNFa en la patogénesis de la AR
(62). Ademas nos refuerza las evidencias anteriores que la modificacion realizada en el
epitopo original cambia sus propiedades inmunogénicas.

Por otra parte, comprobamos en estos ensayos que el APL1 tampoco aumentod los
niveles de la citocina IL-10. Esta citocina puede ser secretada por las Treg y mediar su
actividad supresora (145,146). Pero, las Treg pueden ejercer sus funciones supresoras
a través de otros mecanismos dependientes de contacto celular o asociado con la
dependencia del consumo de IL-2 exdgena, los cuales pueden inducir apoptosis en las
células T efectoras (141,142, 150).

También encontramos que el APL1 tiende a incrementar el porcentaje de células T con
fenotipo CD4+CD25"%"Foxp3+ en los cultivos de SFMC de los tres pacientes
analizados (figura 16). Aunque el niumero de muestras analizadas es bajo y no nos
permite arribar a una conclusion, estos resultados preliminares sugieren que el APLA1
pudiera aumentar la frecuencia de las Treg en el sinovio de un paciente con AR, sitio
en el cual prevalece un ambiente proinflamatorio (175). Es posible que las Treg que
induce el APL1 puedan tener funciones supresoras en el sinovio como se ha
encontrado para los pacientes que responden al tratamiento con infliximab (176,177).
La capacidad del APL1 para inducir células T CD4+ con fenotipo regulador tanto in vivo
como in vitro, lo convierte en un posible candidato terapéutico para AR y otras
enfermedades autoinmunes. Comunmente el desarrollo de nuevos farmacos impone la
evaluacion de estos en modelos animales para la enfermedad en cuestion. El efecto

terapéutico del APL1 se evalué en el modelo de AA. La similitud entre el proceso
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inflamatorio de la AR y el de la AA en ratas Lewis, han convertido a este modelo animal
en una herramienta util en la evaluacion de farmacos para el tratamiento de la artritis
autoinmune (190). Por otra parte, las ratas Lewis isogénicas son susceptibles a
diversas enfermedades autoinmunes bien caracterizadas, por lo que proveen
excelentes modelos para estudiar la inmunoterapia mediada por péptidos (295). En
estas ratas la mayoria de las enfermedades asociadas a la respuesta de células T
CD4+ son restringidas por la molécula RT1.B' (MHC clase II), que es equivalente a la I*
de raton (296). La molécula RT1.B' dentro de las moléculas MHC clase I, parece ser
que actua presentando la mayoria de los epitopos autoantigénicos en las ratas Lewis
(297). No tenemos resultados in vitro que nos indiquen que el péptido original y el APL1
pueden ser presentados por la molécula RTI.B' que expresan las ratas Lewis. Pero,
ambos péptidos contienen un epitopo que pudiera ser presentado por esta molécula,
segun el programa MHC2PRED (273).

La terapia con el APL1 provocé un excelente control clinico de la AA en las ratas. La
mejoria clinica en los animales fue independiente de la via de inoculacion utilizada
(intradérmica o subcutanea) (figura 19). Usualmente, en este modelo la gravedad de la
artritis es monitoreada a través del nivel de inflamacion en las patas de las ratas y del
dafo histolégico de las articulaciones, mediado por la presencia del pannus. A
diferencia de la AR, el modelo de AA tiene un curso reversible ya que las ratas se
recuperan espontaneamente. La recuperacion es mediada por la formacion de nuevo
tejido 6seo (298). Debido a esta caracteristica del modelo animal, la evaluacion
histolégica de los animales tratados con un farmaco en estudio debe realizarse los dias
donde la inflamacion es mas grave. En tales condiciones de analisis, demostramos que
el tratamiento con el APL1 redujo el dafio histoldgico en las articulaciones de las ratas a

niveles practicamente indetectables (Tabla VIII).

La erosion del cartilago en el modelo de AA es mediado por la activacidén de células T
auto-reactivas (190). En este modelo animal se comprobd que la respuesta
fundamental de las células T es contra el péptido 180-188 de la HSP60 del Mt. Estas
células reconocen de forma cruzada a un autoantigeno presente en el cartilago (26).
Sin embargo, una vez que las ratas se recuperan, inmunizaciones posteriores con Mt
no inducen la artritis. Esta proteccién es mediada por células T, que reconocen un
epitopo conservado de la HSP60 (péptido 256-270), aparentemente con un fenotipo

regulador ya que producen IL4 e IL-10 (46). Contrario al péptido original, el APL1 indujo
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en el bazo de las ratas un aumento de células T CD4+ con fenotipo regulador (figura
22). Estas Treg pudieran migrar a las articulaciones de las ratas y reducir
considerablemente la respuesta patolégica hacia los autoantigenos, lo cual se
corresponde con la marcada reduccion del dafio histolégico articular encontrada en las

ratas tratadas con el APL1, por ambas vias de administracion.

Por otra parte, el tratamiento con el APL1 reduce significativamente los niveles del
TNFa en el bazo de las ratas. Considerando estos resultados, podemos sugerir que el
potente efecto terapéutico del APL1 en la reduccién de la AA, se debe a que cuando
este es procesado y presentado por las APCs a los linfocitos T en la periferia, induce la
expansion de células T con fenotipo regulador. Dichas células pueden migrar al sitio de
la inflamacion y pudieran reconocer al epitopo nativo derivado de la HSP60 enddgena.
En las articulaciones el epitopo original pudiera estar en altas concentraciones debido
al proceso inflamatorio. Este nuevo contacto con el autoantigeno puede provocar un
potente efecto inmunoregulador, con la consiguiente atenuacion de las células T auto-
reactivas, responsables de la patogénesis de la AA. Este evento contribuiria a inhibir la
expresion del TNFa en periferia. Adicionalmente, la demostracion que el APL1 inhibe la
expresion del TNFa en un modelo animal para AR, refuerza sus potencialidades
terapéuticas, debido al rol fundamental que tiene esta citocina en la patogénesis de la
enfermedad (62).

Contrario a otros autores, no encontramos un aumento de IL-10 en el bazo de las ratas,
sacrificadas el dia de mayor nivel de inflamacién. Prakken y col. demostraron que la
terapia con un APL derivado del epitopo 180-188 de la HSP60, administrado por via
intranasal, induce una proteccion efectiva contra la AA en las ratas Lewis. Esta
proteccion es mediada por la induccion de células T posiblemente reguladoras ya que
secretan IL-10 (32). Quintana y col. identificaron un epitopo derivado de la HSP60
humana (péptido 31-50) que reduce la respuesta inflamatoria en el modelo de AA en
las ratas Lewis. Este efecto es mediado por células T aparentemente reguladoras, ya
que producen IL-10 y TGFB (27). Probablemente el mecanismo que induce el APL1 no
es mediado por IL-10. Las células T CD4+ con fenotipo regulador que induce el APL1
pueden ejercer su actividad supresora a través de otros mecanismos que no son
dependientes de citocinas (141-144,148 y 149). Pero también pudieran actuar a través
de la secrecion de las citocinas TGFB (145) e IL-35 (147), las cuales no fueron

determinadas en nuestro estudio.
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Una vez que las ratas Lewis son inmunizadas con Mt, el curso de la AA es mediado por
células T CD4+ que reconocen tanto a la HSP60 del Mt como a la endégena (46). El
APL1 es derivado de la HSP60 humana, pero esta regién tiene un 100% de homologia
con la de rata. Tomando en consideracion estos dos factores, es l6gico pensar que el
efecto terapéutico que ejerce el APL1 en el modelo de AA, puede estar favorecido por
el papel regulador de las células T CD4+ especificas a la HSP60 enddogena en el curso
de la enfermedad (26).

En este punto, es obvio preguntarse si el APL1 puede tener algun efecto terapéutico en
un modelo animal para la AR donde la enfermad se induzca con otro autoantigeno.
Para dar respuesta a esta interrogante seleccionamos el modelo de AIC en ratones
DBA-1. El CIl constituye el componente mayoritario del cartilago articular y es
considerado uno de los autoantigenos fundamentales involucrados en la patogénesis
de la AR (299,300). La similitud de la AIC con la AR ha convertido a este modelo en el
de referencia para los estudios de evaluacién de nuevos farmacos para esta patologia
(189).

Tanto la AR como la AIC son caracterizadas por la presencia de depésitos de fibrina,
hiperplasia de la membrana sinovial y la formacién del pannus, que conllevan a la
degradacion del cartilago y del hueso. A diferencia de la AA, en la AIC se observa la
presencia del factor reumatoide (301). En la progresion de la AIC tienen un papel
fundamental tanto los linfocitos B que producen anticuerpos contra el Cll endégeno,

como células T CD4+ especificas a esta molécula (189).

La AIC como la AR estan asociadas con la expresién de determinados alelos de las
moléculas MHC clase Il. En ratones la susceptibilidad a la AIC se asocia
predominantemente con la molécula I-A%. Esta molécula une la misma region del
péptido inmunodominante del Cll que presenta el alelo DRB1*0401 de la molécula HLA
clase Il, la cual se asocia con una predisposicion a padecer la AR (302). No tenemos
evidencias in vitro que demuestren que el APL1 puede ser presentado por la molécula
I-AY de los ratones DBA-1, pero este péptido tiene un epitopo que pudiera ser
presentado por dicha molécula, segun la prediccién del programa RANKPED (270,271).
El posible epitopo que pudiera ser presentado por la molécula I-A? esta localizado hacia
la regién central del APL1, que coincide con la regién donde se localizan los posibles

epitopos del péptido original y el APL1 que pudieran ser presentados por las moléculas
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HLA clase Il (incluidas en el estudio), por la molécula I-A° de los ratones BALB/c y la

molécula RT1 .BI de las ratas Lewis.

La terapia con el APL1 redujo el curso de la AIC en los ratones. Esta reduccién estuvo
al mismo nivel de la que provoco el MTX (figura 25). En el modelo de AIC, la gravedad
de la artritis es también monitoreada a través del nivel de inflamacion en las patas de
los ratones y del dafo histolégico en las articulaciones. Lurros y William plantean que
los altos niveles de TNFa e IL-1 que producen los macrofagos y neutrofilos que infiltran
la membrana sinovial tienen un papel muy importante, en la patogénesis de la AIC. El
TNFa pasa a la circulacion periférica contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad.
Por su parte, la IL-1 contribuye a aumentar la infiltracion de células fagociticas, que
progresivamente dan lugar a la formacién del pannus (193). En los ratones tratados con
el APL1, con el MTX o la combinacion de ambos no se evidencid la presencia del
pannus y los dafos articulares fueron leves (tabla X). Estos resultados sugieren que no
se produjo una infiltracidn masiva de macréfagos y neutréfilos en la membrana sinovial.
Esto se corresponde con la disminucién de los niveles del TNFa encontrada en el suero
de los animales tratados con respecto al grupo placebo. Neurath y col. demostraron
que el tratamiento con MTX por via intraperitoneal reduce los niveles del TNFa e IFNy
en el suero de los ratones con AIC (303). Nuestros resultados coinciden con estos
autores, ya que detectamos una disminucion de los niveles del TNFa en el suero de los
ratones tratados con MTX. Esta disminucién esta al mismo nivel que la detectada en
los ratones tratados con la combinacion y los ratones sanos (figura 29). Este hecho
apunta que aun cuando el APL1 se combine con el MTX, no debe causar la

inmunosupresion que generan los farmacos anti-TNFa.

Sin embargo, no encontramos un aumento de células T CD4+ con fenotipo regulador
en el bazo de los animales tratados con el APL1, como en el modelo de AA. La terapia
con el MTX tampoco aumentd los niveles de Treg. Contrario a estos resultados, el
tratamiento combinado del APL1 y el MTX indujo un aumento significativo de células T
CD4+ con fenotipo regulador en el bazo de los animales (figura 28). Es posible que el
mecanismo de accion del MTX que conlleva a la disminucion de los neutrofilos y
macrofagos que conforman el pannus en la AR y que secretan los altos niveles de
TNFa e IFNy (198), facilite la expansion de Treg por el APL1 que fueron detectadas el
dia que se realizé el analisis. El tratamiento con la combinacion produjo una

disminucioén significativa de los niveles del TNFa en el suero, en comparacion con la
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que provoco el tratamiento con el APL1. Por otra parte, la terapia combinada origin6 en
los animales una reduccioén significativa de los signos clinicos en el dia 34 respecto al
grupo placebo, o sea con tres dias de antelacién en relacién a los otros dos grupos de
animales tratados con el APL1 o el MTX (figura 25). Estos resultados sugieren que los
mecanismos de accion del MTX y el APL1 pueden tener un efecto complementario que

potencien sus efectos terapéuticos en el modelo de AIC.

Aunque el MTX se ha evaluado en el modelo de AIC su mecanismo de accién no se
asocia con un aumento de Treg (199,304). Tomando en consideracion este hecho, es
l6gico pensar que el incremento de esta poblacién celular encontrada en la terapia

combinada sea debido al mecanismo de accion del APL1.

Por otra parte, no hallamos una reduccion de los signos clinicos en los ratones tratados
con la combinacién en comparacion con los tratados con el APL1 o el MTX, en los
restantes dias en que se evaluaron estos, incluido el dia 46, en cual encontramos un
aumento de los niveles de Treg. Es posible que la segunda dosis de Cll administrada
el dia 21, la cual contribuye a potenciar el curso cronico de la AIC, unido al hecho de
iniciar la terapia cuando el grado de inflamacién en los ratones superaba los cinco
puntos (figura 25) no permitieron la reducciéon de los signos clinicos el dia 46 en los
animales tratados con la combinacion, respecto a los otros dos grupos de tratamiento.
Usualmente en este biomodelo la evaluacion terapéutica de nuevos candidatos, se
inicia una vez que la AIC esta establecida en los ratones, es decir cuando estos
alcanzan uno o dos puntos en la escala que mide los signos clinicos (259, 260). Con el
objetivo futuro de evaluar el potencial terapéutico de la combinacién respecto a los
tratamientos individuales seria oportuno continuar con la evaluacion clinica después del
dia 46, evaluar otros esquemas terapéuticos para el APL1, asi como evaluar otras vias
de administracién para el MTX, ya que la via intraperitoneal no es factible para el

tratamiento de la AR e incluso variar las dosis del MTX.

En el caso de la terapia con el APL1 en el modelo de AIC, seria conveniente analizar la
poblacion de Treg en los dLN o en las propias articulaciones de los ratones, o en otros
dias del tratamiento. Es posible que la terapia con el APL1 pudiera inducir células T
CD4+ con fenotipo regulador como sucedid en el modelo de AA y en la terapia
combinada, que pudieran reducir la inflamacion por diversos mecanismos (141-149),
pero que no detectamos en el bazo el dia seleccionado. Es probable que estas células

quedaran reclutadas en la articulacion de los ratones debido a la cronicidad de la AIC,
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proceso similar al descrito para los pacientes con AR, donde las Treg quedan retenidas
en el sinovio inflamado (170). Al combinar el APL1 con el MTX, hay una reduccién
mayor de los niveles del TNFa en el suero en comparacion con los animales tratados
con el APL1. Esto puede ser un reflejo de que el ambiente proinflamatorio en el sinovio
de los ratones tratados con el APL1 y el MTX es menor y por tanto no hay retencién de

las Treg inducidas por el APL1.

La evaluacion terapéutica del APL1 en el modelo de AIC evidenci6 que este reduce la
respuesta patogénica en los ratones DBA-1, aun cuando el antigeno inductor de la
enfermedad no es la HSP60. Por otra parte, el modelo de AIC es considerado el
modelo de referencia para los estudios de AR (189). La demostracién clinica e
histolégica de que el APL1 reduce la gravedad de la AIC al nivel del MTX, avalan las
posibilidades terapéuticas de este péptido ya que este medicamento es considerado el
de primera linea para el tratamiento de la AR (305). Ademas el MTX se ha usado
ampliamente de forma combinada con los medicamentos clasificados como biolégicos
en el tratamiento de la AR. Existe informacion en la literatura de numerosos ensayos
clinicos que demostraron que estos farmacos biolégicos son mas eficaces cuando se
combinan con el MTX (18,19,204).

Nuestros resultados demostraron que la terapia combinada del APL1 con el MTX es
efectiva en el tratamiento de los ratones con AIC. Aunque es necesario profundizar en
los mecanismos moleculares que induce tanto el tratamiento con el APL1 como su
combinacion con el MTX en este modelo. Estos resultados sustentan futuras

investigaciones para el uso de esta combinacion en el tratamiento de la AR.

La induccién de tolerancia hacia antigenos propios es indispensable para la
homeostasis inmune y el control de las células T auto-reactivas responsables del inicio
y curso de las enfermedades autoinmunes. Los resultados de este trabajo indican que
el mecanismo de accién del APL1 esta relacionado con la induccién de Treg en varios
modelos experimentales. Es posible que este mecanismo pueda interferir la respuesta
de las células T auto-reactivas y contribuir al restablecimiento de la tolerancia periférica
que se pierde como parte del curso de la AR, sin causar inmunosupresion. Las
potencialidades terapéuticas del APL1 pudieran ser extensivas a otras enfermedades
autoinmunes donde la HSP60 es un autoantigeno como: diabetes tipo I, artritis

idiopatica juvenil y la enfermedad de Crohn.
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Los resultados compilados en este documento han contribuido a respaldar el uso del
APL1 en el tratamiento de pacientes con AR. Actualmente disponemos de una
formulacién estable de este péptido y se concluyeron satisfactoriamente los estudios de
toxicologia. Esta en preparacion el documento de solicitud de autorizacion al CECMED

para la ejecucion de un ensayo clinico (fase |) en pacientes con artritis reumatoide.
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Conclusiones

Conclusiones

1.

Se identificd un péptido (E18-3) de la HSP60 humana que contiene nuevos epitopos
de células T, que pudieran ser presentados por varios alelos de la molécula HLA
clase Il, asociados con la artritis reumatoide. Este péptido induce un fenotipo TH1
en las células T CD4+ presentes en los cultivos de PBMC aisladas de pacientes con

artritis reumatoide.

El cambio de un aminoacido en una de las probables posiciones esenciales de
contacto del péptido E18-3 con la molécula HLA clase Il, determinado a partir de
prediccion computacional, dio lugar a un APL que fue capaz de modificar la
respuesta TH1 inducida por el péptido original hacia una respuesta de fenotipo
regulador, lo que confirma la relevancia de un solo aminoacido en una secuencia

peptidica en la regulacién de la respuesta inmune.

El APL1 ejerce un potente efecto terapéutico en el modelo de artritis inducida por
adyuvante. Ademas reduce la respuesta patogeénica en el modelo de artritis inducida
por colageno de forma similar al MTX. En ambos modelos la reducciéon de la
enfermedad estuvo en correspondencia con una disminucion de los niveles del
TNFa y la induccion de Treg, lo cual sugiere el uso del APL1 en el tratamiento de
otras enfermedades autoinmunes donde la HSP60 es considerada un autoantigeno

como: diabetes tipo |, artritis idiopatica juvenil y la enfermedad de Crohn.

La combinacion del APL1 y el MTX es efectiva en el tratamiento de los ratones con
artritis inducida por colageno e induce Treg en el bazo de los animales. Esta
combinacion podria ser aplicable a los pacientes con artritis reumatoide, al combinar
el efecto anti-inflamatorio del MTX con el efecto regulador del APL1 y sustenta la
posible insercién de este péptido en la primera linea de tratamiento de dicha

enfermedad.
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Recomendaciones

Recomendaciones

1. Evaluar la afinidad relativa del péptido E18-3 y el APL1 por las moléculas HLA

clase Il relacionadas con la artritis reumatoide.

2. Evaluar la capacidad supresora de las Treg que induce el APL1 en los ensayos
ex vivo y en los modelos animales, asi como el mecanismo de inmunosupresién

involucrado.

3. Analizar el efecto combinado del APL1 y la IL-2 en la induccion de Treg en los

ensayos ex vivo con PBMC aisladas de donantes sanos.

4. Evaluar los niveles de las citocinas IL-17, IL-35 y TGF- en las ratas con artritis
inducida por adyuvante y los ratones con artritis inducida por colageno tratados
con el APL1, ademas de los niveles de IL-10 en estos ultimos.

5. Analizar el porcentaje de Treg en los dLN de los ratones con artritis inducida por
colageno tratados con el APL1. Evaluar otros protocolos terapéuticos con el
APL1 y la combinacién de este con el MTX en el modelo de artritis inducida por

colageno.

6. Ejecutar un ensayo clinico (fase 1) con el APL1 en pacientes con artritis

reumatoide.
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Anexol. Prediccion de epitopos de células T a partir la HSP60 humana para los alelos DRB1 de moléculas HLA clase I1
relacionados con la AR. En rojo se indican los aminoacidos en posicion P1 y en azul los restantes aminoacidos del epitopo.
Se consideré el umbral de 3% del programa

DRB1_0101:MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTV I IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAG
DRB1_0102:MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTV I IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAG
DRB1_0401:MLRLPTVFRQVMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTV I IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAG
DRB1_0404:MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTV I IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAG
DRB1_0405:MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTV I IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAG
DRB1_0408:MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRAYAKDVKFGADARALMLQGVDLLADAVAVTMGPKGRTV I IEQSWGSPKVTKDGVTVAKS IDLKDKYKN IGAKLVQDVANNTNEEAG

DRB1_0101:DGTTTATVLARSS IAKEGFEK ISKGANPVEIRRGVMLAVDAV IAELKKQSKPVTTPEE IAQVAT ISANGDKE IGN 1 1 SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELE I IEGMKF
DRB1_0102:DGTTTATVLARSS IAKEGFEK I SKGANPVE IRRGVMLAVDAV IAELKKQSKPVTTPEE IAQVAT ISANGDKE IGN I 1 SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELE I IEGMKF
DRB1_0401:DGTTTATVLARSSIAKEGFEK ISKGANPVEIRRGVMLAVDAV IAELKKQSKPVTTPEEIAQVAT ISANGDKE IGN1 1 SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELE I IEGMKF
DRB1_0404:DGTTTATVLARSS IAKEGFEK I SKGANPVE IRRGVMLAVDAV I AELKKQSKPVTTPEE IAQVAT ISANGDKE IGN I I SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELE I IEGMKF
DRB1_0405:DGTTTATVLARSS IAKEGFEK I SKGANPVE IRRGVMLAVDAV IAELKKQSKPVTTPEE IAQVAT ISANGDKE I GN 1 I SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELE I IEGMKF
DRB1_0408:DGTTTATVLARSS IAKEGFEK I SKGANPVE IRRGVMLAVDAV I AELKKQSKPVTTPEE IAQVAT ISANGDKE IGN I I SDAMKKVGRKGV I TVKDGKTLNDELE I IEGMKF

DRB1_0101:DRGYISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSIQSIVPALEIANAHRKPLV I AEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEG
DRB1_0102:DRGYISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSIQSIVPALEIANAHRKPLV I IAEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEG
DRB1_0401:DRGYISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSIQSIVPALEIANAHRKPLV I AEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEG
DRB1_0404:DRGY ISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSIQSIVPALEIANAHRKPLV I lAEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEG
DRB1_0405:DRGYISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSIQSIVPALEIANAHRKPLV I lAEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEG
DRB1_0408:DRGY ISPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSIQSIVPALEIANAHRKPLV I IAEDVDGEALSTLVLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMATATGGAVFGEEG

DRB1_0101:LTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQEI IEQLDVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLG
DRB1_0102:LTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQE I IEQLDVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLG
DRB1_0401:LTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQEI IEQLDVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLG
DRB1_0404:LTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQE I IEQLDVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLG
DRB1_0405:LTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQEI IEQLDVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLG
DRB1_0408:LTLNLEDVQPHDLGKVGEV IVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQE I IEQLDVTTSEYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLG

DRB1_0101:GGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIETIIKRTLKIPAMT IAKNAGVEGSL IVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTEI
DRB1_0102:GGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIEI IKRTLKIPAMTIAKNAGVEGSL IVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTEIL
DRB1_0401:GGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIEIIKRTLKIPAMT IAKNAGVEGSL IVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTEI
DRB1_0404:GGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIETIIKRTLKIPAMTIAKNAGVEGSL IVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTEIL
DRB1_0405:GGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIEI IKRTLKIPAMT IAKNAGVEGSL IVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTEI
DRB1_0408:GGCALLRCIPALDSLTPANEDQKIGIETI IKRTLKIPAMT IAKNAGVEGSL IVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKG I IDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTEI

DRB1_0101: PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF
DRB1_0102 : PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF
DRB1_0401 : PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF
DRB1_0404 : PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF
DRB1_0405 : PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF
DRB1_0408 : PKEEKDPGMGAMGGMGGGMGGGMF
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