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RESUMEN

La induccion de tolerancia periférica usando autoantigenos constituye una terapia muy atractiva para las enfermedades
autoinmunes. El objetivo de este trabajo es demostrar el potencial terapéutico de un ligando peptidico alterado derivado de la
proteina de estrés térmico de 60 humana en el modelo animal de artritis inducida por adyuvante y en ensayos in vitro con células
mononucleares en pacientes con artritis idiopatica juvenil. Se comproho a través del examen clinico e histopatolégico de las ratas,
que el péptido inhibe eficientemente el desarrollo de la enfermedad; ademas, la terapia de los animales con el péptido induce una
reduccion significativa de la expresion del TNF alfa. Por otra parte, la estimulacion con ligandos peptidicos alterados de las
células mononucleares de pacientes con artritis idiopatica juvenil increment6 significativamente la frecuencia de células T
reguladoras CD4+CD25+Foxp3+. Estos resultados avalan el potencial terapéutico de esta molécula para el tratamiento de la

artritis idiopatica juvenil y otras enfermedades autoinmunes.
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INTRODUCCION

La artritis idiopatica juvenil (Al)) es una enfermedad
heterogénea autoinmune, que afecta a la poblacion infantil.
Esta enfermedad esté4 caracterizada por la inflamacion crénica
de una o més articulaciones lo cual trae como resultado la
destruccion articular y una severa limitacién funcional en cerca
del 49% de los nifios afectados.’ Puede acompafiarse o no de
manifestaciones extra-articulares y representa del 1.3 al 1.6 %
de la morbilidad pediétrica.? EI impacto que produce la AlJ
depende de la forma de presentacion por tratarse de siete
formas distintas que incluye desde entidades simples hasta
patologia de prondstico reservado, que no solo afectan la
funcionalidad sino ponen en riesgo la vida del nifio. Las causas
que la originan son desconocidas aunque incluye un conjunto
de factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales.

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo para esta
enfermedad. Tradicionalmente, las enfermedades autoinmunes
se han tratado con farmacos que tienden a la paralizacion de
los sintomas, o con el uso de potentes inmunosupresores no

especificos que no constituyen una terapia eficiente. Esto ha
llevado en los ultimos afios a algunos investigadores a retomar
el uso de estrategias antigeno-especificas para el tratamiento de
las enfermedades autoinmunes, tratando de regular la respuesta
inmune, no de suprimirla. Para ello, se han empleado péptidos
de autoantigenos o ligandos peptidicos alterados (APL), del
inglés, altered peptide ligands administrados en condiciones
tales que permitan la induccion de mecanismos inductores de
la tolerancia periférica (anergia, apoptosis, células T
reguladoras).®*

La proteina de estrés térmico 60 humana (HSP60), del inglés
heat-shock protein 60, uno de los autoantigenos fundamentales
involucrado en la patogénesis de la AlJ, es considerada como
un candidato para el restablecimiento de la tolerancia basada en
las posibilidades de activar células Treg. Algunos autores han
identificado epitopos en la HSP60 involucrados en los
mecanismos de regulacién en un modelo animal de artritis.>®
Ademas, otros autores han seleccionado epitopos de la HSP60
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humana con el objetivo de inducir tolerancia en pacientes con
enfermedades autoinmunes.”®

En este trabajo, se evalud un péptido tipo APL (denominado
CIGB814) derivado de la HSP60 humana en un modelo animal
valido para la AlJ. Este APL inhibe eficientemente el curso de
la artritis en este modelo e induce un incremento de las células
Treg en ensayos en vivo usando células mononucleares de
pacientes con AlJ.

METODO

Se emplearon ratas isogénicas hembras, pertenecientes a la
linea Lewis (haplotipo RT1.BL) suministradas por el Centro
Nacional para la Producciéon de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, La Habana, Cuba).

La enfermedad se indujo en 2 grupos de animales (Grupo | y
I1) mediante la administracion a cada rata de 100 pL del
Mycobacterium tuberculosis en AIF por via subcutanea en la
base de la cola.

El primer grupo fue tratado con 200 pg del péptido APL por

via intradérmica los dias 10, 14 y 18, y el otro qued6 como

control de la induccion de la enfermedad (enfermos no

tratados).

El tercer grupo queddé como control negativo del ensayo

(animales sanos).

EL grado de inflamaciéon asociado con el desarrollo de la

artritis se evalu6 con la siguiente escala:

0. Normal.

1. Inflamaciéon ligera y enrojecimiento del
inflamacién de los dedos.

tobillo e

N

Moderado enrojecimiento e inflamaciéon del tobillo.
Severo enrojecimiento e inflamacion de toda la pata.

4. Inflamacion maxima y deformidad de las mdltiples
articulaciones.

w

Para el andlisis histolégico las articulaciones fueron
descalcificadas y tefiidas con una mezcla de hematoxilina-
eosina.

El grado de afectacion en la articulacion se realizo a través de
una escala semicuantitativa:

Grado 0: Sin alteraciones

Grado 1: hiperplasia del epitelio y angiogénesis discreta

Grado 2: Hipertrofia sinovial con angiogénesis moderada. No
erosion del cartilago y/o hueso

Grado 3: Hipertrofia sinovial con formacién de pannus.
Angiogénesis exuberante. Erosion del cartilago y/o hueso.

Se cuantificaron los niveles de TNF alfa mediante un ensayo
comercial tipo  ELISA  especifico, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El limite de deteccion para el
TNF alfa fue de 5 pg/mL.

Los pacientes con AlJ incluidos en el estudio provienen del
Hospital Pediatrico “Pedro Borras”.

Se cuenta con el consentimiento informado por escrito de cada
uno de los tutores de los pacientes para participar en el ensayo.
Los datos fundamentales de los pacientes con AlJ se muestran
en la tabla 1.

Tabla 1 Principales caracteristicas de los pacientes con AlJ incluidos en el estudio.

No Edad Sexo Raza  Sindromes clinicos Evolucion en aflos  Estado clinico  Tratamientos

P1 8 F N AlJ Poliarticular FR(-) 7 Actividad Metotrexate, acido félico

P2 6 F M Al Poliarticular FR(-) 4 Actividad Metotrexate, Sales de Oro, Indometacina
El aislamiento de las células mononucleares de la sangre RESULTADOS

periférica se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por
Dominguez y col.® La proliferacion celular fue determinada
por el empleo del marcaje celular con 5-carboxyfluorescein
diacetate succinimidy ester (CFSE), segun describen Lyons y
Parish."*

La determinacion de las células Treg se realiz6 con un kit
comercial para marcaje de estas células siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, las muestras fueron
leidas y analizadas en un citémetro Partec Pass Il usando el
programa Partec Flomax, respectivamente.

Para el andlisis de los resultados se empleé el programa
estadistico GraphPad Prism version N° 4 siguiendo las
instrucciones del mismo. Las pruebas estadisticas empleadas
fueron la de Kruskal-Wallis, Mann- Whitney Rank Sum Test,
test de Dunn y el test t pareado.

El dia 11 después de inducida la enfermedad los animales de
los grupos | y Il comenzaron a manifestar los signos clinicos
de la artritis, observandose una diferencia importante a partir
del dia 17 con respecto al Grupo Il.

Las manifestaciones mas severas se observaron alrededor del
dia 21 para ambos grupos de animales enfermos y la capacidad
locomotora se afecté considerablemente. Sin embargo, los
animales tratados con el APL presentaron una reduccion
significativa (p < 0.001) de los signos clinicos de la artritis.

A partir del dia 21 comenz6 el proceso de reversion de la
enfermedad caracteristico del modelo animal 924

En la figura 1B se presentan los niveles de TNF alfa inducidos
por el péptido APL en las células mononucleares de las ratas
de los grupos | y Il sacrificadas el dia 21.
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Figura 1. La administracion del péptido CIGB814 previene el desarrollo de la artritis por una disminucion en los niveles de TNF a en el modelo
animal de AA. (A) Evaluacion de los signos clinicos. (B) Cuantificacién de los niveles de TNF alfa el dia 21 después de inducida la artritis.
Grupo I: Animales tratados con el péptido APL, Grupo Il: Animales enfermos no tratados; Grupo Ill: Animales sanos. , p<= 0.05; **, p<

0.002; ***, p=0.001 versus Grupo II.
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Como puede observarse el tratamiento con el péptido
disminuye significativamente los niveles de TNF alfa con
respecto al Grupo Il.

Los animales del Grupo Il presentaron las alteraciones
histoldgicas caracteristicas de la enfermedad, los tres animales
sacrificados el dia 21 presentaron grado 3.F9""24

En estas articulaciones se observé una hipertrofia sinovial en la
cavidad articular con formacion de pannus, la erosion del
cartilago y el hueso. 719" 252

En el dia 35 los animales sacrificados del Grupo Il presentaron
grados inferiores a los del dia 21. En contraste, los animales

sacrificados del Grupo I, los dias 21 y 35, no presentaron
alteraciones histolégicas con excepcién de un animal que
presentd grado 1 el dia 35.79"r 24

En la microscopia 6ptica de la seccion articular de un animal
de este grupo con grado O se puede apreciar el espacio intra-
articular bien definido y no se observa la formacién del
pannl‘IS.FiguraZBl

Figura 2. (A) Analisis histoldgico. (*) Representa diferencias estadisticamente significativa (P=0.029). (B) Tincién representativa de
Hematoxilina y Eosina de una seccidn del tejido de la articulacion de las ratas del grupo | (B1) y grupo Il (B2). Cavidad intraarticular (El),

hueso (H), cartilago (C), pannus (P).
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Previamente en nuestro grupo se demostro que el péptido
CIGB814 induce un incremento significativo en los niveles de
células Treg CD4+CD25+Foxp3+ en ensayos ex Vivo con
células mononucleares de pacientes con artritis reumatoide.*

Teniendo en cuenta estos resultados, evaluamos las
potencialidades del péptido APL en la induccién de células
Treg en pacientes con AlJ. En los histogramas obtenidos a
través del andlisis por citometria de flujo se seleccioné la

regién correspondiente a los linfocitos T CD4+ iU 34 y e

determiné la frecuencia de células Treg estimuladas con el
péptido APL.

La frecuencia de las células T CD4+CD25+Foxp3+ en las
células mononucleares que fueron estimuladas con el péptido
fue mayor al compararlas con las células sin estimulo, lo que
sugiere una induccién por el péptido de células Treg.F 9 38
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Figura 3. Incrementos en la frecuencia de células T CD4+CD25+Foxp3+ por el péptido APL en pacientes con AlJ A: Representacion de la
region correspondiente a los linfocitos T CD4+. El nimero dentro de la region representa el porcentaje de las células T CD4+. La figura
ilustra el marcaje representativo de un paciente. B: Efecto del péptido CIGB814 sobre los niveles de células T CD4+CD25+Foxp3+ en dos
pacientes con AlJ. Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de tres réplicas independientes. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas ( p<0.05).
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Las células mononucleares de sangre periférica del paciente
(P2) con AlJ previamente marcadas con CFSE fueron
estimuladas en cultivo con el péptido APL. Las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo empleando el AcM
anti-Foxp3-APC. Se realiz6 el andlisis del marcaje con el AcM
anti-Foxp3-APC en las células que presentaron una menor
intensidad de fluorescencia de CFSE (Proliferacion).

En este caso se observé un aumento significativo en la
expresion de Foxp3+ en las células estimuladas con el péptido
CIGB 814 en comparacion con las células cultivadas sin
estimulo.F1oura4

El IDC para este caso fue de 2.75. Se llevé a cabo ademas el
mismo analisis para un donante sano.

No se observé un aumento significativo de la proliferacion de
células Foxp3+ en las células que fueron estimuladas con el
péptido APL en comparacion con las células cultivadas sin
estimulo peptidico.™9*

Para este caso el IDC fue de 1.08, lo cual indica que el péptido
APL no indujo proliferacion de células Foxp3+ en el donante
sano.

Figura 4. Induccion de la proliferacion por el péptido APL CIGB 814 de células Foxp3+ en un paciente con AlJ (P2) y en un donante sano. Las
células mononucleares de sangre periférica marcadas con CFSE fueron cultivadas con o sin el péptido. Posteriormente las células fueron
marcadas con un AcM anti-Foxp3-APC y analizadas por citometria de flujo. El grafico representa el por ciento de células Foxp3+ del total de
células mononucleares que proliferaron (CFSEdim). Las barras representan el promedio #+ la desviacion estandar de tres réplicas
independientes. El asterisco representa diferencias estadisticamente significativas (p = 0.02).
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DISCUSION
Previamente en nuestro grupo, se identificd por herramientas
de la Bioinformatica un nuevo epitope de células T localizado

en la regién N terminal de la HSP60 humana. El péptido
correspondiente a esta regién se denomind E18-3, a partir del
cual se disefi6 un péptido tipo APL (CIGB814).%°

En este trabajo se evallo la capacidad terapéutica de este APL
en el modelo animal de AA y en ensayos ex vivo. El
tratamiento con el APL redujo significativamente la severidad
de la AA, desde el punto de vista clinico e histopatoldgico.

Existen numerosos reportes en la literatura cientifica en los que
se ha comprobado que varios péptidos de las Hsp65 del
Mycobacterium tuberculosis administrados por via nasal u oral
tienen un efecto protector en este modelo. Especificamente, el
grupo de van Eden, que ha trabajado intensamente en este
campo, ha demostrado que el efecto protector de dichos
péptidos se debe a la induccién de células T reguladoras
secretoras de IL-10, TGF-B e IL-4, capaces de reaccionar de
forma cruzada con los proteoglicanos que se encuentran
altamente expresados en las articulaciones de las ratas.*™*

El tratamiento con el péptido CIGB814 disminuye
significativamente los niveles de TNF alfa con respecto a los
animales sin tratamiento. Esta citocina es responsable en gran
medida de inducir y/o perpetuar el proceso inflamatorio en los
animales del modelo de AA. Lo anterior pudiera explicar las
diferencias clinicas e histopatolégicas observadas entre los
animales tratados con el APL y los animales enfermos sin
tratamiento. Diferentes estudios han demostrado que el TNF
alfa provoca una disminucion de las funciones de las células
Treg CD4+CD25+ en humanos.*

Por otra parte, el tratamiento de pacientes con AR con
antagonistas del TNF alfa provoca un aumento en los niveles
de células Treg CD4+CD25+ vy revierte el defecto de estas
células para inhibir la produccién de citocinas pro-
inflamatorias por células T CD4+CD25- .*° El hecho de que el
péptido APL, provoque una disminucion de los niveles de
TNF alfa en el modelo animal representa un efecto beneficioso
en el control del proceso inflamatorio y puede contribuir a la
restauracion de la tolerancia debido a la inhibicién de citocinas
inflamatorias y de esta forma permitir la expansion de
poblaciones de células Treg.

Otros autores, han comprobado en ensayo ex vivo en pacientes
con AlJ oligoarticular la induccién de células T con un
fenotipo regulador inducido por la Hsp60 o péptidos derivados
de ella, que pudiera contribuir a la remision espontanea de la
enfermedad."’

Previamente, en nuestro grupo se habia demostrado que el
péptido APL CIGB814 induce un incremento significativo en
los niveles de células Treg con fenotipo CD4+CD25+Foxp3+
en ensayos ex vivo con células mononucleares de pacientes
con AR.*

En este trabajo se comprobd que el péptido APL aumenta
significativamente  los  niveles de  células  Treg
CD4+CD25+Foxp3+ en los pacientes con AlJ evaluados, asi
mismo se demostro que este aumento puede deberse a la
induccion de la proliferacion de las células Foxp3+. Sin
embargo, en un donante sano no se observé este efecto. Esto
podria indicarnos un mecanismo especifico de accién del
péptido.

La induccion de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ por el
péptido CIBG814 refuerza las potencialidades terapéutica de
este péptido en el tratamiento de pacientes con AlJ. Estas
células son capaces de reducir la respuesta inflamatoria por
mecanismos supresores, los cuales involucran tanto la
produccion de citocinas anti-inflamatorias como el contacto
celular.®*® El tratamiento con el péptido APL podria ser
extendido a otras enfermedades autoinmunes donde la Hsp60
constituya un autoantigeno.
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