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INTRODUCCIÓN 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que afecta considerablemente a la 

población a nivel mundial, se informó que se tiene una prevalencia de 0.5 al 1 . 1%  (Tobon y 

col., 2010), aunque en México se ha reportado una prevalencia nacional del 1.6 %, no debe 

de tomarse de manera generalizada, debido a que existen variaciones importantes 

dependiendo de sus regiones geográficas. Tales fluctuaciones estimadas entre el O. 77 y el 

2.8% están correlacionadas con factores ambientales y genéticos (Moreno-Montoya y col., 

2015; Pelaez-Ballestas y col., 2011) .  Los principales hallazgos clínicos de la AR son la 

presencia de autoanticuerpos, tales como el factor reumatoide (RF), anticuerpos contra­ 

proteinas citrulinadas (ACPA) o anticuerpos contra péptido cíclico citrulinado (anti-CCP) 

(Aletaha y col., 201 O) lo cual desencadena inflamación de las articulaciones diatroideas que 

conllevan a una erosión y daño progresivo del cartílago y hueso (Arend y Firestein, 2012). 

Aunque no existe una etiología exacta, se ha observado que tiene correlación con factores 

ambientales, hormonales y genéticos (Bae, 201 O), donde se han identificado numerosos locus 

de susceptibilidad para AR. Entre los principales genes asociados destaca el gen PAD/4 que 

codifica para la enzima peptidil arginina desaminasa tipo IV (PADl4) la cual es la responsable 

de la citrulinación de las proteínas tales como vimentina, fibrinógeno, fibrina (Anzilotti y col., 

2010; Bax y col., 2 011 ;  Raychaudhuri, 2010). Las enzimas peptidil arginina desaminasas 

(PAD) forman parte de una familia de enzimas dependientes de calcio que catalizan la 

conversión de residuos de arginina a residuos de citrulina. En humanos, se han encontrado 

cinco isotipos de PAD: PADl1, PADl2, PADl3, PADl4 y PADl6·, las cuales se distribuyen en 

una amplia gama de células y tejidos, donde cada isotipo muestra un sitio de unión especifico. 

PADl1 se expresa predominantemente en la epidermis y el útero, PADl2 es el isotipo 

mayormente difundido, expresado en músculos esqueléticos, bazo, cerebro, glándulas 

secretoras, PADl3 en los folículos pilosos, mientras que PADl4 en neutrófilos y eosinófilos, 

mientras que PADl6 en ovarios (Arita y col., 2004; Vossenaar y col., 2003). Diversos estudios 

han confirmado la asociación de PADl4 en distintas poblaciones como en coreano (Kang y 

col., 2006), chino (Fan y col., 2008), américa del norte (Plenge y col., 2005) y población del 

occidente de México (Guzman-Guzman y col., 2015) esta última se obtuvo que el haplotipo 

GTG es más frecuente en AR que en controles donde además se asocia con un incremento 

de niveles de ACPA y de mRNA donde se demostró que la expresión fue 3 veces mayor en 
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pacientes con AR que contienen el haplotipo susceptible, lo que coincide con lo reportado en 

población japonesa (Suzuki y col., 2003). Además en la población sur de México se obtuvo 

que el haplotipo GTG es más frecuente en AR que en controles por lo que se confirmó la 

asociación del haplotipo susceptible en esta población (Banos-Hernandez y col., 2017). Con 

base a lo anterior es importante la evaluación de la actividad de la enzima y así relacionarlo 

con la actividad clínica de la AR. En el presente trabajo se estandarizó el método por HPLC 

para la detección de PADl4, la cual posteriormente puede ser utilizada para evaluar muestras 

de neutrófilos de pacientes con AR. 
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' 

ANTECEDENTES 

Artritis Reumatoide 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de 

autoanticuerpos, tales como el factor reumatoide (RF), anticuerpos contra-proteínas 

citrulinadas (ACPA) (Aletaha y col., 2010). La AR es una enfermedad que se caracteriza por 

la deformación simétrica de las articulaciones que suele afectar comúnmente a las 

articulaciones pequeñas de pies y manos, incluyendo la inflamación de la membrana sinovial, 

encargada del revestimiento de la articulación, dando como resultado la formación del pannus, 

invadiendo y destruyendo las articulaciones. Las barreras de los tejidos, no son suficientes 

para detener la alteración y por ende causa descomposición del cartílago y provoca la erosión 

de huesos (Firestein, 2003; Smolen y col., 2005). 

El establecimiento de la enfermedad se inicia con el acoplamiento de células del 

revestimiento sinovial, que a su vez producen las quimiocinas, incluyendo el factor 1 derivado 

de células estromales, que atraen células al sitio articular en los que se incluyen células T, 

células B, células plasmáticas, células dendríticas, macrófagos, mastocitos, monocitos y 

linfocitos. Por lo tanto, los sinoviocitos sufren procesos hiperplásicos, por lo que las citocinas 

pro-inflamatorias son de suma importancia en la generación de la respuesta inflamatoria y 

destructiva (Firestein y Zvaifler, 2002; Smolen y col., 2005). 
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Daño estructural 

La AR es una poliartritis que suele afectar especialmente manos, muñecas rodillas y pies, 

produciendo una artritis simétrica que por lo general se produce en articulaciones 

interfalángicas proximales y metacarpofalángicas. Comúnmente suele presentarse rigidez 

matutina, dolor, tumefacción y enrojecimiento. Suelen presentarse también deformidades 

dentro de las más comunes se encuentra la deformidad en cuello de cisne con flexión de las 

interfalángicas distales e hiperextensión de las proximales, deformidad en Z con aducción 

excesiva del primer metacarpiano, flexión de la metacarpofalángicas hiperextensión de la 

interfalángica, entre otras, que en etapas graves originan incapacidad (García y Criado, 201 O). 

Además, la AR es una enfermedad sistémica por lo que se presentan manifestaciones 

extra-articulares, donde los nódulos reumatoides pueden aparecer en cualquier órgano, 

presentando complicaciones como pleuritis, pericarditis, vasculitis, queratoconjuntivitis y 

escleritis (Carretero Colomer, 2007; García y Criado, 201 O). 

Criterios de clasificación 

Actualmente se utilizan criterios de clasificación los cuales permiten identificar entre los sujetos 

que padecen la enfermedad y los que no. Los criterios de 1987 del Colegio Americano de 

Reumatologia (ACR, del inglés American College of Rheumatology) son los utilizados a nivel 

internacional para estandarizar los grupos de estudios con AR ya establecida, pero presentan 

cierta limitación ya que no permiten un diagnóstico precoz (Aletaha y col., 201 O; Arnett y col., 

1988). 

Los criterios establecidos desde 1987 para la clasificación de AR (Tabla 1), implica una 

revisión médica y pruebas de laboratorio para la valoración de criterios como inflamación, 

afectación, y factores característicos de AR. Un paciente se considera con AR si se identifican 
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al menos 4 de los 7 criterios de AR, considerando que los criterios identificados deben 

presentarse como mínimo durante 6 semanas. 

Tabla l. Criterios para la clasificación de AR 1987 

CRITERIO DEFINICION 

Rigidez matutina en las articulaciones y alrededor de 

ellas con duración de al menos 1 hora. 

Por lo menos tres áreas articulares simultáneamente 

afectadas, con inflamación o liquido articular 

observado por el médico . Las 14 áreas posibles son 

lnterfalángicas proximales, metacarpofalángicas, 

muñecas, codos, rodillas, tobillos y 

metatarsofalángicas. 

3. Artritis en las articulaciones Por lo menos un área inflamada en muñeca, 

de las manos metacarpofalángicas o interfalángicas conjunta. 

4. Artritis simétrica La participación simultánea de las mismas áreas 

conjuntas en ambos lados del cuerpo. 

5. Nódulos reumatoides Nódulos subcutáneos, sobre prominencias óseas o 

superficies extensoras, o en regiones 

yuxtaarticulares, observadas por un médico. 

articulares 

1. Rigidez matutina 

2. Artritis en tres o más áreas 

6. Factor reumatoide sérico 

7. Cambios radiográficos 

Demostración de cantidades anormales de factor 

reumatoide sérico por cualquier método. 

las radiografías posteroanteriores de mano y 

muñeca, deben incluir erosiones o descalcificación 

ósea inequívoca localizada o marcada adyacente a 

las articulaciones involucradas. 

(Arnett y col., 1988) 

t·.· 

Los criterios de clasificación de 1987 fueron creados con el objetivo de diferenciar a los 

pacientes con AR de los que padecían otras enfermedades inflamatorias (lupus eritematoso 

generalizado, espondilitis), en donde muestran una sensibilidad y especificidad del 80 y 93% 

respectivamente, pero cuando es aplicada a individuos con AR en etapas tempranas su 

especificidad disminuye hasta un rango de 33 a 77%. Por tal motivo, EULAR (del inglés, The 
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European League Against Rheumatism) y el ACR en 201 O incorporaron los nuevos criterios 

de clasificación con el fin de facilitar la identificación de individuos con AR de manera temprana 

y clasificar a aquellos que presenten una evolución (Tabla 2). Dentro de los cambios se 

encuentran los reactantes de fase aguda, velocidad de sedimentación globular y proteína C 

reactiva (pCr}, así como la valoración de los marcadores serológicos donde además de evaluar 

al factor reumatoíde se evalúa los ACPA, los cuales se encuentran en suero en etapas 

temprana de la enfermedad e incluso hasta años antes del inicio de la enfermedad. 

Tabla 11. Criterios para la clasificación de la AR del ACRIEULAR 201 O 

CRITERIO PUNTAJE 
A. Afección articular 

1 articulación grande 

2 - 3 articulaciones grandes 

1 - 3 articulaciones pequeñas (con o sin afección de articulaciones 2 

grandes) 

4 - 1 O articulaciones pequeñas (con o sin afección de articulaciones 3 

grandes) 

>1 O articulaciones (por lo menos una articulación pequeña) 5 

B. Serología 

Factor reumatoide negativo y anticuerpos contra proteínas citrulinadas O 

negativos 

Factor reumatoide bajo positivo o ACPA 2 

Factor reumatoíde alto positivo ó ACPA 3 

C. Reactantes de fase aguda 

pCr y VSG normales O 

pCr y VSG anormales 1 

D. Duración de los síntomas 

o 

< 6 semanas 

:a: 6 semanas 
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Evaluación de la actividad clínica 

La evaluación de la actividad clínica de la AR ha mejorado al estar constituida por pruebas de 

laboratorio, así como el indice de actividad de enfermedad de 28 articulaciones (DAS28), en 

conjunto con las pruebas de laboratorio. En ese sentido, la determinación del factor reumatoide 

resulta positivo en aproximadamente el 70% de los casos, pero presenta la desventaja de no 

ser altamente especifico para AR, ya que puede ser positivo en otras enfermedades 

autoinmunes. A su vez, otras pruebas que están relacionadas con la intensidad de la 

inftamación son la VSG y la proteína C reactiva por lo que no son considerados altamente 

especificos para AR (Aletaha y col., 2005). Sin embargo, recientemente se han descubierto 

los anticuerpos contra péptidos citrulinados (anti- CCP) los cuales poseen gran utilidad en el 

diagnóstico, especialmente en los casos con factor reumatoide negativo. Los anticuerpos anti­ 

CCP pueden ser detectables hasta 14 años previo al desarrollo de las manifestaciones 

caracteristicas de la enfermedad (Nielen y col., 2006). 

Etiología 

Aunque no existe una etiologia exacta para la AR, se conocen factores relacionados con el 

desarrollo de la enfermedad dentro de ellos destacan las predisposiciones genéticas, además 

de la participación de factores ambientales y hormonales que desencadenan la sinovitis (Bae, 

2010) 

Factores ambientales 

El fumar es el factor de riesgo ambiental más comúnmente en AR 0fessey y col., 1987). La 

asociación entre el tabaquismo y la AR muestra la presencia de epitope compartido, 
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ocasionando el riesgo de desarrollar ACPA, presentándose así una mayor frecuencia de factor 

reumatoide y ACPA en pacientes con AR (D. M. Lee y col., 2009; Linn-Rasker y col., 2006; 

Masdottir y col., 2000; Padyukov y col., 2004). El tabaco afecta la respuesta inmune adquirida 

tanto celular como humoral por lo que posee efectos pro-inflamatorios , además, posee 

radicales libres generando toxinas las cuales causan mutaciones (Pryor y col., 1998; Sopori y 

Kozak, 1998). Por otro lado se considera que el tabaquismo promueve la apoptosis y las 

modificaciones postraduccionales tal como la citrulinación de proteínas locales por PADl4, 

generando un sustrato para la activación de la respuesta inmune que da lugar a la formación 

de inmunocomplejos (anticuerpos anti-citrulina) que posteriormente desencadenan la 

respuesta inmune liberando citocinas (Klareskog y col., 2007; Klareskog y col., 2008). 

Además se sugiere que puede haber una asociación de agentes infecciosos con el 

desarrollo de AR, entre los que se incluyen virus Epstein-Barr, retrovirus, parvovirus 819, 

Mycobacterium tuberculosis, basándose en la presencia en liquido sinovial o en la mayor 

frecuencia de serologías virales positivas, sin embargo, hasta el momento su rol es aún 

desconocido por lo que se piensa que puede estar relacionado en conjunto con otros factores 

y no desempeñando un papel independiente en el desarrollo de dicha enfermedad (Mclnnes y 

Schett, 201 1 ;  Ruiz-Esquide y Sanmarti, 2012) 

Se ha demostrado que la periodontitis está asociada con AR, siendo una de las 

enfermedades con más frecuencia en estos sujetos, donde se sabe que su agente causal 

"Porphyromonas gingivalis" expresa a la PAD dando como resultado la citrulinación de 

proteínas tales como vimentina, filagrina y citoqueratina, produciendo una inflamación que se 

caracteriza por la presencia de citocinas provocando erosiones y destrucción de hueso 

periodontal (Rosenstein y col., 2004; Wegner y col., 2010) 

Factores hormonales 

La probabilidad de desarrollar AR es mayor en mujeres que en hombres (2-4 veces más), por 

lo que puede deberse a los cambios hormonales que ocurren durante el embarazo, posparto, 

lactancia, menopausia entre otros, mientras que en los hombres los andrógenos poseen un 

efecto protector, por lo que se sugiere que los estrógenos son pro-inflamatorios mientras que 
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los andrógenos anti-inflamatorios, lo que explica la menor prevalencia en comparación con las 

mujeres (Gordon y col., 1988; Linos y col., 1980; Masi y col., 1995). 

Dado que se conoce que los estrógenos son pro-inflamatorios en conjunto con la rápida 

disminución de la función de los ovarios y estrógenos circulantes estos estimulan a las 

citocinas que promueven la inflamación como la IL-6 y TNF-a e IL-1 durante la menopausia 

(Pfeilschifter y col., 2002). Además, estudios demuestran que la prolactina induce la 

autoinmunidad al poseer efectos inmunoestimulantes desencadenando la AR, ya que estos 

inducen al déficit en el desarrollo de células B en tejidos (bazo), deteriorando la selección de 

células B auto-reactivas promoviendo la pérdida de la auto-tolerancia (Orbach y Shoenfeld, 

2007; Peeva y col., 2003). Sin embargo, se piensa que el embarazo puede tener efecto 

protector en el desarrollo de AR, al aumentar la progesterona la cual actúa como 

antiinflamatorio (Elenkov y col., 2001; lto y col., 1994). 

Factores genéticos. 

Varios estudios demuestran que los factores genéticos en conjunto con los factores 

hormonales y ambientales contribuyen al desarrollo de la AR hasta en un 60%, siendo el 

antígeno humano leucocitario (HLA, del inglés, Human Leukocyte Antigen) el más fuertemente 

asociado con la enfermedad, motivo por el cual ha sido más estudiado. Sin embargo, se han 

identificado genes de susceptibilidad adicionales como PAD/4, PTPN22 (proteína tirosina 

fosfatasa no receptora de tipo 22 y STAT4 (Transductor de señal y activado, de la transcripción 

4), aunque estos pueden variar de acuerdo a la población (S.-C. Bae, 2010; K. P. Liao y col., 

2009; Mclnnes y Schett, 2 0 1 1  ). 

Se ha demostrado que la susceptibilidad de la AR está relacionada con alelos HLA­ 

DRB1 los cuales codifican residuos de aminoácidos de una secuencia similar glutamina­ 

arginina-arginina-alanina-alanina (QRRAA) o arginina-arginina-arginina-alanina-alanina 

(RRRAA) o glutamina-lisina-arginina-alanina-alanina (QKRAA) en la tercera región 

hipervariable de la cadena beta en las posiciones 70-74, los cuales son denominados: epitope 

compartido (EC) (Gregersen y col., 1987). Los genes HLA-DRB1 activan a los linfocitos T 

autoreactivos mediante la presentación de autoantigenos la cual depende de la carga de los 

aminoácidos que constituyen el epitopo reumatoideo donde una carga negativa favorece la 
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presentación de péptidos patogénicos implicados en la AR (Gorga y Monos, 1996; 

Wucherpfennig y Strominger, 1995). La presencia de estos alelos no solo influye como factor 

de riesgo para AR, sino que también incrementa la producción FR , ACPA y la severidad de la 

enfermedad, presentando destrucción articular y manifestaciones extraarticulares, sin 

embargo, puede diferir en diversas poblaciones (Hall y col., 1996; Padyukov y col., 2004; 

Turesson y col., 2005). 

Además, se han identificado numerosos locus de susceptibilidad para AR entre los que 

destaca el gen PAD/4 que codifica para la enzima PADl4 la cual es la responsable de la 

citrulinación (Anzilotti y col., 2010; Wucherpfennig y Strominger, 1995), siendo esta 

fundamental en la patogénesis de AR por medio de la generación de epitopos antigénicos, los 

cuales se expresan en tejido articular lo que ocasiona la afectación de articulaciones 

(Nakashima y col., 1999; Schellekens y col., 1998). Se identifico que un haplotipo de PAD/4 

que consta de 4 polimorfsmos de un solo nucleótido (SNPs) PAD/4 89, PAD/4 90, PAD/4 92 

y PAD/4 104 dando como resultado sustituciones de 3 aminoácidos: S55G, A82V, y A 1 1 2 G  (el 

cuarto polimorfsmo es silencioso) el haplotipo susceptible de PAD/4 se asocia con un 

incremento de los niveles de ACPA y de mRNA en diversas poblaciones (Suzuki y col., 2003) 

como japonesa (lkari y col., 2005), coreana (Kang y col., 2006), norteamericana (Plenge y col., 

2005), occidente y sur de México (Banos-Hernandez y col., 2017; Guzman-Guzman y col., 

2015), sin embargo no es un factor de riesgo en personas con descendencia europea (Burr y 

col., 2010). 

Por otro lado, se ha descrito al gen PTPN22 (variante funcional de la proteína 

intracelular de la tirosina fosfatasa N22) como susceptible para el desarrollo de AR, 

aumentando dos veces más el riesgo de AR seropositiva (FR positivo y ACPA positivos) en 

heterocigotos y hasta 4 veces más en homocigotos (Begovich y col., 2004; A. T. Lee y col., 

2005) y en población del occidente de México se demostró la asociación de los haplotipos - 

1123G>C/+1858C>T (OR 2 .18) (Ruiz-Noa y col., 2017). Además, se ha descrito al gen STAT4 

como susceptible para AR en poblaciones europeas, el cual induce la diferenciación de 

linfocitos T CD4 a Th1 y Th17 involucrados en la AR (Orozco y col., 2008; Remmers y col., 
2007). 
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Epidemiología 

La AR afecta considerablemente a la población en todo el mundo, se informó que la 

prevalencia va del 0.5 al 1 . 1% (Silman y col., 1993; Tobon y col., 2010), y que 

aproximadamente al 0.5-1 % en poblaciones de América del Norte, mientras que de 0.3-0. 7% 

de la población de Europa del Norte y Sur se ven afectadas, a diferencia de los países en 

desarrollo de Asia y el Medio Oriente que afecta al 0.1-0.5% de su población, con un aumento 

de la prevalencia en la población de indios de América del norte del 5.3 - 6.0% (Alamanos y 

Drosos, 2005). 

La AR afecta al 1.6% de los adultos mexicanos y es más prevalente en mujeres que en 

hombres con una relación mujer: hombre de 3:1 mientras que la edad donde más comúnmente 

se presenta es de los 30 a los 44 años, sin embargo, puede presentarse en cualquier edad. 

(Basra y col., 2012; Pelaez-Ballestas y col., 2011). 

Patogénesis 

Las citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-16, IL-17, TNFa, IFNy), antiinflamatorias (IL-4, IL- 

1 1 ,  IL-13) y las antagonistas, se encuentran en equilibrio en condiciones normales, sin 

embargo, en sujetos con AR se presenta un desequilibrio entre estas citocinas tanto pro­ 

inflamatorias como antiinflamatorias lo que favorece la presencia de autoinmunidad (Arend, 

2001 ). Se sugiere que la reacción inflamatoria se desencadena por un estimulo desconocido 

que desencadena una serie de eventos tal como la infiltración de células inflamatorias en la 

membrana sinovial que provocan la inflamación por células mononucleares, extendiéndose 

hacia el cartílago y huesos ocasionando el daño en las articulaciones(Mclnnes y Schett, 2011 ). 

La alteración inicial se da por medio de la infiltración de células T activadas en la membrana 

sinovial, que da como resultado niveles elevados de TNFa e IL-1 que promueven el 

reclutamiento de células al sitio de inflamación, estimulando la proliferación provocando así la 

formación del pannus que posteriormente se extiende hacia el cartílago y hueso ocasionando 
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el daño de las articulaciones(Pratt y col., 2009). Además, el IFNy, TNFa e IL-1 incrementan la 

actividad de las NOS (sintasa del óxido nítrico) aumentando los niveles de óxido nítrico el cual 

activa a las metaloproteasas las cuales son enzimas que degradan los componentes de la 

matriz de extracelular del cartílago como proteoglicanos y colágeno tipo II e induce la 

apoptosis(Clancy y col., 1998)(Figura 1). 
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Figura 1. Mecanismos fisiopatológicos de la inflamación y la destrucción 

Fuente: Harrison, 2012. 
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Células, citocinas y moléculas implicadas 

Se ha propuesto que los ACPA están involucrados en el inicio y en la forma crónica de la AR, 

estos anticuerpos son dirigidos contra proteínas como fibrinógeno, colágeno tipo 11, o-enolasa 

las cuales son citrulinadas induciendo una respuesta a antígenos. Los anticuerpos promueven 

la producción de citocinas pro-inflamatorias al formar complejos inmunitarios por el 

complemento y los receptores Fe de activación (S. Bae y col., 2012; Snir y col., 2010). 

Se demostrado un aumento de células mieloides, células dendríticas, plasmocitos que 

expresan citocinas tales como IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, moléculas HLA de clase 11, necesarias 

para el proceso de presentación de antígenos y activación de células T, en la membrana 

sinovial (Lebre y col., 2008). Las células T promueven la producción de citocinas pro­ 

inflamatorias contribuyendo de esta manera a la inflamación, por medio de la interacción con 

macrófagos y fibroblastos, esta producción de citocinas probablemente se produce por 

receptores que reconocen proteínas de choque térmico y fibronectina por medio de receptores 

de reconocimiento de patrón como TLR2, TLR3, TLR4 y TLR6, los cuales se expresan durante 

el inicio y la forma crónica de la enfermedad (Brentano y col., 2005; Mclnnes y Schett, 2007). 

Algunos de los mediadores de la inflamación fundamentales en la migración celular son 

TNF- a, IL-1 e IL-6 esta última promueve el reclutamiento de neutrófilos que a su vez contribuye 

a la inflamación y destrucción de la articulación, sin embargo también puede ocurrir a través 

de los fibroblastos (Lally y col., 2005; Smolen y col., 2007). Además, las citocinas TNF-a, IL-1 

e IL-6 inducen la osteoclastogénesis a través de los macrófagos por la unión del factor 

estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) y el receptor activador de factor nuclear 

(RANK) y el ligando de RANK (RANKL). M-CSF promueve la diferenciación de los osteoclastos 

al acoplarse al receptor M-CSFR de monocitos, mientras que RANKL se expresa a través de 

las células mesenquimales como las células T sinoviales. Los osteoclastos inducen la 

resorción ósea, provocando la invasión de células en la membrana sinovial que da lugar a la 

formación del pannus (Schett, 2007; Teitelbaum, 2000). 
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Peptidil arginina desaminasas 4 

Las enzimas PAD forman parte de una familia de enzimas dependientes de calcio que 

catalizan la conversión de residuos de arginina a residuos de citrulina. Las modificaciones 

postraduccionales de proteínas mediante citrulinación en donde ocurre la conversión de un 

aminoácido cargado positivamente a uno con carga neutra (Vossenaar y col., 2003). En 

humanos, se han encontrado cinco isotipos de PAD diferentes, PADI 1, PADl2, PADl3, PADl4 

y PADl6, las cuales se distribuyen en una amplia gama de células y tejidos, donde cada isotipo 

muestra un sitio de unión especifico. PADl1 se expresa predominantemente en la epidermis y 

el útero, PADl3 en los folículos pilosos, mientras que PAD14 en neutrófilos y eosinófilos. La 

expresión de PADl6 se ha detectado en ovarios. (Vossenaar y col., 2003). PADl2 es el isotipo 

mayormente difundido, expresado por ejemplo, en músculos esqueléticos, bazo, cerebro, 

glándulas secretoras, etc., (Arita y col., 2004). La mayoría de los isotipos PAD ( 1 ,  2, 3 y 6) se 

expresan únicamente en el citoplasma, mientras que PADl4, posee localización nuclear, por 

lo tanto, la especificidad del sustrato es distinta entre los isotipos de PAD (Hensen y Pruijn, 

2014). 

PADl4 está formada por 663 aminoácidos con un peso de 74 kDa. (Arita y col., 2004). 

PAD4 suele unirse en dos dominios: un dominio N-terminal (aminoácidos 1 - 300), 

caracterizado por 2 subdominios de tipo inmunoglobulina; un dominio e-terminal (aminoácidos 

301 - 663), altamente conservadas entre especies (Figura 1 ). PADl4 es la única isoforma que 

posee localización nuclear, por lo tanto, aunque es localizada en el citoplasma, se puede 

mover al núcleo tras la activación celular (Mastronardi y col., 2006) 
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Figura 2. Estructura cristalina de PADl4 

Fuente: Jones y col., 2009. 

Papel de PAD en artritis reumatoide 

La enzima PAD puede promover la sinovitis a través de la formación de complejos inmunes ya 

que esta es el objetivo de los anticuerpos de los pacientes con AR (Harris y col., 2008). Los 

anti-CCP son detectables en pacientes con predisposición genética hasta en un 80 % 

(Szodoray y col., 2010), estas proteínas citrulinadas son abundantes tanto intra como 

extracelularmente en la membrana sinovial de los pacientes con AR por lo que se 

correlacionan con una mayor destrucción de las articulaciones (Lundberg y col., 2005). 

Se sugiere que PADl4 promueve la aparición y progresión de la AR al incrementar su 

actividad, debido a que esta se expresa en leucocitos los cuales son reclutados al sitio de 
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inflamación, activándose y liberando PADl4, la cual crea un neoantígeno al desaminar 

proteínas extracelulares, este principalmente se expresa en tejidos articulares es por ello que 

se caracteriza por el daño de articulaciones específicamente (Nakashima y col., 1999). 

Además, la PAD puede influir también en respuesta a diversos estímulos como TNF­ 

a, así como la liberación de NETs (trampas extracelulares de neutrófilos) lo que induce un 

mecanismo para la liberación de DNA genómico en el espacio extracelular, donde da como 

resultado una red de DNA y proteínas que se encuentra en las articulaciones de los pacientes 

con AR, en los que se incluyen histona, mieloperoxidasa y elastasa de neutrófilos. Puede 

regular la actividad de antitrombina ya que una vez citrulinado se elevan los niveles en liquido 

sinovial dando lugar a la angiogénesis característicos de AR (Chang y col., 2005; Neeli y col., 
- 2008; Wang y col., 2009). 

Polimorfismos 

Se ha propuesto que los factores genéticos están implicados en el desarrollo de la AR, por lo 

que se han identificado cuatro polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) del gen PAD/4 que 

se asocia al desarrollo de AR en diversas poblaciones, que corresponden a PADl4_89 G>A, 

PADl4_90 T>C, PADl4_92 G>C Y PADl4_ 104 T>C en el que este último es silencioso, estos 

son segregados en bloque al presentar un desequilibrio de ligamiento considerándose GTG 

como el haplotipo susceptible y ACC como el no susceptible (Suzuki y col., 2003). 

Diversos estudios confirmaron también la asociación de PAD/4 en poblaciones distintas 

como coreano (Kang y col., 2006), chino (Fan y col., 2008), américa del norte (Plenge y col., 

2005), así como en la población mexicana (Occidente y Sur) la cual es considerada una 

población heterogénea resultado de la mezcla genética entre los genes europeos, amerindios, 

asiáticos y africanos, en la población de occidente se obtuvo que el haplotipo GTG fue el más 

frecuente en los pacientes con AR que en los controles por lo que se confirmó la asociación 

del haplotipo susceptible en esta población (OR 1 .41 ), donde además los portadores del 

haplotipo GTG presentaron mayor positividad para anticuerpos anti-CCP (OR 3.27) e 
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incrementos en los títulos de anticuerpos anti-CCP (p <0.001) (Guzman-Guzman y col., 2015). 

Mientras que en la población del sur de México se obtuvo que el haplotipo GTG es más 

frecuente en AR que en controles por lo que se confirmó la asociación del haplotipo susceptible 

en esta población (OR 1.36). Sin embargo al evaluar la relación entre anti-CCP y el haplotipo 

de susceptibilidad no se mostró ninguna asociación, como se presentó en la población de 

occidente de México, por lo que pueda deberse a la evolución de la enfermedad en los 

pacientes ya que estos presentan muchos años de evolución o se encuentran en remisión 

(Banos-Hernandez y col., 2017). 

Localización del polimorfismo de PAD/4 

El gen PAD/4 se localiza en el brazo corto del cromosoma 1(/ocus 1p36) y está constituido por 

16 exones y 1 5  intrones. Los 3 SNPs de PAD/4 asociados con AR se encuentran en los exones 

2 y 3 del gen y las variantes polimórficas generan un cambio de glicina (G) por serina (S) para 

PAD/489, valina (V) por alanina (A) para PAD/490 y glicina (G) por alanina (A) para PAD/492 

(Figura 3)(Suzuki y col., 2003). 
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Figura 3. Gen de PADl4 y localización de los SNPs asociados con AR 

Fuente: Suzuki y col., 2003 
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Actividad enzimática 

Las enzimas PAO requieren de cantidades elevadas de calcio para su actividad enzimática, 

ya que en condiciones normales son inactivos, se conoce que se activan en células muertas 

por el aumento del ión calcio, lo que produce la actividad y así la citrulinación de las proteínas, 

las cuales también pueden ser liberadas al medio extracelular, es decir la enzima en altas 

concentraciones de calcio (=2 µM) como la que se presenta en eventos apoptóticos o 

necróticos cataliza la citrulinación (Vossenaar y col., 2003). Para la evaluación de la actividad 

enzimática de PAO por la que ocurre el proceso de citrulinación se han descrito varias técnicas, 

en las que se identifican a las proteínas citrulinadas y la actividad de la enzima (Hensen y 

Pruijn, 2014; Moscarello y col., 2002). 

Uno de los métodos para la detección de citrulina es el ensayo calorimétrico en el que 

un grupo ureido en condiciones acidas reacciona con OAMO (diacetilmonoxima) dando como 

resultado un producto color rosa/naranja al cual se lee su absorbancia de 530 nm (Fearon, 

1939). Sin embargo, esta técnica fue modificada dando como resultado un producto de color 

amarillo con mayor estabilidad, siendo altamente reactivo con nucleófilos, su reacción se basa 

en la unión de OAMO y antipirina (Holm y col., 2006). Por lo anterior, este método no es 

recomendado para la evaluación de la actividad en muestras biológicas debido a la alta 

concentración de urea en tales muestras y la interferencia en la reacción con el grupo ureido 

(T. Chikuma y col., 2000; Hensen y Pruijn, 2014). 

Otro método es el ensayo espectrofotométrico de oxidación de NAOH, su principio se 

basa en la formación de un producto durante la citrulinación dando como resultado la formación 

de amoniaco el cual por medio de glutamato deshidrogenasa se une a a-cetoglutamato en 

presencia de NAOH dando como resultado glutamato y NAO+ que puede ser evaluado por 

UVNIS ya que se origina un cambio de absorbancia de 340 nm durante la conversión de NAOH 

a NAO+. Este método no es recomendado para la determinación en muestras biológicas ya 

que no es capaz de detectar pequeñas cantidades de actividad de PAO \'f. F. Liao y col., 

2005). 
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Por otro lado se ha demostrado una técnica altamente sensible para determinar la 

actividad de PAD en muestras complejas, aún con cantidades relativamente pequeñas (0.2 

pmol), en el que su fundamento se basa en la incubación del péptido Dns-Gly-Arg 

(fluorescente) con la enzima PAD, originando la conversión del péptido a Dns-Gly-Cit el cual 

es evaluado por medio de HPLC (del inglés High Perfonnance Liquid Chromatography) que 

tiene acoplado un detector de fluorescencia en el que se mide la intensidad de fluorescencia 

de los diferentes péptidos (T. Chikuma y col., 2000). 
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JUSTIFICACIÓN 

Se ha demostrado que el nivel de expresión del mRNA de PAD/4 se incrementa en pacientes 

que padecen AR. A su vez, se han identificado polimorfismos genéticos que se segregan en 

haplotipo como los descritos en el gen PAD/4 que podrían contribuir a la actividad clínica de 

artritis reumatoide, en particular el haplotipo homocigoto GTG. Sin embargo, debido a que el 

proceso de citrulinación puede ocurrir en distintas etapas de síntesis y procesamiento de 

proteínas, la cantidad de péptidos citrulinados no puede ser correlacionado directamente con 

la expresión de mRNA, sin considerar la actividad enzimática de PAD14. Para la determinación 

de actividad de enzimas PAD se han desarrollado diversos métodos desde espectroscópicos, 

reacción con anticuerpos y analíticos como el HPLC. Con base a lo anterior se propone 

estandarizar el método para determinar la actividad de PADl4 mediante HPLC, para futuras 

evaluaciones en muestras de neutrófilos. 
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HIPÓTESIS. 

El método de HPLC permite detectar la actividad enzimática de PADl4 con un alto limite 

de sensibilidad, de al menos 50 µmoles/mg de proteína. 
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OBJETIVO GENERAL 

Estandarizar el método para detenminar la actividad de PADl4 mediante HPLC con un 

alto limite de sensibilidad. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1 .  Sintetizar el péptido Dns-Gly-Cit a partir del sustrato Dns-Gly-Arg 

2. Estandarizar el método para la evaluación de la actividad de PADl4 mediante HPLC. 
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METODOLOGÍA 

Preparación del estándar Dns-Gly-Cit 

Para la preparación del estándar Dns-Gly-Cit se llevó a cabo a partir del sustrato Dns-Gly-Arg 

utilizando una PADI recombinante (Abcam ab170409) bajo las condiciones del medio de 

ensayo buffer Tris-HCI 40 mM (pH 7.6), CaCI, 2 mM, 1 mM Ditiotreitol, se adicionó Dns-Gly­ 

Arg 100 µM y 7.5 µg de enzima recombinante incubando durante 1 hora a 37°C. La reacción 

se detuvo incubando 1 O minutos a 1 OOºC. Se confirmó la ausencia de Dns-Gly-Arg en la 

solución mediante HPLC y fue considerada como solución estándar Dns-Gly-Cit 100 M (Y. F. 

Liao y col., 2005) 

Análisis mediante HPLC y actividad de PAD 

La determinación de Dns-Gly-Cit se llevó a cabo en el Centro de Investigación en Alimentación 

y Desarrollo (CIAD), en un sistema HPLC Perkin Elmer Series 200 equipado con un detector 

de fluorescencia Series 200'. El análisis cromatográfico se realizó utilizando una columna C18 

(150 mm x 4.6 mm). La fase móvil consistió en buffer de acetatos 100 mM conteniendo octano 

sulfonato de sodio 1 O mM (pH4.0): acetonitrilo (75:25, v/v). La intensidad de fluorescencia se 

evaluó a una longitud de onda de excitación de 333 nm y capturada a una longitud de onda de 

533 nm. 

La evaluación de actividad de PAD fue determinada mediante la técnica reportada por 

Toshiyuki Chikuma y col. (2000) basada en la conversión del péptido Dansil Glicil -L· Citrulina 

(Dns-Gly-Cit) liberado por la actividad enzimática a partir del sustrato Dansil Glicil Arginina 

(Dns-Gly-Arg) (GenScript Biotech). La generación del péptido Dns-Gly-Cit se evaluó mediante 

HPLC y detección por fluorescencia. El medio de ensayo consistió en buffer Tris-HCI 40 mM 

(pH 7.6), CaCI, 2 mM, 1 mM Ditiotreitol, adicionando el sustrato Dns-Gly-Arg (en un rango de 
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concentraciones de 20 µM a 1 mM, en un volumen final de reacción de 50 µL. Posterior a la 

adición del extracto con actividad PAD, se incubó a 37°C y se detuvo la reacción a diferentes 

tiempos de reacción, incubando a 100ºC durante 10 minutos. La muestra fue centrifugada a 

4ºC por 1 O minutos y se inyectaron por triplicado 20 µL para su análisis mediante HPLC. 

Para la expresión de la actividad de PAD en µmoles/min/µg proteína, se integró el área 

de cada uno de los picos correspondientes al péptido Dns-Gly-Cit en los diferentes tiempos de 

incubación. Así mismo, se consideró la concentración de proteína total de cada muestra, para 

obtener la actividad especifica. El área obtenida del péptido control a las 4 horas de incubación, 

se consideró como 100 µM y por lo tanto, fue el valor más alto de área utilizado como 

referencia. Para la curva patrón, se utilizó el área correspondiente para cada tiempo de 

incubación. 

Determinación de Proteína 

La concentración de proteína se determinó por el método de Bradford (Kit Quick star Bradford 

proteína assay de 810-RAD). Adicionando 20 µL de extracto en 1 mL de reactivo de Bradford 

y registrando la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotómetro UVNIS a temperatura 

ambiente (25 ºC). (Zendman y col., 2007) 

Análisis de datos 

Los picos de emisión de fiuorescencia fueron descritos en unidades de fiuorescencia arbitraria 

identificando el patrón de emisión para Dns-Gly-Arg y Dns-Gly-Cit. La intensidad y área de 

cada pico se consideró para estimar la concentración de cada péptido. La concentración de 

Dns-Gly-Cit a los diferentes tiempos de reacción se analizó para determinar la actividad 

enzimática de cada muestra respecto al control utilizando el software RJ Leatherbarrow, GraFit 

v4.0 (Erithacus Software Ud, Staines, UK). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Síntesis y estandarización del péptido control (Dns-Gly-Cit). 

La evaluación de actividad de PADl4 mediante HPLC reportada por Toshiyuki Chikuma y col. 

(2000), representa una de las más sensibles respecto a las diversas técnicas para evaluación 

de la conversión del péptido Dansil Glicil Arginina (Dns-Gly-Arg) a Dansil Glicil -L- Citrulina 

(Dns-Gly-Cit). Sin embargo, requiere de una estandarización para cada una de las lecturas en 

muestras biológicas. En este sentido se realizó la síntesis y estandarización del péptido Dns­ 

Gly-Cit. 

La inyección del péptido Dns-Gly-Arg al equipo de cromatografía, bajo las condiciones 

descritas en la metodología, proporciona un cromatograma de referencia del péptido sin 

citrulinar. El cromatograma presenta dos picos de elución, el primero al tiempo 2.127 min y el 

segundo a 7.227 min, con un área de 19884.8267 y 306879.088 conteo por minuto 

respectivamente, lo que coincide con lo reportado por Chikuma y col (2000) en donde se 

obtiene una señal correspondiente para DGA al mismo tiempo de retención. (Figura 4). Las 

muestras fueron inyectadas al equipo por triplicado confirmando así que la señal obtenida es 

definida. Lo anterior demuestra la reproducibilidad del método. El tiempo de corrida para la 

elución del péptido DGA fue de 15 minutos sin embargo los picos son eluidos en un menor 

tiempo por lo que el tiempo de corrida podría ser disminuido. 
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Figura 4. Cromatograma del péptido DGA 100 µM. 

Para evaluar la conversión del péptido Dns-Gly-Arg, se incubó durante 1 hora en 

presencia de la enzima PAD recombinante. Los resultados en el cromatograma, en contraste 

con el cromatograma del péptido sin citrulinar, muestran una única y nueva señal indicada por 

la flecha al minuto 3.32, con un área significativa de 47147.1867 conteo por minuto. El pico 

(indicado con la flecha) corresponde entonces al péptido citrulinado y su área puede ser 

utilizada para la descripción de la actividad de PAD recombinante para la conversión de Dns­ 

Gly-Arg a Dns-Gly-Cit (Figura 5). 
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Figura 5. Cromatograma del péptido DGA 100 µM con la enzima PAD a 1 hora de 
incubación. 

Posteriormente, se obtuvieron cromatogramas de incubaciones de 2 y 4 horas (Figura 6 y 7)., 

en donde se obtuvo un incremento del pico (indicado por la flecha) al mismo tiempo de 

retención, con áreas de 79062.315 y 92618.86 conteos por minuto respectivamente cuya área 

fue dependiente del tiempo de incubación con la enzima PAD recombinante. Lo anterior, 

sugiere que a ¡nayor tiempo de reacción ocurre mayor citrulinación. La relación entre el tiempo 

de reacción y la actividad de PAD fue probada de 1 a 4 horas para el estándar, donde el nivel 

máximo de conversión detectable de DGA a DGC fue a las 4 horas considerándose como 

estándar 100 µM y equivalente al 100 %. En comparación con los tiempos de incubación de 1 

y 2 horas, se observó una actividad 49.1% y 14.63% menor respectivamente (Tabla 3). 
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Figura 6. Cromatograma del péptido DGA 100 µM con la enzima PAD a 2 horas de 
incubación. 
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Figura 7. Cromatograma del péptido (DGA 100 µM) con la enzima PAD a 4 horas de 
incubación. 
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Lo anterior coincide con lo reportado por Chikuma y col (2000)., donde el pico de 

elución correspondiente para DGA es aproximadamente a los 7 minutos, sin embargo en su 

estudio la señal correspondiente para DGA sobrepasa el límite de detección del equipo, 

mientras que en nuestro grupo de trabajo nos fue posible ajustar la concentración a una señal 

dentro del límite del equipo, sin embargo esta señal no disminuye en gran medida, aun y 

cuando la señal del péptido DGA es muy alta, el disminuir la concentración del péptido por 

debajo del 100 µM afecta la sensibilidad de la detección de DGA (datos no mostrados). 

Además, el pico correspondiente a DGC en su estudio es aproximadamente a los 5 minutos 

para el péptido puro, mientras que nuestros resultados indican que DGC eluye a los 3 minutos 

aproximadamente. Por otro lado, los picos obtenidos a los 2 minutos corresponden a 

impurezas presente en las muestras. 

Tabla 111. Datos obtenidos para el estándar por HPLC. 

Etiqueta Tiempo de Dns-G/y-Cit Dns-G/y-Arg 
incubación 

Tiempo retención Tiempo de 

3.32 min 
retención 

7.22 min 

Área (conteo/minuto) 

CDGA 1 hora No aplica 306879.088 

EDGC 1 hora 47147.1867 221700.73 

EDGC 2 horas 79062.315 169091.858 

EDGC 4 horas 92618.86 173749.9 

El tiempo de retención y la integración de área del pico de Dns-Gly-Clt es similar al 

estudio realizado por Chikuma y col (2000), en el que utilizaron lisados de células HL-60 de 

cerebro de rata las cuales se sembraron a una densidad de 3 x 10 ·5 células I mL y se rompieron 

por congelación - descongelación y los lisados fueron utilizados como enzima, produciendo un 

pico significativo en 4.5 min, aproximadamente 1 minuto después, comparado con nuestros 

39 



resultados de la evaluación del estándar. Además, a las 4 horas obtuvimos el pico con el nivel 

más alto correspondiente a DGC, sin embargo, se sugiere evaluar a mayor tiempo para 

comprobar hasta qué tiempo la señal sigue incrementando. 

Se construyó la curva patrón con los diferentes tiempos de incubación de 30 a 120 

minutos, así como la integración del área de cada pico correspondiente a los diferentes 

tiempos de incubación con la enzima, donde presentó un comportamiento lineal cuya 

correlación fue de 0.9973 (Figura 8). Además, la ecuación de la línea recta que obtuvimos de 

la curva patrón (Y= mx + b) donde el valor del intercepto es de 0.03471 lo que nos permite 

detectar actividad con este límite de sensibilidad, en donde para el estándar obtuvimos valores 

de 1.1077 a 5.1227 µmoles/ml sin embargo, esta sensibilidad es de suma importancia para 

las evaluaciones en lisados celulares. Por lo anterior, el proceso de citrulinación pudo ser 

monitoreado en este rango de tiempo con una detección de actividad de PAD14 de 0.4 - 2.04 

µmoles/µg de proteína. Por lo que se demuestra que el melado para la deteccion de la 

actividad de PADl4 es altamente sensible, lo cual coincide con el estudio de Zendman y col 

(2007), donde se ha mostrado una sensibilidad similar a la observada por el método aplicado 

en HPLC en el que se basa en el uso de anticuerpos para la detección del producto de 

reacción, detectando actividad de PAD en tejido fresco de ratones, por lo que puede ser 

utilizada posteriormente en muestras de otros tejidos. Contrario a estos resultados se ha 

reportado en el estudio de evaluacion por medio de ensayo espectrofotométrico de Liao y col 

(2005) en donde fue posible detectar actividad de PADl4, pero no fue posible detectar 

pequeñas cantidades de actividad, lo que confirma que el metodo de HPLC es más sensible 

para la evaluacion de actividad en muestras biologicas. 
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Figura 8. Curva patrón de actividad PAD 
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CONCLUSIÓN 

El método para la detección de la actividad de PAD14 mediante HPLC permite la detección 

entre 0.4 - 2.04 µmoles/µg de proteína y un limite de sensibilidad de al menos 0.03471 

µmoles/µg de proteína. Lo anterior, representa un método preciso y sensible para la 

determinación de actividad PADl4, esto aporta una posible herramienta para la realización de 

estudios posteriores en muestras biológicas de pacientes con AR. 
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PERSPECTIVAS 

• Se requieren estudios posteriores en los cuales se determine actividad de PADl4 en 

muestras de neutrófilos de pacientes, así como si existe una asociación de la actividad 

con el polimorfismo PAD/4 en pacientes con AR de la región norte de México, con la 

finalidad de relacionar la importancia del polimorfismo con las distintas regiones del 

país. 

• Evaluar la actividad enzimática en muestras de neutrófilo de pacientes portadores del 

haplotipo GTG. (Considerar mantener viabilidad de las muestras, media· de cultivo de 

conservación, condiciones óptimas de pH y temperatura para evitar degradación de la 

enzima). 

• Probar actividad a diferentes tiempos de reacción para confirmar el nivel máximo de 

detección. 
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