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Àcid aspàrtic Asp D 

 

 
 

Àcid glutàmic Glu E 

 

 
 

Alanina Ala A 

 

 
 

Arginina Arg R 
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Cisteïna Cys C 

 

 
 

Fenilalanina Phe F 

 

 
 
 
 
 
 



 

Aminoàcid Abreviatura Símbol Estructura química 

Glutamina Gln Q 

 

 
 
 

Histidina His H 

 

 
 
 

Isoleucina Ile I 

 

 
 
 

Leucina Leu L 

 

 
 
 

Lisina Lys K 

 

 
 
 

Metionina Met M 

 

 
 
 

Prolina Pro P 

 

 
 
 



 

Aminoàcid Abreviatura Símbol Estructura química 

Treonina Thr T 

 

 
 

Triptòfan Trp W 

 
 

 
 

Valina Val V 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

Aminoàcid 
original 

Aminoàcid amb 
PTM Abreviatura Estructura química 

Arginina Citrul·lina Cit 

 

 
 

Lisina Homocitrul·lina hCit 

 

 
 

Lisina Acetil lisina K(Ac) 

 

 
 

Lisina Lisina-MAA K(MAA) 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

Aminoàcid Grup protector Grup 
protegit Estructura grup protector 

Cisteïna Acetamidometil (Acm) Cadena 
lateral 

 

 
 

Lisina, 
Triptòfan Tert-butoxicarbonil (Boc) Cadena 

lateral 

 

 
 

Arginina 
2,2,5,7,8-

pentametilcroman-6-
sulfonil (Pmc) 

Cadena 
lateral 

 

 
 

Àcid aspàrtic, 
Àcid glutàmic, 

Serina, 
Tirosina, 
Treonina 

Tert-butil (tBu) Cadena 
lateral 

 

 
 

Asparagina, 
Cisteïna, 

Glutamina, 
Histidina 

Tritil (trt) Cadena 
lateral 

 

 
 

Tots els 
aminoàcids 

9-fluorenilmetoxicarbonil 
(Fmoc) 

Extrem a-
amino 
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Llistat d’abreviatures  
d Desplaçament químic 
l Longitud d’ona 

AA Acetaldehid 
aa Aminoàcid 

AAPA Anticossos contra proteïnes/pèptids acetilats 
Ab Anticòs 
Ac Acetil 

Acm Acetamidometil 
ACN Acetonitril 

AcOH Àcid acètic 
ACPA Anticossos contra proteïnes/pèptids citrul·linats 

ACR Col·legi americà de reumatologia, de l’anglès American College of 
Rheumatology 

Ag Antigen 
AMPA Anticossos contra proteïnes/pèptids modificats 

Anti-CarP Anticossos contra proteïnes/pèptids carbamilats 

Anti-CCP Anticossos contra pèptid cíclic citrul·linat, de l’anglès antibody against cyclic 
citrullinated peptide 

Anti-MAA Anticossos contra proteïnes/pèptids amb adductes MAA 
AP Fosfatasa alcalina 

AUC Àrea sota la corba, de l’anglès area under the curve 
Boc Tert-butiloxicarbonil 
BSA Albúmina sèrica bovina, de l’anglès bovine serum albumin 

CASPAR Criteris de classificació per artritis psoriàsica, de l’anglès classification criteria 
for psoriatic arthritis 

CCP Pèptid cíclic citrul·linat, de l’anglès cyclic citrullinated peptide 
CEP-1 Pèptid citrul·linat d’a-enolasa 1, de l’anglès citrullinated a-enolase peptide 1 
CSA Artràlgia clínicament sospitosa, de l’anglès clinically suspected arthragia 
DIEA N,N-Diisopropiletilamina 

DIPCDI N,N’-Diisopropilcarbodiimida 
DMF N,N-Dimetilformamida 

DMSO Dimetilsulfòxid 

ELISA Assaig immunoenzimàtic en fase sòlida, de l’anglès enzyme-linked 
immunosorbent assay 

ESI-MS Espectrometria de masses amb ionització per electrospray, de l’anglès 
electrospray ionization-mass spectrometry 

EULAR Lliga europea contra el reumatisme, de l’anglès european alliance of 
associations for rheumatology 

ExM Manifestació extra articular, de l’anglès extra-articular manifestation 
FAAB 2-formil-3(alquilamino)butanal 

Fc Fracció constant 
FCS Sèrum fetal boví, de l’anglès fetal calf serum 
FIA Anàlisi per injecció de flux, de l’anglès flow injection analysis 
Fib Fibrinogen 

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonil 
Fr Valor de fronts 
FR Factor reumatoide 

GWAS Estudis d’associació de genoma complet , de l’anglès genome wide association 
studies 

HATs Histones acetil transferases 
HATU Hexafluorofosfat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluroni 
HDATs Histona desacetilasa 

Hexil-MAA 1-hexil-4-metil-1,4-dihidro-piridindicarboxialdehid 
HLA Antigen leucocitari humà, de l’anglès human leukocyte antigen 



 

HLA-DRb1 Cadena b 1 de la molècula HLA-DR 
HOBt 1-hidroxibenzotriazol 

HPLC Cromatografía líquida d’alta resolució, de l’anglès high performance líquid 
cromatography 

HRP Peroxidasa de rave picant, de l’anglès horseradish peroxidase 
HSA Albúmina sèrica humana, de l’anglès human serum albumin 

Ig Immunoglobulina 
IgA Immunoglobulina de l’isotip A 
IgG Immunoglobulina de l’isotip G 
IgM Immunoglobulina de l’isotip M 

IL Interleucina 
ILD Malaltia pulmonar intersticial, de l’anglès interstitial lung disease 
IQR Rang interquartílic, de l’anglès interquartil range 
LYP Tirosina fosfatasa limfoide, de l’anglès lymphoid tyrosine phosphatase 
m/z Relació massa/càrrega 

MAA Adductes de malondialdehid-acetaldehid, de l’anglès malondialdehyde-
acetaldehyde adducts 

MAP Pèptid amb múltiples antígens, de l’anglès multiple antigen peptide 
MCV Vimentina mutada citrul·linada, de l’anglès mutated citrullinated vimentin 
MDA Malondialdehid 

MDHDC 4-metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarbaldehid, també conegut com adducte 
MAA 

MeOH Metanol 

MHC Complex d’histocompatibilitat major, de l’anglès major histocompatibility 
complex 

MMP Metal·loproteïnasa 
MPO Mieloperoxidasa 
MS Espectrometria de masses, de l’anglès mass spectrometry 
NET Trampes extracel·lulars de neutròfils, de l’anglès neutrophil extracellular traps 
NGS Seqüenciació de nova generació, de l’anglès next generation sequencing 
NHS N-hidroxisuccinimida 
OD Densitat òptica, de l’anglès optical density 

OPD Orto-fenilendiamina 
PAD Peptidil arginina deiminasa 

PADI4 Peptidil arginina deiminasa isoforma 4 
PBS Tampó fosfat salí, de l’anglès phosphate buffered saline 
PCR Proteïna C reactiva 
PEG Polietilenglicol 
Pmc 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonil 

pNPP Paranitrofenilfosfat 
PTM Modificació post-traduccional, de l’anglès post-translational modification 

PTPN22 Proteïna tirosina fosfatasa no receptor tipus 22 
PyBOP Hexafluorofosfat de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni 

RA Artritis reumatoide, de l’anglès rheumatoid arthritis 
RANK Receptor del factor nuclear B 

RANK-L Lligand del receptor del factor nuclear B 
RMN Ressonància magnètica nuclear 
ROC Corba de rendiment diagnòstic, de l’anglès receiver operating characteristic 
ROS Espècies reactives d’oxigen, de l’anglès reactive oxigen species 
RP Reumatisme palindròmic 

SDS Dodecil sulfat sòdic, de l’anglès sodium dodecyl sulfate 
SE Epítop compartit, de l’anglès shared epitope 

SNP Polimorfisme de nucleòtid únic, de l’anglès single nucleotide polymorphism 
SPPS Síntesi de pèptids en fase sòlida, de l’anglès solid phase peptide synthesis 
tBu Tert-butil 



 

TFA Àcid trifluoroacètic 
TIS Triisopropilsilà 
TLC Cromatografia per capa fina, de l’anglès thin layer cromatography 

TMB 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina 
TMS Tetrametilsilà 
TNFa Factor de necrosi tumoral-a, de l’anglès tumor necrosis factor a 
TOF Temps de vol, de l’anglès time of Flight 
Tr Temps de retenció 

TRIS Tris(hidroximetil)-aminometà 
Trt Trifenilmetil 
UA Unitats arbitràries 

UPLC Cromatografía líquida d’ultra pressió 

VARA Registre de veterans d’artritis reumatoide, de l’anglès Veteran Affairs 
Rheumatoid Arthritis 

VPN Valor predictiu negatiu 
VPP Valor predictiu positiu 
VSG Velocitat de sedimentació globular 
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1. ARTRITIS REUMATOIDE 
 

1.1. Què és? 
 
L’artritis reumatoide (AR) és una malaltia inflamatòria crònica de naturalesa autoimmunitària 1 . 

És una malaltia complexa, d’etiologia desconeguda en la que estan implicats factors genètics i 

ambientals i en la qual l’alteració del sistema immunitari juga un paper principal en la seva 

patogènesis2. La principal manifestació clínica és la presència d’una poliartritis simètrica 

(inflamació de la membrana sinovial) d’evolució crònica amb tendència a la destrucció i 

deformitat articular, que pot ocasionar una discapacitat progressiva i pèrdua de la qualitat de la 

vida del pacient 3,4. A més de l’afectació articular, poden existir manifestacions extra-articulars 

(ExM) com els nòduls reumatoide, malaltia pulmonar intersticial o afectació ocular entre d’altres5.  

 

L’estratègia actual del tractament consisteix en la realització d’un diagnòstic precoç i l’inici d’una 

teràpia efectiva el més aviat possible, mentre es manté un control estricte de la malaltia. Aquesta 

estratègia, denominada “treat-to-target”6, quan és efectuada de forma precoç ha demostrat ser 

efectiva. En molts dels pacients no s’aconsegueix la curació però sí la remissió clínica de la malaltia 

i s’evita la destrucció articular7.  

 

La presentació clínica és heterogènia i es pot classificar els pacients en funció de diferents 

paràmetres. Una de les maneres més esteses de dur a terme la classificació és en base a la 

presència o absència de biomarcadors serològics distintius d’aquesta malaltia. Es pot discriminar 

entre l’AR seropositiva, en la qual els pacients presenten anticossos característics de la malaltia, 

que normalment està associada a un fenotip amb una major destrucció òssia, pitjor progressió i 

més mortalitat8  i la seronegativa, en general menys greu, més heterogènia i a voltes amb un 

diagnòstic clínic encara més difícil9.  

 

Els biomarcadors més estudiats i rellevants són el factor reumatoide (FR) i un tipus 

d’autoanticossos que tenen com a diana les proteïnes/pèptids citrul·linats (ACPAs, anticossos 

contra proteïnes/pèptids citrul·linats). Aproximadament el 70-75% dels pacients d’AR presenten 

la forma seropositiva (FR+ i/o ACPA+) mentre que el percentatge restant de pacients, no presenta 

aquest tipus d’autoanticossos i conforma, per ara, el grup d’AR considerada seronegativa.  
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Això podria variar ja que recentment s’han descobert nous tipus d’autoanticossos contra altres 

modificacions post-traduccionals (PTMs, de l’anglès post-translational modifications) com la 

homocitrul·linació (també anomenada carbamilació), l’acetilació o la formació d’adductes de 

malondialdehid-acetaldehid en certs residus d’aminoàcids presents en proteïnes del teixit 

sinovial. La seva detecció en diferents poblacions d’AR les situa com a possibles biomarcadors i 

podrien ajudar a identificar respostes d’autoanticossos en el perfil serològic dels pacients fins ara 

classificats seronegatius. Els autoanticossos contra aquestes modificacions reben el nom, 

respectivament, d’anticossos contra proteïnes carbamilades (anti-CarP), anticossos contra 

proteïnes acetilades (AAPA) i anticossos contra proteïnes modificades amb adductes de MAA 

(anti-MAA).  

 

1.2. Epidemiologia 
 
La prevalença global estimada de l’AR es del 0.5-1%3, però s’observen petits canvis en funció de 

la localització de la població analitzada. Per exemple, l’estudi de la prevalença a diferents regions 

d’Europa confirma que aquesta es manté entre els percentatges esmentats però és lleugerament 

més baixa en els països del sud d’Europa que en els països nòrdics10,11. Altres estudis 

epidemiològics fets en diferents àrees del món suggereixen que aquests valors són extrapolables 

i es mantenen en un rang similar12. Destaca una prevalença més alta de la malaltia, de fins al 5-

6% en algunes subpoblacions de Natius Americans13.  

 
1.3. Etiologia  

 
Es desconeix l’etiologia de l’AR, però s’han pogut determinar una sèrie de factors tant ambientals 

com genètics que confereixen un major risc a patir-la. La interacció entre aquests factors podria 

ser el desencadenant per l’inici de la resposta autoimmunitària observada. A continuació es 

descriuen alguns dels factors més rellevants.  

 
1.3.1. Factors genètics 

 
La importància del component genètic en la malaltia s’ha fet evident ja que alguns estudis amb 

bessons han demostrat que l’heretabilitat de la malaltia es troba al  voltant del 60% 14. Aquest 

terme fa referència a la proporció de variació d’un tret en una població que és atribuïble a factors 

genètics hereditaris15. Alguns estudis han determinat que la heretabilitat és comparable entre el 

grup de pacients ACPA (+) i el grup de pacients ACPA (-)14,16 mentre que en un altre estudi 

posterior es van descriure diferències entre els dos grups, afirmant que en el grup de pacients 
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ACPA (+), aquest valor d’heretabilitat arribava fins al 50% i en el grup ACPA (-) era inferior i només 

explicava fins al 20% 17.  

 

Els estudis d’associació de genomes complets (GWAS, de l’anglès genome wide association 

studies) han permès determinar que  hi ha fins a 100 loci que confereixen risc de patir AR18. S’ha 

determinat també que múltiples variants genètiques d’aquests loci que estan associades a un risc 

de patir AR es troben en regions no codificants del genoma. Això suggereix que els gens 

identificats fins al moment no són causants únics de la malaltia sinó que són múltiples variacions 

que contribueixen a l’aparició del fenotip però sense explicar-ne la causa19.  

 

Entre els factors genètics més rellevants en relació a la susceptibilitat a l’AR trobem els gens de 

l’antigen leucocitari humà (HLA, de l’anglès human leukocyte antigen) 20, que són una família de 

gens que codifiquen proteïnes de superfície del sistema immunitari que estan relacionades amb 

el procés de presentació d’antígens. L’associació genètica descrita més important en relació a 

l’AR és la que s’ha trobat amb diferents al·lels del gen HLA-DRB1, que codifica per la cadena b del 

complex d’histocompatibilitat major de tipus II (MHC-II). La susceptibilitat a patir AR s’ha descrit 

en pacients que presenten diferents al·lels que codifiquen per unes seqüències d’aminoàcids 

similars entre les posicions 70 i 74 del gen HLA-DRB121 (Figura 1). També s’ha descrit la 

importància dels aminoàcids que es troben en les posicions 11 i 13 d’aquest mateix gen 22. 

Aquests al·lels, de forma conjunta, han rebut el nom d’al·lels de l’epítop compartit i quan un 

pacient els presenta, es considera que presenta l’HLA-SE (de l’anglès shared epitope, SE).  

 

 

Els aminoàcids que es troben en aquestes posicions en els al·lels identificats com de risc 

presenten càrrega neta positiva o neutra i poden promoure la unió selectiva de pèptids 

artritogènics (com els pèptids citrul·linats) afavorint l’aparició d’una resposta autoimmunitària 

contra aquest tipus d’estructures. Els al·lels que confereixen un major risc són el HLA-DRB1*04 
23,24 , HLA-DRB1*01 25, HLA-DRB1*10 i HLA-DRB1*14. Aquests al·lels codifiquen les seqüències 

consens dels 5 aminoàcids del HLA-SE: 70QRRAA74, 70RRRAA74 i 70QKRAA74 22,26,27 . Els diferents 

al·lels es troben en diferents freqüències en les diferents poblacions mundials 28–31. 
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Figura 1: Llistat d’aminoàcids presents als diferents al·lels a les posicions 11, 13, 70-74 del gen HLA-
DRB1. Relació amb la seva associació respecte al risc o protecció que confereixen en relació a patir AR 
seropositiva. Representació de l’efecte de la càrrega dels diferents aminoàcids en l’augment o protecció 
del risc en l’AR. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com. 
 

El segon component genètic més important descrit en l’AR és la presència d’un al·lel determinat 

del gen PTPN22, que codifica per la proteïna limfoide tirosina fosfatasa anomenada Lyp 32. La 

presència d’un polimorfisme de nucleòtids simple (SNP, de l’anglès single nucleotide 

polymorphism) que rep el nom de rs24766011, i que consisteix en el canvi d’una citosina per una 

guanina en la posició 1858 (C1858T) en l’al·lel de PTPN22 resulta en la substitució de l’aminoàcid 

arginina de la posició 620 per un aminoàcid triptòfan (R620W). Aquesta tirosina fosfatasa juga un 

paper en l’eliminació de l’activació de cèl·lules T i en la producció d’anticossos dependent de 

cèl·lules T33.  

 

1.3.2. Factors ambientals 
 
Diferents estudis recents han descrit factors ambientals que contribueixen al risc i estan associats 

amb l’AR34. Entre ells destaca, per sobre de tots, el tabaquisme. L’associació d’aquest hàbit amb 

la susceptibilitat a l’AR es va descobrir de forma inesperada en un estudi en el qual s’estava 

analitzant l’efecte dels anticonceptius en aquesta malaltia reumàtica35. Des de llavors, aquesta 

associació s’ha pogut confirmar en diferents cohorts i s’ha establert també que el risc persisteix 

inclús fins a 10-20 anys després de deixar de fumar36,37. S’ha vist que fumar durant molts anys 

afecta més que el nombre de cigarretes que es fumen al dia en relació al risc de patir AR 38 però 
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també s’ha establert que existeix un efecte de la dosi, és a dir, que com més cigarretes al dia 

durant més anys es fumi, major és el risc39.  

 

El tabaquisme es relaciona sobretot amb la presència d’AR seropositiva, especialment en aquells 

pacients que presenten al·lels  de l’epítop compartit que els predisposen, fet que indica que hi ha 

una interacció entre el component genètic i l’ambiental 40. 

 

S’han descrit associacions amb altres factors ambientals que fan augmentar el risc de 

desenvolupar AR com són la inhalació de pols 41 o les alteracions a nivell de les mucoses com a 

conseqüència de canvis en la microbiota intestinal o infeccions42,43. Aquestes alteracions estarien 

relacionades amb la pèrdua de tolerància que s’hipotetitza que és el primer pas del 

desenvolupament de l’AR 44. A nivell de les mucoses és destacable el paper que podria tenir el 

bacteri Porphyromonas gingivalis, un dels causants de la periodontitis que té capacitat de 

citrul·linar proteïnes de forma independent degut a que presenta un enzim propi de la família de 

les peptidil arginina deiminases (PAD)45. Altres bacteris, com l’Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans podrien promoure també la hipercitrul·linació, però ho fan de forma 

dependent de cèl·lules humanes ja que indueixen la citrul·linació per part dels neutròfils 46. Aquest 

bacteri també està relacionat amb casos greus de periodontitis. Hi ha evidències 

epidemiològiques de l’associació de la periodontitis i l’AR, especialment l’AR seropositiva i podria 

ser a conseqüència dels processos de citrul·linació que les dues malalties presenten en comú 47,48. 

Així doncs, una disrupció de les membranes mucoses bucals podria suposar un factor de risc 

important. 

 

1.3.3. Sexe 
 
En general, les dones tenen un risc fins a 3 vegades més elevat que els homes de patir AR 49. 

Aquestes diferències podrien venir donades per diferències genètiques i per canvis hormonals. 

S’associa el fet de no tenir fills amb un augment del risc d’AR mentre que l’embaràs es relaciona 

amb una remissió de la malaltia tot i que sol anar acompanyat d’un empitjorament en el moment 

del post-part. La major freqüència de dones que pateixen AR s’atribueix, en part, a l’efecte de 

l’estrogen en el sistema immunitari, tot i que el paper d’aquest factor és encara controvertit 50,51. 
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2. FISIOPATOLOGIA I CARACTERÍSTIQUES CLÍNIQUES 
 

2.1.  Característiques clíniques i etapes de la malaltia 
 
L’AR és una malaltia o síndrome clínic que es presenta amb una alta heterogeneïtat. El fet que es 

desconegui amb certesa quin és l’inici i els processos que es donen durant els moments previs al 

diagnòstic i inclús quan ja està diagnosticada fa especialment complicat poder descriure de forma 

cronològica els diferents esdeveniments que es poden dur a terme tant a nivell articular com 

sistèmic. Basant-se en la observació clínica de grups grans de pacients en estadis diferents de la 

malaltia, membres la Lliga Europea d’Associacions de Reumatologia (EULAR, en anglès European 

Allegiance of Associations for Rheumatology) es van reunir i consensuar quins són els estadis en 

els quals es pot subdividir la malaltia. Aquests estadis inicialment eren 6 i, tot i que en principi 

semblen ben definits, s’observa que hi ha casos on s’entrellacen i no es poden diferenciar 

clarament 52. Els estadis són els següents (Figura 2):  

 

1)  Presència de factors genètics de risc que predisposen a patir AR 

2) Presència de factors ambientals que predisposen a patir AR 

3) Presència d’autoimmunitat sistèmica associada amb l’AR 

4) Presència de símptomes però en absència d’artritis clínica 

5) Presència d’artritis indiferenciada  

6) Presència d’artritis reumatoide diagnosticada 

 

 
Figura 2: Evolució de les diferents etapes de l’AR basada en els criteris d’EULAR 53,54. Imatge d’autoria pròpia 
creada amb BioRender.com  

 

Tot i que es van establir aquestes fases definides, també van deixar clar que no tots els pacients 

han de passar per aquestes fases i que potser no ho fan sempre en aquest ordre. Això és 

remarcable ja que per exemple, tot el grup de pacients fins ara considerats d’AR seronegativa no 
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compleixen el criteri o pas 3 que estaria definit com presència de signes d’autoimmunitat com 

els ACPAs que servirien per definir aquest punt.  

 

En publicacions posteriors, EULAR parla de 5 estadis, unificant així els punts 1 i 2, que clarament 

es poden donar de forma simultània i que de fet, segons els estudis publicats al moment, només 

de forma conjunta podrien explicar una progressió de la malaltia. També de forma posterior a 

aquesta primera classificació, i després d’una anàlisi de la literatura, es va treballar en 

l’establiment del concepte conegut com artràlgia sospitada clínicament (CSA, de l’anglès clinically 

suspected arthralgia) 54. Els pacients que presenten CSA, i que es troben en el punt 4, pateixen 

de diferents símptomes a nivell articular però sense presentar artritis i es considera que estan en 

un risc alt de progressió cap a l’AR 55. Definir bé aquests casos podria ajudar a fer el tractament 

adequat i evitar la progressió cap als passos 5 i 6.  

 
2.2. Mecanismes fisiopatològics 

 

L’etiologia i  els diferents mecanismes fisiopatològics que es coneix o s’especula que es donen al 

llarg del desenvolupament de la patologia estan bastant diferenciats entre l’AR seropositiva i la 

seronegativa. En el cas de l’AR seronegativa, aquests mecanismes son menys compresos i es 

considera que probablement siguin molt més heterogenis que en la forma seropositiva.  

 

2.2.1. Artritis reumatoide seropositiva 
 

La detecció d’ACPAs en els sèrums de pacients ha representat un gran avenç en el diagnòstic, 

pronòstic i coneixement de la patogènesis de la malaltia. El seu estudi va permetre determinar 

que aquest tipus d’autoanticossos estan presents en els pacients fins i tot anys abans de presentar 

cap símptoma clínic i que la seva aparició és gradual, ja que es comencen normalment a presentar 

nivells baixos i amb una restricció dels epítops reconeguts i a mesura que passa el temps, aquests 

nivells augmenten alhora que es reconeixen epítops citrul·linats que provenen de proteïnes 

diverses, en el denominat fenomen d’expansió antigènica56. El fet que hi ha molt pocs individus 

que comencin a presentar anticossos després de manifestar símptomes clínics va fer pensar que 

els autoanticossos eren més una causa que una conseqüència de la malaltia57.  

 

Amb el coneixement actual, la hipòtesi és que l’inici de la malaltia es donaria per un trencament 

de la tolerància cap a proteïnes pròpies amb modificacions post-traduccionals que 

desencadenaria la resposta autoimmunitària.  
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En un ambient amb proteïnes presents de forma natural en els teixits però modificades post-

traduccionalment (citrul·linades) com a conseqüència de la presència de tòxics com el tabac o 

modificades per l’acció de bacteris, els pacients que tenen susceptibilitat genètica 

desenvoluparien una resposta immunitària aberrant. La presència de diferents gens promouria 

una eficaç presentació dels antígens citrul·linats, i en conseqüència la pèrdua de tolerància cap a 

proteïnes pròpies que acabaria desembocant en una resposta immunitària alterada57. No s’ha 

pogut definir el teixit en el qual es donarien aquests processos, però s’hipotetitza que podria ser 

en algun teixit extra-articular, més concretament al pulmó (mucosa respiratòria), punt on 

convergirien alguns d’aquests diferents factors58.  

 

Com a conseqüència del tabaquisme, les mucoses estarien inflamades i en aquest punt seria on 

es donaria una major citrul·linació i presentació d’antígens citrul·linats. Donen suport aquesta 

hipòtesi també els estudis que indiquen que el tabaquisme és un estímul positiu per l’expressió 

de PAD, l’enzim encarregat de la citrul·linació de les proteïnes59. Després de la citrul·linació o de 

la inducció d’altres modificacions post-traduccionals, tal i com ja s’ha descrit, els pèptids amb 

PTMs s’unirien al MHC amb major afinitat pels que presenten l’epítop compartit donant lloc a la 

presentació d’aquests antígens a les cèl·lules T. Aquestes alhora estimularien les cèl·lules B, 

encarregades de sintetitzar diferents anticossos que inclourien els ACPAs 3,60.  

 

L’expansió de la resposta immunitària es donaria durant la resposta de les cèl·lules B contra els 

diferents antígens. En aquest punt es donaria el fenòmen que es coneix com a canvi de classe, on 

es passen a generar altres isotips de immunoglobulina, i també es donaria una maduració de 

l’afinitat dels anticossos 61. Aquest procés es donaria en centres germinals, ja sigui als pulmons, a 

altres mucoses com l’intestinal o fins i tot després de la seva migració, en centres germinals 

ectòpics que s’han identificat a les diferents articulacions62–64. En els estadis previs a la 

manifestació de l’AR es dóna una expansió gran dels ACPAs, que és clau per entendre com la 

malaltia podria acabar provocant afectacions en teixits diferents al del seu origen63,65. Alteracions 

en les mucoses i problemes en la permeabilitat podrien ser les causes per les quals les cèl·lules 

pro-inflamatòries del sistema immunitari viatgin fins a les articulacions66.  

 

La presència dels ACPAs a nivell sistèmic s’ha pogut detectar anys abans de la detecció clínica de 

l’AR, en el període que es coneix com autoimmunitat sistèmica63. S’ha pogut demostrar que els 

ACPAs estan implicats en diferents processos que poden explicar la seva rellevància en les 

articulacions. S’ha descrit la presència de complexes immunitaris que contenen ACPA i fibrinogen 
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citrul·linat que indueixen la secreció del factor de necrosis tumoral (TNF-a), una citoquina pro-

inflamatòria64,67 . Els ACPAs també són capaços d’unir-se a la superfície dels osteoclasts, induint 

així el procés d’osteoclastogènesi que resulta en la degradació dels ossos68. A més, també podrien 

estar implicats en la inducció d’altres respostes autoimmunitàries com la captació de neutròfils 

mitjançant la formació de trampes de neutròfils extracel·lulars (NETs, de l’anglès neutrophil 

extracellular traps) 69, de manera que ajudaria a la perpetuació de la inflamació70.   

 

També en les articulacions, en les primeres setmanes després de l’aparició de símptomes i del 

diagnòstic, s’ha demostrat que hi ha infiltració d’un gran nombre de cèl·lules del sistema 

immunitari, dominades per cèl·lules T CD4+ i macròfags. És en aquest punt on sembla que es 

comença a donar la destrucció articular, a la qual contribueixen principalment cèl·lules com els 

neutròfils o mastòcits mitjançant l’alliberament de citocines71,72. A més, s’hi expressen diferents 

enzims com les metal·lo proteïnases de matriu, que estan implicades en la destrucció del teixit 73. 

S’ha observat també una activació de l’osteoclastogènesi per part dels limfòcits T, que produeixen 

RANK-L, el lligand necessari per la seva activació74. S’estableix per tant un estat clarament pro-

inflamatori i que es retro-alimenta. És aquesta inflamació persistent la que acaba portant a la 

destrucció final del teixit i a les alteracions en les articulacions que provoquen la pèrdua de 

funcionalitat en els pacients que la pateixen si no són tractats a temps75.   

 

La hipòtesi de l’inici de l’AR en els pulmons té diferents arguments a favor com el descobriment 

de la presència enriquida d’ACPAs en pulmons de pacients d’AR d’inici ACPA (+) i l’observació de 

canvis macroscòpics en el teixit pulmonar70 o com infiltracions de cèl·lules inflamatòries en 

pacients d’AR precoç seropositiva que no s’observen en pacients sans o amb AR precoç 

seronegativa 76. A més, també s’ha demostrat que pacients d’AR precoç seropositiva presenten 

respostes immunitàries del tipus IgA 73, que són importants a l’inici i que a més persisteixen i s’ha 

observat que una proporció alta de pacients amb AR presenten lesions inflamatòries subclíniques 
76. La presència d’ACPA-IgA i FR-IgA suggereix que hi ha una estimulació de la mucosa que es 

manté, des de l’inici i durant les fases posteriors 57. El descobriment d’antígens citrul·linats 

comuns tant en els pulmons com les articulacions també contribueixen com a argument en favor 

dels esdeveniments que es donen en les dues parts del cos i que donarien suport a aquesta 

teoria77.  Tot i que la mucosa pulmonar sembla clau, altres mucoses com l’intestinal també 

podrien estar implicades en desregulacions del sistema immunitari promovent un estat pro-

inflamatori com a conseqüència d’una disbiosi 78. 
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2.2.2. Artritis reumatoide seronegativa  
 

Inicialment s’entenia l’AR seronegativa com aquella que englobava tots els pacients d’AR que no 

presentessin FR  sobretot de la classe IgM, però el descobriment dels ACPAs ha fet re-definir 

aquest concepte i que ara es consideri seronegativa en el cas de no presentar cap dels dos tipus 

d’anticòs79. S’ha descobert la presència d’anti-CarP en aproximadament el 15% de pacients fins 

ara anomenats seronegatius, suggerint que aquest grup podria presentar altres tipus 

d’autoimmunitat80.  

 

La successió de fets que es donen en l’AR seronegativa està molt poc caracteritzada però es creu 

que l’inici també podria derivar d’una interacció de gens i ambient que acabaria donant lloc al 

desenvolupament d’una cascada immuno-inflamatòria que, en un grup de pacients, estaria 

conduïda sobretot per vies d’immunitat innata i per citocines. En aquest cas, els gens que 

conferirien susceptibilitat sembla que estan centrats sobretot en loci que no formen part del HLA. 

Entre els factors ambientals que hi poden contribuir trobem factors hormonals o de la dieta, entre 

altres 81.  

 

Fent la comparació entre la forma seropositiva i seronegativa s’ha mostrat que el paper de les 

cèl·lules T és diferent entre els dos grups. En els pacients ACPA negatius sembla que hi ha més 

fibrosi i menys infiltració de limfòcits. També sembla que s’observa una tendència cap a una 

menor presència de centres ectòpics germinals en els teixits sinovials en aquest subgrup81,82. A 

més, també es va poder establir que els pacients seronegatius presenten nivells menors de 

citocines pro-inflamatòries derivades de cèl·lules T com la IL-17 que no pas els seropositius, fet 

que podria tenir relació amb la menor degradació articular observada 83.  

 

És important seguir en la cerca de diferents auto-anticossos que ens puguin ajudar a estratificar 

o re-classificar els pacients, especialment els seronegatius, per poder entendre millor quin és el 

procés fisiopatològic que té la malaltia amb l’objectiu de prevenir-la i tractar-la de la manera més 

eficaç possible. Un dels objectius principals d’aquesta tesi consisteix en l’estudi de nous 

biomarcadors amb la finalitat de determinar-ne la presència en els pacients d’artritis seronegativa 

i així millorar les eines de diagnòstic actual i poder comprendre quines vies d’autoimmunitat es 

poden donar en aquests pacients.  
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2.3. Casos d’artritis reumatoide especialment greu 
 

2.3.1. Artritis reumatoide amb alt grau de destrucció articular  
 

La severitat de l’AR depèn de la presència de diferents factors que van relacionats amb un pitjor 

pronòstic. Entre els factors que contribueixen més a que aquesta malaltia sigui classificada com 

a especialment greu, hi trobem el grau de destrucció articular o progressió radiològica. La 

destrucció articular progressiva, valorada generalment per tècniques d’imatge, és la causa més 

important de discapacitat futura i pèrdua de qualitat de vida 84. Intentar identificar els pacients 

amb AR que presentaran una forma més greu i amb més tendència a la destrucció articular és 

una de les prioritats en aquesta malaltia 85.  

 

Per determinar el grau de destrucció articular i poder classificar els pacients en funció de la 

severitat de la malaltia que pateixen, existeixen diferents mètodes que es basen en l’anàlisi i 

puntuació de les lesions analitzades per imatges radiogràfiques de diferents articulacions.  

 

Entre els més habitualment utilitzats trobem el mètode de Larsen86,87 i el mètode de Sharp88. Tots 

dos mètodes s’han anat actualitzant al llarg dels anys. Els resultats obtinguts pels dos mètodes 

que correlacionen bé89. El mètode original de Sharp inclou 27 articulacions a cada ma i canell i 

dóna una puntuació a les erosions i el pinçament de l’espai articular que es pateixen i Van der 

Heijde, en una actualització del mètode de Sharp90  també va incloure els peus en les anàlisis 

radiogràfiques. La suma de totes les puntuacions atorgades a les erosions trobades dóna lloc al 

resultat final que determina el grau d’erosivitat. En el cas del mètode de Larsen es tenen en 

compte les articulacions de totes les extremitats i el sistema de puntuació també inclou la suma 

de les erosivitats trobades en cada articulació en comparació a estàndards radiogràfics91. En tots 

els casos aquestes determinacions han de ser realitzades per reumatòlegs. En casos d’estudis 

comparatius de les alteracions de diferents pacients, idealment han d’estar realitzades pel mateix 

reumatòleg per evitar variacions intra-estudi.  

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

2.3.2. Presència de comorbiditats i manifestacions extra-articulars 
 
Tot i que les principals afectacions de l’AR impliquen les articulacions, es tracta d’una malaltia 

sistèmica i per tant pot acabar afectant òrgans diversos, de forma més o menys greu5.  

 

S’estima que de mitjana cada pacient presenta 2 condicions clíniques que coexisteixen amb el 

diagnòstic de l’AR92,93. Aquest nombre és menor a l’inici de la malaltia i augmenta amb el pas dels 

anys94. Aproximadament, el 60% dels pacients presenten diverses comorbiditats, és a dir, 

malalties que concorren de forma simultània a l’AR però que són independents i no tenen causes 

relacionades. Alguns pacients presenten un altre grup de condicions que són manifestacions de 

la malaltia principal que es donen fora de l’articulació però que tenen mecanismes patològics 

comuns i són, en moltes ocasions, causades per la inflamació relacionada amb la malaltia. Reben 

el nom de manifestacions extra-articulars (ExMs). També es poden donar com a causa de 

complicacions de la malaltia reumàtica i en compliquen el pronòstic 95.L’aparició de 

manifestacions extra-articulars s’ha trobat entre el 18 i el 41% dels pacients d’AR 95–97, i entre el 

1,5 i el 21,5% presenten ExMs greus 96.  

 

S’han descrit diferents factors de risc que podrien contribuir a la susceptibilitat a presentar 

aquestes ExMs (Figura 3). En diferents estudis s’ha parlat de la relació del sexe masculí amb 

aquesta major tendència 98–102, però en altres aquesta relació no s’ha pogut establir103. També hi 

ha factors genètics que confereixen més susceptibilitat a patir-les, com alguns dels al·lels de 

l’epítop compartit, que en general s’han associat amb pitjors resultats i progressions104,105. La 

presència d’ExMs està també lligada a una més alta mortalitat, com ha estat demostrat en 

diferents estudis 106–109, i en general a un pitjor pronòstic 96. En la major part dels pacients de 

l’estudi, l’excés de mortalitat en el grup de la malaltia extra-articular es va donar després de 

l’aparició d’aquestes.  

 

La relació de les ExMs amb una major taxa de mortalitat i les complicacions que s’afegeixen com 

a conseqüència d’elles en el tractament de l’AR fa que siguin un punt important d’estudi i que 

s’hagin de tenir en compte en les visites mèdiques. És interessant seguir buscant biomarcadors 

que ens puguin ajudar a desxifrar quines alteracions fora de les articulacions és més probable que 

es donin, per aturar-ne la progressió i disminuir així els riscs que porten associats.  

 

S’han descrit manifestacions extra-articulars que afecten a òrgans molt diversos del cos humà 

(Figura 3). Trobem per exemple nòduls reumatoides, manifestacions a nivell pulmonar com la 
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malaltia pulmonar intersticial o la pleuritis, manifestacions a nivell ocular com l’escleritis o a nivell 

cardíac com pericarditis o manifestacions a nivell hematològic com anèmia inflamatòria o 

neutropènia5. Aquestes manifestacions extra-articulars tenen diferents nivells de severitat i 

poden causar alteracions molt diverses en el pacient.  

 

        
Figura 3: Exemples de manifestacions extra-articulars i de diferents patologies o comorbiditats comuns 
en el context de l’AR. Es mostren en lila les manifestacions extra-articulars i en turquesa les comorbiditats. 
Creat en base a els diferents exemples mencionats per Díaz Cuña i col5. Imatge d’autoria pròpia creada amb 
BioRender.com. 
 

Un dels objectius de la tesi és establir la relació de diferents biomarcadors amb la presència de 

formes severes d’AR. Per dur a terme els estudis englobats en aquesta tesi i que es presentaran 

en apartats posteriors, hem posat el focus en la malaltia pulmonar intersticial com a manifestació 

extra-articular donada la seva rellevància i l’alta taxa de mortalitat a la qual s’associa. En el 

següent apartat s’explicarà més en detall.   
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2.3.2.1. Malaltia pulmonar intersticial 
 
 
El pulmó és un dels òrgans que presenten, en general, una major presència de manifestacions 

extra-articulars en pacients d’AR. L’afectació pulmonar es dóna d’una manera més lleu o més 

greu en un percentatge rellevant de pacients d’AR109,110. Les afectacions pulmonars inclouen 

diferents graus de fibrosi i inflamació que porten a complicacions en les funcions respiratòries.  

 

Una de les manifestacions més rellevants és la presència del que s’anomena malaltia pulmonar 

intersticial (ILD, de l’anglès interstitial lung disease). Aquest nom fa referència a un grup 

heterogeni d’afectacions pulmonars que es diagnostiquen en funció de criteris radiogràfics, 

clínics i fisiopatològics. Estan caracteritzades per la presència d’inflamació i fibrosis que acaba 

afectant al teixit intersticial i al parènquima pulmonar, on es dóna una acumulació de teixit 

cicatricial que no presenta la funcionalitat d’intercanvi de gasos del teixit original111. La 

conseqüència d’aquestes alteracions és la menor capacitat d’intercanvi d’oxigen, que es trasllada 

a nivell sistèmic en una menor captació d’aquest i s’associa a la dificultat de respirar i la dispnea.  

Es tracta de la manifestació més comuna i també la més perillosa112.  

 

La presència d’ILD en pacients d’AR  en fa incrementar de forma considerable la mortalitat 

associada, en comparació a la presentada en els pacients d’AR sense ILD 101,110,113,114. En un estudi 

recent, s’ha pogut determinar que el ratio de mortalitat en els pacients d’AR-ILD vs AR és de 

2,86:1. En el mateix estudi, es va poder determinar també que l’esperança de vida mediana és 

inferior en pacients d’AR-ILD que en pacients que presenten AR sense la manifestació extra-

articular (2,6 anys vs 9,9)101,115. L’excés de mortalitat atribuïble a la presència de la manifestació 

extra-articular es dóna principalment com a conseqüència de la progressió de la malaltia 

pulmonar que dóna lloc a la insuficiència respiratòria 116.  

 

Les diferències en els mètodes i tècniques de diagnòstic emprades fan que els valors d’incidència 

i prevalença reportats siguin heterogenis117. Diferents resultats mostren taxes de prevalença i 

incidència entre el 1 i el 58% 110,118,119. El no reconeixement de la presència d’ILD subclínica també 

dificulta el correcte càlcul de la prevalença i incidència, ja que s’estima que aquesta es dóna en 

un nombre elevat de casos i que, en aproximadament el 50%, aquesta acaba avançant fins a 

acabar donant problemes respiratoris a conseqüència de les alteracions pulmonars, podent 

esdevenir així simptomàtica110.  
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Pel que fa als factors de risc, també s’ha trobat una associació entre el tabaquisme i el risc de 

patir ILD i en la gravetat amb la que es manifesta 112. L’ILD és també més freqüent en homes117,120. 

La relació entre els alts nivells de FR i ACPAs i un augment del risc de desenvolupar AR-ILD està 

sota estudi. Diferents estudis confirmen aquesta associació121–123, però aquesta troballa no ha 

estat replicada en estudis posteriors124. Aquestes discrepàncies podrien ser conseqüència de les 

diferències dels paràmetres de diagnòstic o en els mètodes de detecció dels anticossos.  

 

Altres anticossos que són objecte d’estudi, com els anti-CarP, han estat associats a la presència 

d’AR-ILD recentment en un estudi del nostre grup de recerca 125. Aquest descobriment té una 

especial rellevància ja que descriu una associació nova entre un tipus d’autoanticossos diferents 

als ACPAs i una manifestació extra-articular especialment greu i dóna peu a l’estudi tant de la 

relació dels anti-CarP amb la fisiopatologia de la malaltia com a la hipòtesi que altres auto-

anticossos, com els AAPA, també podrien tenir alguna relació amb aquest tipus de manifestacions 

extra-articulars. L’estudi de diferents auto-anticossos en relació a la detecció de biomarcadors 

pel diagnòstic de l’AR-ILD com a forma greu d’AR donen lloc a un dels apartats d’aquesta tesi.  
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3. AUTOANTICOSSOS EN L’AR 
 
La presència d’autoanticossos és un dels segells característics de l’AR i han ajudat a caracteritzar-

la i diagnosticar-la de forma més eficient. Els dos tipus d’autoanticossos més estudiats en el 

context de l’AR són el factor reumatoide i els ACPAs. Els dos estan inclosos com a biomarcadors 

en els criteris actualment vigents (ACR/EULAR 2010) pel diagnòstic de la malaltia126. Més 

recentment, s’han descrit altres tipus d’autoanticossos dirigits a diferents modificacions post-

traduccionals que també podrien tenir una rellevància en la fisiopatologia de la malaltia i podrien 

contribuir, com a nous biomarcadors, a millorar les eines de diagnòstic actuals i a estratificar de 

forma més acurada als pacients. Suposen també una esperança de cara al diagnòstic serològic 

del subgrup fins ara considerat d’AR seronegativa, on els ACPAs no semblen estar presents però 

no es descarta la presència d’altres tipus d’autoanticossos. A continuació, s’explicarà amb més 

detall les diferents famílies d’autoanticossos amb rellevància en l’AR.  

 
3.1.  Factor reumatoide 

 
El factor reumatoide és un tipus d’autoanticòs dirigit a la fracció constant (Fc) de la 

immunoglobulina G. La descripció d’un anticòs dirigit a les immunoglobulines i que induïa 

l’aglutinació dels eritròcits es va descriure a la primera meitat del segle XIX, però no va ser fins al 

1952, que es va establir la seva associació amb l’AR127–129.  Tot i ser localitzats en sèrums de 

pacients d’AR, aquest tipus d’anticòs no és exclusiu de la malaltia, i es troba tant en altres 

malalties reumàtiques (lupus eritematòs sistèmic o síndrome de Sjögren primària) com en 

infeccions cròniques (infecció pel virus de l’hepatitis C, bronquiectàsies)129. Fins i tot, es pot 

detectar en un percentatge d’individus sans, especialment d’edat avançada, tot i que en aquests 

casos són diferents ja que es presenten nivells baixos de factor reumatoide de baixa afinitat130 .   

 

Independentment de la seva presència en altres contextos, el FR és útil en el diagnòstic de l’AR i 

el seu ús com a marcador permet discriminar els pacients amb una sensibilitat que va del 60 al 

80% amb una especificitat del 85%131,132. Per millorar aquesta especificitat, en moltes ocasions en 

la pràctica clínica, i seguint els criteris diagnòstics establerts l’any 2010126, es combina amb la 

detecció d’ACPAs. La utilització simultània dels dos marcadors permet un augment de 

l’especificitat del test degut a que la resposta ACPA es més específica, alhora que es manté un 

nivell de sensibilitat acceptable ja que els dos anticossos es complementen133,134.  Nivells alts 

d’aquest marcador correlacionen amb formes més greus d’AR 129. 
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L’isotip de factor reumatoide més prevalent és l’IgM. Diferents estudis han suggerit que un 

increment combinat de FR dels isotips IgM i IgA es dóna de forma gairebé exclusiva en el context 

de l’AR tot i que altres combinacions que inclouen l’anticòs FR també tindrien un alt valor 

predictiu. S’ha descrit en un estudi que la presència de FR-IgA era un bon predictor del 

desenvolupament d’AR, comparable als resultats obtinguts amb el test comercial emprat per 

detectar la resposta ACPA a pèptids cíclics citrul·linats (anti-CCP de l’anglès anti-cyclic citrullinated 

peptides) i que la combinació dels dos biomarcadors presentava una sensibilitat del 60% amb una 

especificitat del 99% en la discriminació de pacients d’AR precoç134,135.  

 

3.2.  Autoanticossos contra pèptids/proteïnes modificades 
 
 
Les PTMs són canvis o modificacions covalents que es donen en aminoàcids específics de les 

diferents proteïnes i poden ser deguts a l’acció d’enzims o bé donar-se de forma espontània. 

Presenten un paper clau en les proteïnes ja que influeixen en les seves característiques 

bioquímiques i per tant en el seu plegament, en les interaccions amb els lligands i/o amb altres 

proteïnes i també, tal i com es fa patent en el cas de l’AR,  en el seu possible paper immunogènic. 

Les PTMs presents en proteïnes natives en l’ésser humà poden causar, en contextos 

principalment d’inflamació, que aquestes siguin reconegudes com auto-antígens, processades i 

presentades a cèl·lules T auto-reactives136.  

 

Tot i que la citrul·linació segueix sent el tipus de modificació post-traduccional més ben 

caracteritzada i estudiada en l’AR, recentment s’han descrit múltiples autoanticossos contra 

altres tipus de modificacions post-traduccionals. Aquest tipus d’autoanticossos rep com a nom 

global el d’anticossos contra proteïnes/pèptids modificats post-traduccionalment (AMPAs).  

 

 
3.2.1. Autoanticossos contra proteïnes/pèptids citrul·linats 

 
El descobriment per part de Schellekens et al.137 que la citrul·lina era el principal constituent 

detectat pels anticossos en sèrums de pacients d’AR i que permetien discriminar-los de persones 

sense aquesta patologia de forma específica va ser una peça clau en el desenvolupament de 

diferents tests diagnòstics i hipòtesi sobre la fisiopatologia de l’AR. A més, aquest tipus 

d’autoanticossos estan presents en etapes molt inicials, fent-los encara més interessants com a 

biomarcadors 3.  
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Els anticossos contra proteïnes/pèptids citrul·linats detecten l’aminoàcid citrul·lina dins la 

seqüència d’aminoàcids de les proteïnes o pèptids. La citrul·lina és una modificació post-

traduccional conseqüència de l’acció dels enzims de la família de les PAD, especialment les 

isoformes 2 i 4 (PADI2 i PADI4, de l’anglès peptidil arginine deiminase isoform-2 i peptidil arginine 

deiminase isoform-4), i que de forma dependent de calci poden convertir les arginines en 

citrul·lines (Figura 4). Aquesta deiminació té conseqüències a nivell de l’estructura de la proteïna 

ja que mentre que l’arginina presenta una carrega positiva a pH neutre, la citrul·lina no presenta 

càrrega. Aquest canvi d’estructura també implica un canvi en les seves funcions i provoca la seva 

implicació en diferents patologies com l’AR, objecte del nostre estudi, però també en esclerosi 

múltiple o Alzheimer138.   

 

 
Figura 4: Esquema del procés de citrul·linació. Conversió dels residus d’arginina a residus de citrul·lina 
degut a l’acció de la proteïna arginina deiminasa en un context ric en calci. Imatge d’autoria pròpia creada 
amb BioRender.com 
  

Els ACPA formen part d’un grup heterogeni d’anticossos entre els quals n’hi ha de baixa afinitat i 

que es troben també presents en baixa proporció en pacients sans i d’alta afinitat, que són el 

tipus d’autoanticòs específic en pacients d’AR. Els ACPA d’alta afinitat són els que han anat 

madurant en els processos que es donen en els anys previs a la presentació clínica de l’AR i que 

podrien tenir un paper patogènic139.  

 

Els ACPAs reconeixen múltiples epítops derivats de diferents proteïnes i pèptids i cadascun dels 

epítops citrul·linats que reconeixen s’anomenen especificitats fines. Es desconeix quin és el 

nombre total de proteïnes que podrien actuar com autoantígens després de la seva citrul·linació, 

però destaquen algunes com la filagrina140, el fibrinogen141–143, la vimentina144, el col·lagen de 

tipus II145 o l’enolasa146, que han estat identificades en teixit sinovial de pacients i emprades amb 

èxit en la detecció d’anticossos d’aquesta família. L’expansió dels epítops reconeguts pels ACPA 

es dóna en les fases preclíniques de l’artritis, quan ja són detectables en el sèrum dels pacients, i 

sembla que un cop la malaltia es manifesta, aquesta expansió ja s’ha estabilitzat i no progressa 

més.  
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De la mateixa manera, també s’estabilitzen els nivells detectables d’aquests autoanticossos60. Es 

considera que una part dels ACPA tenen una resposta més “promiscua” i que presenten 

reactivitat creuada per diferents antígens mentre que una altra part dels ACPA tenen una 

resposta “privada” i que es més selectiva en relació als antígens reconeguts. Aquests diferents 

tipus d’ACPAs podrien tenir funcions o rols diferents en la malaltia 147.  

 

En termes generals, els ACPAs estan presents en aproximadament el 70% dels pacients d’AR i es 

poden detectar mitjançant tests comercials que presenten una especificitat al voltant del 95%, 

en funció de quina versió comercial es faci servir148. S’entrarà en més detall sobre aquest tipus de 

test en apartats posteriors.  

 
3.2.2. Autoanticossos contra proteïnes/pèptids carbamilats 

 
El segon grup més conegut d’autoanticossos en l’AR són els anticossos contra proteïnes/pèptids 

carbamilats (anti-CarP). La diana específica d’aquests anticossos és la modificació post-

traduccional anomenada carbamilació o homocitrul·linació, i per tant detecten l’aminoàcid no 

essencial anomenat homocitrul·lina80. 

 

 
Figura 5: Esquema del procés de carbamilació. Conversió dels residus de lisina a residus de homocitrul·lina 
en presència de cianat. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
 

La carbamilació (Figura 5), que és el procés de conversió dels residu de lisina mitjançant una 

reacció química en presència de cianat, no es dóna de forma exclusiva en l’AR. En condicions 

fisiològiques, els nivells de cianat són baixos i no són suficients per induir una carbamilació 

extensiva de les proteïnes. Quan hi ha alteracions dels paràmetres fisiològics, hi ha un desequilibri 
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d’aquest compost que permet que la reacció es doni149. Això succeeix  en contextos on hi ha 

nivells alts d’urea, com les malalties renals, ja que aquesta pot ser convertida en cianat.  

 

Aquestes mateixes condicions es donen com a conseqüència del tabac o de la presència 

d’inflamació. En el segon cas, a més, es dóna un augment del nivell de l’alliberació de  

mieloperoxidasa emmagatzemada en neutròfils que també contribueix a l’augment del cianat ja 

que promou la reacció de conversió de tiocianat a cianat1,60,150.  

 

Aquest tipus de modificació, a diferència de la citrul·linació, es dóna en els residus de lisina 

presents en diferents proteïnes del teixit sinovial. L’aminoàcid homocitrul·lina presenta una 

estructura molt semblant a la de la citrul·lina. De fet, l’única diferència és la presència d’un grup 

metilè extra en la seva cadena. És per aquesta similitud que s’especula que existeix una certa 

reactivitat creuada entre els anticossos anti-CarP i els ACPA, com s’ha vist en diferents 

estudis151,152.  

 

Els anti-CarP també estan presents entre el 10 i el 20% dels pacients d’AR seronegatius, troballa 

que confirma la seva independència dels ACPA com a subgrup d’autoanticossos80,153. La presència 

d’anti-CarP també s’associa a una major destrucció articular i pitjor pronòstic en l’AR, també en 

el subgrup d’AR seronegativa 154. La triple positivitat anti-CarP, ACPA i FR es troba de forma 

gairebé exclusiva en pacients d’AR, de manera que la concordança dels 3 autoanticossos tindria 

implicacions diagnòstiques per la seva altíssima especificitat155.  

 

La detecció d’aquest tipus d’autoanticossos en el context de l’AR va ser descrita per primera 

vegada per Shi et al 80 en un assaig en el que s’utilitza com antigen el sèrum fetal boví (FCS, de 

l’anglès fetal calf serum) en la seva forma carbamilada. El FCS és una barreja rica en proteïnes 

diferents que quan es tracta per induir la carbamilació pot donar lloc a molts antígens, amplificant 

així el ventall d’epítops presentats amb l’objectiu de millorar la sensibilitat de l’assaig. 

Posteriorment, com a part d’aquest assaig, també es va dur a terme la detecció d’anti-CarP 

mitjançant la carbamilació del fibrinogen per confirmar que els anti-CarP reconeixen auto-

antígens i no només proteïnes no humanes154. Aquest tipus d’assaig ha estat reproduït en cohorts 

diferents a l’original donant lloc a resultats similars en termes de sensibilitat i especificitat150,156 i 

és també un dels assaigs que s’ha emprat en la detecció d’anti-CarP com a part d’aquesta tesi.   
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3.2.3. Autoanticossos contra proteïnes/pèptids acetilats 
 
La tercera família d’autoanticossos descrita en l’AR és la formada pels anticossos contra 

proteïnes/pèptids acetilats, els AAPAs. Aquests auto-anticossos tenen novament com a objectiu 

una modificació que es dóna en els residus de lisina. En aquest cas la modificació consisteix en 

l’addició d’un grup acetil als residus de lisina per part d’uns enzims anomenats histones 

acetiltransferases (HATs) en un procés anomenat acetilació, reversible per l’acció de les histones 

desacetilases (HDATs). El producte resultant d’aquesta modificació és l’acetil lisina, que té un grau 

alt de similitud amb la homocitrul·lina (presentada en l’apartat anterior). En aquest cas, el grup 

amino de la cadena lateral és substituït per un grup acetil. L’acetilació de proteïnes (Figura 6) és 

es dóna tant en humans com en microorganismes154,157 i és important en la regulació cel·lular 

d’histones i de factors de transcripció. També està implicat en la regulació de funcions 

enzimàtiques i vies metabòliques en el citoplasma60.  

 

 
 

Figura 6: Esquema del procés d’acetilació. Conversió dels residus de lisina a residus d’acetil lisina per 
l’acció enzimàtica de les histones acetiltransferases. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
 

 
La identificació per primera vegada d’aquest tipus d’autoanticossos en sèrums de pacients la van 

dur a terme Juarez et al 158. Per confirmar la presència d’aquest tipus d’autoanticossos en sèrums 

de pacient d’AR, van utilitzar com a antigen un pèptid de 12 aminoàcids derivat de la isoforma de 

vimentina mutada que forma part del test comercial anti-MCV (de l’anglès mutated citrullinated 

vimentin). En la seqüència original del pèptid no hi ha cap lisina i la PTM va ser introduïda en la 

posició 7, en la part central de la seqüència, on originalment hi havia un residu d’arginina.  

 

Els resultats obtinguts van estimar la presència d’aquest tipus d’autoanticossos en 

aproximadament el 40% dels pacients d’AR. Es va donar un cert nivell de positivitat en pacients 

anti-CarP i ACPA negatius, confirmant la presència d’aquesta nova família d’autoanticossos, però 

els nivells de detecció en pacients seronegatius eren limitats. Estudis posteriors duts a terme amb 

el pèptid de 12 aminoàcids ja mencionat incloent noves modificacions en la posició 2 i 7 de la 
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seqüència  van confirmar que existeix reactivitat creuada però també es va poder confirmar la 

reactivitat exclusiva en front a antígens modificats amb acetil lisines159,160.  

 

La rellevància d’aquest tipus d’autoanticossos en el context de l’AR i la seva contribució a la 

detecció i diagnòstic de la presència de formes més severes d’artritis serà estudiada com a part 

d’aquesta tesi.  

 
3.2.4. Autoanticossos contra proteïnes/pèptids amb adductes de MAA 

 
 
Una de les últimes famílies d’autoanticossos descrites en sèrums de pacients d’AR és la formada 

pels anticossos contra proteïnes modificades amb adductes de malondialdehid (MDA) i 

acetaldehid (AA), també anomenats anti-MAA. Aquestes modificacions, de la mateixa manera 

que passa en la homocitrul·linació i l’acetilació, es donen en residus de lisina presents en les 

proteïnes natives.  

 

En aquest cas, la modificació dels residus de lisina es dóna com a conseqüència de l’estrès oxidatiu 

present a causa dels processos inflamatoris. L’activació persistent del sistema immunitari i la 

inflamació promouen l’alliberació d’espècies reactives d’oxigen (ROS) que tenen una alta 

capacitat reactiva i que indueixen la peroxidació de les membranes lipídiques. Com a 

conseqüència de peroxidació de les membranes s’alliberen més molècules reactives com el MDA, 

que alhora espontàniament pot donar lloc a AA161. Aquests dos compostos reaccionen amb els 

residus de lisina i donen lloc a la formació d’adductes amb diferents característiques162. S’han 

trobat diferents proteïnes modificades per aquests compostos, entre les que s’inclouen la 

vimentina, el fibrinogen, l’a-enolasa o l’albúmina 163 . 

 

Com a conseqüència de l’exposició a malondialdehid i acetaldehid de forma simultània es poden 

formar predominantment dues estructures diferents (Figura 7). La primera estructura és la del 

compost 2-formil-3(alquilamino)butanal, que també rep el nom d’adducte FAAB. Es tracta d’una 

estructura inestable i que s’obté com a conseqüència de la reacció amb acetaldehid, 

malondialdehid i lisina a concentracions equimolars. No presenta propietats fluorescents.  

 

El segon compost es denomina 4-metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarbaldehid o adducte MDHDC i 

és el resultat de la reacció de les lisines amb una relació equimolar 2:1 de 

malondialdehid:acetaldehid. És el compost que es genera de forma majoritària. La formació d’un 

anell piridina li confereix estabilitat i li atorga propietats fluorescents que el caracteritzen i 
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permeten distingir-lo mitjançant anàlisis de fluorescència. Aquest segon compost és el residu de 

lisina-MAA que es pretén emprar com antigen per la detecció dels anticossos anti-MAA163–165.  

 

 
Figura 7: Esquema del procés de formació d’adductes de MAA en els residus de lisina. A) Formació dels 
adductes FAAB en la cadena lateral de la lisina com a conseqüència de la reacció dels residus de lisina amb 
una relació equimolar de MDA:AA. Com a resultat s’obté un compost sense propietats fluorescents i amb 
una estructura inestable. B) Formació dels adductes MDHDC en la cadena lateral de la lisina com a 
conseqüència de la reacció dels residus de lisina amb una relació 2:1 de MDA:AA. Formació d’una 
estructura estable i amb propietats fluorescents. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
 
El desenvolupament d’un test per part de Thiele et al emprant albúmina humana tractada per 

presentar adductes de MAA va permetre l’anàlisi i detecció d’anti-MAA en una cohort de pacients 

d’AR formada per veterans de guerra, predominantment homes, de diferents centres d’Estats 

Units inclosos en un registre comú anomenat VARA (Veterans Affairs Rheumatoid Arthritis). 

Sorprenentment aquest tipus d’autoanticossos es va detectar en aproximadament el 90% de 

casos d’AR per l’isotip IgG, mentre que la detecció va ser menor, tot i que també alta, per IgA i 

IgM 154,161. La presència d’aquest tipus d’autoanticòs correlacionava bé amb la presència d’ACPAs 

però també es va poder detectar una alta reactivitat anti-MAA entre els pacients ACPA 

negatius161,166. Les concentracions d’anticossos anti-MAA van ser significativament més altes tant 

en pacients d’AR seropositiva com seronegativa i nivells més alts d’aquests autoanticossos van 

correlacionar bé amb la presència de manifestacions extra-articulars i la presència de malaltia 

més greu. Recentment també s’ha relacionat la presència d’aquest marcador amb la manifestació 

d’ILD associada a l’AR, que com ja s’ha explicat anteriorment, implica la presència d’un curs més 

sever de la malaltia167.   
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Per poder confirmar la sensibilitat d’aquest marcador en el context de l’AR, es va dur a terme un 

nou assaig en el que es van incloure tant pacients d’AR com d’altres patologies similars 

caracteritzades per la presència d’artritis inflamatòria. Els resultats van avalar l’alta sensibilitat 

observada, confirmant la presència de nivells més alts d’anti-MAA en els pacients d’AR que en les 

altres patologies, tant en pacients seropositius com seronegatius168. La detecció d’aquesta família 

d’autoanticossos en pacients seronegatius descrita per Thiele et al161  és esperançadora ja que 

obre la possibilitat a la seva utilització com a biomarcadors serològics que permetin un millor 

diagnòstic i estratificació d’aquest grup de fins ara difícil classificació.  

 

Tot i així, en aquest últim estudi també es va confirmar la presència d’anti-MAA en altres malalties 

reumatològiques168, qüestionant-ne l’especificitat com a marcador de l’AR. A més, també ha estat 

detectat en patologies diverses com malalties cardiovasculars169,170, dany hepàtic162,171 o colitis 

ulcerosa172.  

 

Com a part del treball inclòs en aquesta tesi es realitzarà l’estudi de la detecció d’anti-MAA amb 

l’objectiu de poder determinar la sensibilitat d’aquest tipus de biomarcador en una cohort 

independent de pacients i controls, i també determinar el seu valor pronòstic en relació a la 

presència de formes més severes de l’AR.  
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4. DIAGNÒSTIC DE L’AR 
 
 

El diagnòstic de l’AR és fonamentalment clínic. El diagnòstic és complex degut a l’alta 

heterogeneïtat que presenta la malaltia i per tant no està basat en un sol paràmetre sinó que es 

du a terme mitjançant un seguit de criteris classificatoris que tenen en compte diferents factors. 

L’AR, com s’ha explicat, presenta una evolució crònica, en l’inici de la qual la simptomatologia 

clínica pot no ser evident. Fer el diagnòstic en els moments inicials per poder iniciar el tractament 

abans de que es presenti destrucció articular és clau per evitar danys permanents i incapacitants 

en els pacients. En comparació amb els criteris que es fan servir a nivell clínic per classificar els 

pacients i que presenten una gran especificitat, els criteris per establir un diagnòstic i que estan 

orientats a determinar la presència d’una malaltia en les etapes inicials, han de presentar una alta 

sensibilitat.  

 

4.1. Característiques de les proves diagnòstiques 
 

La sensibilitat d’un test fa referència a la capacitat d’una prova de detectar a un malalt 

correctament en una prova – és a dir, que estigui malalt i el resultat de la prova sigui positiu. 

L’especificitat, en canvi, fa referència a la capacitat d’identificar a un individu sa correctament en 

la prova – és a dir, que l’individu sa presenti una prova negativa. Són conceptes que serveixen per 

determinar la capacitat diagnòstica intrínseca d’una prova. Una mateixa prova pot presentar 

diferents valors de sensibilitat i especificitat segons les condicions de l’assaig. Les proves es poden 

fer servir en poblacions amb diferent prevalença de malaltia i aquests valors no canvien 173.  

 

Altres conceptes que s’han de tenir en compte en els tests diagnòstics són els valors predictius, 

és a dir, la probabilitat que els pacients tinguin la malaltia un cop es coneix el resultat de la prova. 

El valor predictiu positiu (VPP) fa referència a la probabilitat que un individu amb un test positiu 

tingui la malaltia i es correspon al total de malalts amb proves positives d’entre el total de proves 

positives. En el cas del valor predictiu negatiu (VPN) es fa referència a la probabilitat que un 

individu amb una prova negativa no tingui la malaltia i per tant es correspon al total de persones 

sanes amb prova negativa d’entre totes les proves negatives obtingudes 173.  
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4.2. Criteris diagnòstics en l’AR 
 

Els criteris que històricament han ajudat als reumatòlegs a establir un diagnòstic clínic i que s’han 

fet servir per determinar la presència d’AR daten de l’any 1987 (Taula 1) 174. Estan desenvolupats 

en funció de les observacions fetes en la recerca clínica o en estudis epidemiològics i són criteris 

classificatoris més que diagnòstics, ja que estaven pensats per distingir els pacients d’AR 

establerta d’altres artropaties inflamatòries. En aquest grup de població, d’AR establerta, els 

valors de sensibilitat i especificitat obtinguts dels diagnòstic amb aquests criteris eren 

suficientment alts (entre 79-80% de sensibilitat i 90-93% d’especificitat respectivament); en 

canvi, en pacients d’AR de curta evolució, la sensibilitat i especificitat són més baixes175,176.   

 

Criteri Definició 

Rigidesa matutina Rigidesa al matí en les articulacions o al voltant durant almenys 1 hora 

Artritis present en ³3 

articulacions 

Inflamació del teixit o presència de fluid en com a mínim 3 articulacions de les 

següents: interfalàngiques de la mà, metacarpofalàngiques, 

metatarsofalàngiques, canell, colze, genoll o turmells 

Artritis en les 

articulacions de les 

mans 

Inflamació de les articulacions del canell, metacarpofalàngiques o 

interfalàngiques de la mà 

Artritis simètrica 
Afectació simultània de les àrees descrites en l’apartat anterior en els dos 

costats del cos. Com a mínim ha de passar en el 50% de les àrees afectades 

Nòduls reumàtics Presència de nòduls reumàtics subcutanis 

Factor reumatoide 
Detecció del factor reumatoide amb un mètode amb una especificitat mínima 

del 95% 

Canvis radiogràfics 
Erosions o descalcificacions localitzades en les articulacions de les mans o dels 

canells 

S’estableix un diagnòstic d’AR si com a mínim es donen 4 d’aquests criteris. Els criteris 1-4 han de 

donar-se durant un mínim de 6 setmanes. 

Taula 1: Criteris classificatoris d’AR establerts al 1987 pel Col·legi Americà de Reumatologia 174. 
 

Diversos dels criteris aquí inclosos (com els canvis radiogràfics o l’aparició de nòduls reumatoides) 

normalment no es donen en el primer any de malaltia sinó en els anys posteriors, de tal manera 

que el diagnòstic en pacients d’AR d’inici recent seria molt difícil d’establir. L’ús de pacients d’AR 

establerta per determinar els criteris aquí establerts dificulten el diagnòstic de pacients d’altres 

estadis de la malaltia, especialment les fases inicials, degut a les diferències clíniques que 

presenten 126,177.  
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Els avenços en l’estudi de l’AR i el descobriment de diferents biomarcadors a part del factor 

reumatoide, ja inclòs en els criteris de 1987, van impulsar la modificació i actualització dels criteris 

duta a terme el 2010 per part del Col·legi Americà de Reumatologia (ACR) i la Lliga Europea 

d’Associacions de Reumatologia (EULAR). Es van establir unes noves guies per ajudar al 

reumatòleg en el correcte diagnòstic 178.  

 

Una de les principals mancances dels criteris anteriors i per tant objectius d’aquesta nova eina és 

el diagnòstic de casos d’AR d’inici que es trobin encara en la finestra d’oportunitat necessària per 

aplicar tractaments que frenin la progressió de la malaltia. Els criteris de detecció inclosos en la 

nova guia de classificació de 2010 (Taula 2) estan pensats per ser aplicats en pacients que 

presenten inflamació articular quan se’ls hi fa una exploració clínica i pels quals no hi ha cap altra 

malaltia que pugui explicar la sinovitis 179. És a dir, estan pensats per poder detectar la malaltia 

en les primeres fases180.  

 

Criteris de classificació ACR/EULAR 2010                                                                                                   Valor 

A) Alteracions articulars (inflamada/tendre) 

1 articulació gran 0 

2-10 articulacions grans 1 

1-3 articulacions petites (amb o sense afectació d’articulacions grans) 2 

4-10 articulacions petites (amb o sense afectació d’articulacions grans) 3 

>10 articulacions (com a mínim afectació d’1 articulació petita) 5 

B) Serologia 

FR/ACPA negatiu 0 

Positiu baix FR/Positiu baix ACPA 2 

Positiu alt FR/Positiu alt ACPA 3 

C) Reactius de fase aguda 

Valors normals de PCR i VSG 0 

Valors anormals de PCR i VSG 1 

D) Durada dels símptomes 

<6 setmanes 0 

³6 setmanes 1 

Sumatori de les categories de l’A fins la D. Una puntuació ³6/10 és necessària per classificar els 

pacients amb AR. 

Taula 2: Criteris establerts al 2010 per part d’ACR/EULAR pel diagnòstic de l’AR. FR (Factor Reumatoide), 
ACPA (Anticossos contra proteïnes/pèptids citrul·linats), PCR (Proteïna C Reactiva), VSG (Velocitat de 
Sedimentació Globular). 



30 
 

Els nous criteris inclosos són principalment biomarcadors serològics detectables al laboratori en 

etapes inicials de l’AR com els ACPAs o marcadors inespecífics d’inflamació aguda com la proteïna 

C reactiva o la velocitat de sedimentació globular (VSG). A part es conserva la detecció del FR ja 

inclòs en el criteri anterior. Es té en compte la combinació dels dos marcadors que són 

característics de l’AR. En canvi, alguns criteris com la inclusió dels nòduls reumatoides i la simetria 

de l’afectació articular sembla que no contribuïen a millorar el valor predictiu positiu de la prova 

i han estat exclosos dels nous criteris.  

 

Es va treballar en la creació d’un sistema de puntuació que permetés classificar pacients amb 

artritis inflamatòria en els primers moments de la malaltia i predir si eren candidats a presentar 

malaltia erosiva i persistent, per així ser considerats pel tractament. S’ha pogut determinar que 

aquests nous criteris serveixen per classificar els pacients d’acord a l’absència o presència d’AR 

però no són prou precisos com per estratificar-los en altres subgrups 150,181.  En les condicions on 

es presenten alteracions radiogràfiques compatibles amb l’AR, no es considera necessari complir 

cap altre criteri per tenir un diagnòstic clar d’AR.  

 

Diferents revisions dels resultats obtinguts amb aquests criteris, suggereixen millores que es 

poden aplicar per millorar-ne el seu ús. Per exemple, donat que el VPP dels ACPAs és fins a 3 

vegades millor que del FR, es proposa que es doni més pes a aquest tipus d’autoanticossos com 

a criteri diagnòstic 179. 

 

Un altre factor que cal tenir en compte és el fet que aquestes nous criteris, com ja hem dit, posen 

molt de pes en els biomarcadors serològics, de tal manera que ajuden a classificar des de l’inici 

pacients amb AR seropositiva. En canvi, els pacients d’AR seronegativa, han de complir criteris 

d’inflamació més estesa i forta per poder sumar una puntuació que els situï per sobre del punt 

de tall de puntuació establert. S’ha pogut comprovar que els pacients d’AR seronegativa 

presenten nivells més alts d’inflamació i destrucció articular en el moment del diagnòstic que els 

pacients d’AR seropositiva 182. Tot i que aquests criteris, com hem esmentat, tenen l’objectiu de 

classificar i de servir d’ajuda al reumatòleg, aquestes diferències entre els dos subgrups d’AR 

poden generar diferències en el tractament immediat i la progressió de la malaltia 181.  
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En aquest context, sembla imprescindible trobar eines que ens permetin classificar de forma 

eficaç els casos d’AR seronegativa, que arriben fins al 30% de la població d’AR. A part dels 

biomarcadors “estàndards” i establerts ja en la classificació de l’AR, i com s’ha explicat en apartats 

anteriors, s’han descrit altres sistemes d’autoanticossos que podrien ajudar a classificar i 

estratificar els pacients.  

 

Els anticossos contra proteïnes carbamilades s’han trobat en fins a un 45% de pacients d’AR. En 

aproximadament un 25% dels casos, els pacients anti-CarP (+) també presenten ACPAs, però 

aquests autoanticossos s’han trobat en el 15-20% dels pacients d’AR de forma independent dels 

ACPAs 80. Si bé és cert que els anti-CarP per si sols, en alguns estudis preliminars sembla que no 

aporten molt valor discriminatiu dins del subgrup FR/ACPA (-) 140, sí que s’ha observat que 

pacients que presenten aquest tipus d’autoanticossos presenten un pronòstic i fenotip clínic 

diferents dels pacients doble negatius pels altres marcadors i per tant és important seguir 

treballant i analitzant les implicacions d’aquests auto-anticossos 182.  

 

Per altra banda, recentment s’han descrit nous tipus d’autoanticossos en el context de l’AR com 

són els que tenen com a objectiu les acetil lisines (AAPA). El descobriment d’aquest nou tipus 

d’anticòs ha de ser objecte d’estudi per tal de determinar si poden aportar un valor diagnòstic en 

el context de l’artritis, especialment en la seva possible presència en els pacients seronegatius. 

També caldrà veure el grau de concordança que presenta aquest tipus d’autoanticòs amb els 

altres ja mencionats (ACPA, FR i anti-CarP). De la mateixa manera, els anticossos contra proteïnes 

o pèptids amb adductes de malondialdehid-acetaldehid han de ser igualment estudiats per poder 

establir la seva capacitat discriminatòria, que tenint en compte els resultats fins ara publicada, és 

esperançadora.  

 

4.3. Determinació dels ACPAs 
 

En la pràctica clínica és necessària una eina estandarditzada per tal de poder fer les 

determinacions dels anticossos inclosos en els criteris de classificació d’una manera uniforme en 

les diferents poblacions i tenir resultats comparables que permetin fer un diagnòstic o aportar la 

informació necessària per els metges de forma acurada. En el cas dels autoanticossos contra 

proteïnes/pèptids citrul·linats es va desenvolupar una prova de tipus ELISA (de l’anglès enzyme-

linked immunosorbent assay) que permet detectar la presència d’aquests anticossos en els 

sèrums dels pacients d’una forma senzilla i en un període de temps curt. La base d’aquest 

immunoassaig s’explicarà en els posteriors apartats.  



32 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



33 
 

5. REUMATISME PALINDRÒMIC 
 

5.1. Què és?  
 
El reumatisme palindròmic (RP) és un tipus d’artropatia inflamatòria de caràcter intermitent que 

es caracteritza per crisis agudes de dolor i tumefacció articular (i a voltes periarticular) que es va 

repetint al llarg del temps, però sense deixar dany residual 183,184. En cada brot es sol afectar 

només una articulació, i és molt característic que siguin de curta durada (d’1 a 3 dies) amb 

resolució espontània de la crisi. El curs clínic és variable pel que fa a la freqüència dels brots i les 

articulacions afectades tot i que predominen en les articulacions de les mans 184,185.  

 

Hi ha pocs estudis pel que fa a la epidemiologia del RP, però s’ha establert que la freqüència és 

significativament més baixa que la de l’AR, amb una ratio suggerida de 1 pacient de RP per cada 

20 d’AR diagnosticats. Aquest síndrome reumatològic sembla que afecta també als dos sexes però 

en predomina una afectació femenina i amb una edat de diagnòstic d’entre els 40-45 anys185.  

L’interès d’aquesta entitat radica en que després de la fase intermitent, que pot durar mesos o 

anys, un nombre significatiu de pacients (possiblement més del 50%) acaba desenvolupament 

una poliartritis persistent i crònica complint els criteris diagnòstics d’AR. En conseqüència, està 

en debat si el RP és una entitat diferenciada o és només una forma pre-clínica d’AR 186.  

 

5.2. Perfil biològic d’autoanticossos 
 
 
Donat que en un nombre gran de pacients de RP es dóna una progressió cap a AR, resulta molt 

interessant l’anàlisi del tipus d’autoanticossos discriminatius per AR que aquests puguin 

presentar en el moment del diagnòstic de RP.  

 

El FR està present en aproximadament la meitat dels pacients de RP 187–190. L’any 2003 es va 

descriure per primera vegada la presència d’ACPAs en una cohort de pacients de RP 188. La 

prevalença va ser del 56,6%, un valor proper a l’observat en pacients d’AR d’inici recent (52%) 185. 

Des d’aleshores, la presència d’ACPAs s’ha confirmat en múltiples estudis i la prevalença s’ha 

estimat entre el 40 i 70% 185,189,190.  

 

En resultats publicats pel nostre grup s’ha observat que tot i que les concentracions en les que 

s’observen els ACPAs en pacients de RP són similars a les de les trobades en pacients d’AR, la seva 

resposta és diferent.  
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En el cas dels pacients de RP s’ha observat que la detecció d’especificitats fines diferents està 

més restringida i el patró d’isotips detectables en la malaltia també són diferents. L’isotip IgG és 

clarament el preferentment emprat mentre que IgA i IgM s’utilitzen en menor freqüència en el 

grup de RP191.  

 

Finalment, també en resultats publicats recentment en el nostre grup, s’ha pogut determinar la 

presència d’anticossos de la família anti-CarP en sèrums de pacients de RP. En un estudi que va 

incloure 54 pacients de RP i 54 pacients d’AR, es va poder concloure que en el grup de RP, el 24% 

dels pacients presentava resposta anti-CarP, un valor inferior al del grup d’AR on la prevalença 

era del 64%. El comportament dels anti-CarP sembla que és similar al dels ACPA, ja que en els 

pacients de RP la resposta també va ser més restringida en termes d’isotips emprats192.  

 

La resposta d’autoanticossos detectada en pacients de RP serveix per confirmar el paper de la 

autoimmunitat en aquesta malaltia. Aprofundir en l’estudi d’aquests autoanticossos pot ajudar a 

entendre millor els mecanismes que es poden donar en el RP, malaltia de la qual no es coneix la 

fisiopatologia. Les diferències observades amb l’AR obren la porta a realitzar nous estudis per 

poder entendre millor la relació que hi pot haver entre les dues malalties i determinar si 

efectivament podria ser que el RP formés part de l’espectre ampli que s’observa de 

manifestacions d’AR, alhora que podria ajudar a predir millor quins pacients amb RP acabaran 

desenvolupant una AR.   

 

5.3. Estudi PALABA 
 

Com a part dels treballs realitzats en la tesi doctoral es presentaran alguns resultats preliminars 

que formen part de l’estudi PALABA. Aquest estudi és un assaig clínic aleatoritzat multicèntric 

que s’està duent a terme amb l’objectiu d’estudiar les diferències en l’evolució del RP de pacients 

de diagnòstic recent tractats amb dos fàrmacs diferents, la hidroxicloroquina i l’abatacept. La 

hipòtesi plantejada és que els pacients seropositius (ACPA+ i/o FR+) de RP tractats amb abatacept 

reduiran la progressió cap a AR en comparació a aquells amb les mateixes característiques 

tractats amb hidroxicloroquina193. 
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6. PÈPTIDS SINTÈTICS I EL SEU ÚS EN DIAGNÒSTIC  
 
En els apartats previs s’ha fet un resum dels factors que estarien implicats en els inicis d’AR, així 

com un resum de la seva fisiopatologia i dels diferents tipus d’autoanticossos presents en aquesta 

malaltia i  que la caracteritzen. S’han vist també de forma resumida els actuals criteris diagnòstics, 

que tot i que presenten una part que està basada en l’evidència serològica, deixen clara la 

necessitat de millorar les eines que existeixen actualment. Aquesta millora és necessària tant per 

classificar de forma efectiva els diferents subgrups de pacients que formen el global d’una 

malaltia tant heterogènia com per entendre si realment el subgrup de pacients fins ara considerat 

seronegatiu realment ho és o el problema es basa en que no s’han descobert els antígens que 

podrien ajudar a la detecció d’anticossos en els sèrums d’aquests pacients.  

 

En base a aquestes necessitats, i d’acord a les àmplies informacions que es tenen de l’ús de 

pèptids sintètics com a eines per la detecció d’anticossos en diferents contextos, en aquesta tesi 

s’ha treballat en el disseny, síntesi i estudi de diferents estructures peptídiques. A continuació, es 

farà una breu introducció dels pèptids sintètics i de diferents consideracions que s’han pogut anar 

determinant al llarg dels anys sobre aquesta eina per tal de fer-la més efectiva en la tasca de la 

detecció de biomarcadors serològics. El desenvolupament d’eines diagnòstiques per la detecció 

d’anticossos que serveixen com a biomarcadors específics de la malaltia requereix d’estudis 

previs de caracterització de la resposta humoral.  

 

6.1.  Estudi i caracterització d’epítops 
 

El desenvolupament de proves que permetin la detecció serològica d’anticossos i el seu ús com 

a biomarcadors requereix l’estudi dels epítops reconeguts en cada malaltia. Els epítops són els 

determinants antigènics o porcions dels antígens que són reconeguts pels anticossos. Solen 

formar part de proteïnes o altres macromolècules com els polisacàrids 194. El fet que aquest tipus 

de molècules siguin antigèniques implica que presenten l’habilitat de ser reconeguts de forma 

específica per anticossos que formen part d’una resposta immunitària195.  

 

Els epítops es poden diferenciar en dos grans grups en funció de la posició dels aminoàcids que 

el conformen en la seva seqüència primària. Segons aquesta descripció, el primer grup són els 

epítops continus, que estan conformats per seqüències lineals curtes d’aminoàcids, és a dir, 

seqüències d’aminoàcids contigus dins l’estructura primària que són reconegudes pels anticossos 

(Figura 8A). També reben el nom d’epítops seqüencials196.  
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El segon grup és un altre subtipus d’epítop on el fragment reconegut no és una seqüència 

d’aminoàcids contigus en l’estructura primària sinó aminoàcids que es presenten en posicions 

contigües en l’espai com a conseqüència del plegament tridimensional de la proteïna  (Figura 8B). 

Aquests epítops reben el nom de discontinus o conformacionals 197,198.    

 

 
Figura 8: Representació dels tipus d’epítops que poden presentar-se. (A) Epítop continu i (B) Epítop 
discontinu. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
 

L’estudi dels epítops és necessari per l’estudi de la resposta immunitària i la comprensió de la 

fisiopatologia i etiologia de les malalties en les quals hi ha una implicació del sistema immunitari. 

En recerca també resulta útil pel desenvolupament d’assaigs diagnòstics i pel seguiment de la 

malaltia mitjançant la detecció de biomarcadors com els anticossos199. 

 

6.1.2 Identificació d’epítops 
 
L’estudi i la identificació dels epítops està habitualment centrada en l’estudi d’epítops continus, 

ja que són més senzills d’aïllar o analitzar amb les tècniques que es descriuran a continuació. Tot 

i que la majoria d’epítops es considera que són discontinus (o conformacionals), el seu estudi és 

més complex principalment perquè la seva predicció requereix un estudi de la conformació 

tridimensional de la proteïna, que no està disponible en algunes d’elles200. L’aïllament d’epítops 

discontinus és també complex ja que requereix de l’ús de scaffolds com a estructures que 

permetin mantenir la conformació tridimensional pel seu posterior estudi199,201.  

 

La identificació dels epítops continus, dels quals es tractarà a continuació, es pot donar mitjançant 

diferents tècniques en funció de l’enfocament utilitzat. Es pot tractar d’aïllar els epítops quan 

estan units a l’anticòs, però també es pot dur a terme una anàlisi de diferents pèptids derivats de 

la proteïna antigènica per intentar acotar la resposta a una fracció molt més restringida.  
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6.1.2.1 Aïllament dels epítops  
 

Històricament, l’estudi i identificació de les seqüències que formen els epítops s’ha basat en l’ús 

de digestions enzimàtiques de proteïnes per generar fraccions més petites amb l’objectiu de 

detectar de forma conjunta el fragment petit de proteïna que presentés l’anticòs unit i així poder-

ne identificar la seqüència202. Al llarg dels anys, s’han anat desenvolupant tècniques que han 

permès la identificació dels epítops basant-se en l’estudi de la interacció entre antigen i anticòs 

de manera més eficient.  

 

Entre les diferents tècniques que es fan servir s’inclou una tècnica clàssica com la cristal·lografia, 

en la qual es busca la co-cristal·lització de l’estructura de l’anticòs unit a l’epítop per poder 

identificar-ne correctament l’estructura203. L’avenç de la cristal·lografia ha permès l’estudi de 

proteïnes grans i la interacció entre proteïnes, com la interacció antigen-anticòs, i ha fet que sigui 

el gold standard per l’anàlisi estructural de les interaccions d’aquest tipus204.  

 

També s’han emprat tècniques més senzilles com la proteòlisi de proteïnes seguida per una 

anàlisi d’espectrometria de masses amb l’objectiu d’identificar els fragments de l’epítop que es 

poden trobar a la mostra205,206.  Aquestes tècniques, juntament amb la ressonància magnètica 

nuclear207, una altra eina que permet la identificació dels antígens i la seva estructura, es basen 

en l’aïllament i identificació de l’antigen quan aquest està unit al anticòs.  

 

6.1.2.2 Estudi de la interacció entre anticossos i pèptids sintètics 
 

Un altre enfocament en la recerca dels antígens implicats en la resposta immunitària humoral 

consisteix en la cerca d’epítops mitjançant la síntesi i/o anàlisi de múltiples pèptids, seguit d’un 

estudi de la seva capacitat d’unió als anticossos. El desenvolupament de tècniques efectives com 

la síntesi en fase sòlida de pèptids descrita per Merrifield 208 ha permès l’obtenció de pèptids amb 

un alt grau de puresa, i que poden ser immobilitzats en immunoassaigs pel seu estudi com a 

potencials antígens. Des del desenvolupament d’aquesta tècnica, s’han dissenyat i comercialitzat 

sintetitzadors automàtics que permeten la síntesi simultània de múltiples pèptids.  

 

Es tracta d’una eina que facilita l’obtenció de biblioteques de pèptids sintètics que presenten 

solapament d’aminoàcids i que permeten identificar quins són els aminoàcids més rellevants de 

la seva estructura, i de forma general els pèptids que presenten una major capacitat 

antigènica141,144.  
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Recentment, també s’han desenvolupat eines computacionals que permeten dur a terme una 

predicció de les interaccions teòriques que hi hauria entre un pèptid generat a l’atzar i un anticòs 

d’estudi i conseqüentment permeten la creació de biblioteques de pèptids amb un potencial 

antigènic teòric209, que reben el nom de mimotops. El terme “mimotop”, segons la seva 

descripció original per part de Geysen et al.210  fa referència a una macromolècula, freqüentment 

un pèptid, que imita l’estructura d’un epítop. Actualment, es consideren mimotops els 

seleccionats de les llibreries de pèptids, generades a l’atzar,  que presenten una alta capacitat 

d’unir-se a un anticòs dirigit a un antigen concret211.   

 

Són també útils per identificar els residus de dins l’epítop que tenen un paper clau en la unió de 

l’anticòs i per generar seqüències consens rellevants en l’epítop d’estudi209. També s’han 

desenvolupat biblioteques de pèptids generades a partir de l’anàlisi de l’ADN emprant tècniques 

de seqüenciació de nova generació (NGS, de l’anglès next generation sequencing)212. L’ús 

d’aquestes eines sol anar associat a una anàlisi posterior dels diferents pèptids mitjançant 

tècniques de laboratori, com els ja mencionats immunoassaigs 213,214.   

 

Un cop ha estat analitzada aquesta resposta i s’ha determinat que els pèptids estudiats formen 

part d’epítops, es poden emprar com a antígens per l’estudi i el desenvolupament de tests 

diagnòstics o pel seu ús en la generació de vacunes per estimular una resposta immunitària, entre 

d’altres215,216.  

 

6.2. Ús dels pèptids sintètics com a antígens pel diagnòstic 

 
L’ús de pèptids sintètics com antígens en plataformes de diagnòstic és un camp en expansió217. 

El desenvolupament d’immunoassaigs basats en l’ús de pèptids ha donat lloc a tests per la 

detecció d’anticossos com a biomarcadors per diferents malalties218,219, però també s’han pogut 

desenvolupar tests amb funcions i utilitats força àmplies com la detecció de toxines en mostres 

alimentàries220, detecció d’infeccions víriques221–223, o per diferents analits com proteïnes, ions 

metàl·lics o àcids nucleics224. Existeixen actualment diferents tests diagnòstics basats en l’ús de 

pèptids que han estat comercialitzats140,225,226. L’ús de pèptids sintètics presentats com antígens 

en plataformes d’immunoassaig comporta una sèrie d’avantatges i inconvenients respecte altres 

estratègies que es descriuen a continuació.  
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6.2.1. Principals avantatges  
 

Des del desenvolupament de la biotecnologia a l’inici dels anys 1990, moltes eines de diagnòstic 

basades en l’ús d’immunoassaigs en fase sòlida, com els ELISA o els assajos multiplex, s’han basat 

en la presentació d’antígens com les proteïnes recombinants 216. Les proteïnes recombinants són 

generades artificialment al laboratori227. En aquests immunoassaigs també es poden presentar 

estructures natives, purificades a partir de mostres naturals. Les proteïnes, ja siguin recombinants 

o natives són encara àmpliament emprades i presenten utilitat diagnòstica tot i que presenten 

alguns inconvenients. En ambdós casos, l’obtenció d’aquest tipus d’antígens es laboriosa i 

costosa, especialment en les quantitats que es requereixen per dur a terme els 

immunoassaigs216,228. 

 

A més, com que es tracta de molècules grans, és més difícil caracteritzar-les de forma completa i 

com a conseqüència, es poden trobar diferències entre preparacions de proteïna de diferents 

moments o lots, limitant la reproduïbilitat de l’assaig229. Un altre aspecte a considerar en l’ús de 

proteïnes senceres, ja sigui natives o recombinants, és que és difícil limitar-ne les interaccions no 

específiques, de tal manera que en algunes ocasions generen un alt soroll de fons en les lectures 

d’absorbància dels immunoassaigs, dificultant la lectura de la resposta específica que es permet 

detectar 230. Precisament també per la complexitat de les proteïnes, s’han detectat en algunes 

ocasions reactivitats creuades no desitjades que alteren la resposta que s’està analitzant de 

manera concreta231.  

 

Els pèptids sintètics presenten múltiples avantatges que permeten minimitzar alguns dels 

inconvenients que s’han esmentat en relació a les proteïnes. Com que es tracta de molècules 

químiques molt ben definides i que es poden caracteritzar completament amb l’ús de tècniques 

relativament senzilles232, permeten minimitzar la presència de les respostes no específiques i de 

les reactivitats creuades. La disminució de la reactivitat creuada alhora potencia la sensibilitat i 

especificitat d’aquests antígens233. La caracterització prèvia d’aquestes molècules a la seva 

incorporació a un assaig en el qual les condicions estan optimitzades, permet la presentació d’un 

antigen homogeni en l’estudi i una major reproduïbilitat dels resultats obtinguts 234.  

 

A més, degut a que la seqüència dels pèptids és coneguda es poden dissenyar altres pèptids 

sintètics com a controls de la reactivitat específica del fragment, o inclús de l’efecte d’aminoàcids 

individuals. Aquest seria el cas, per exemple, d’estudis en que es pretén determinar la reactivitat 

contra un modificació post-traduccional. L’ús del pèptid amb la PTM i l’ús paral·lel d’un altre 
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pèptid amb la mateixa seqüència però amb l’aminoàcid sense modificar és útil per determinar de 

forma específica la resposta a la PTM 141,144,158.  

 

S’ha descrit també l’ús de pèptids control, anomenats “scrambled”, un anglicisme que serveix per 

definir pèptids que contenen els mateixos aminoàcids que la seqüència d’estudi però de forma 

desordenada, i que tenen utilitat per poder entendre l’efecte de la posició de cada aminoàcid 

dins l’estructura235,236. D’aquesta manera, es pot arribar a fer una anàlisi molt exhaustiva de la 

implicació de cadascun dels aminoàcids que pot ser útil, per exemple, per determinar la 

importància i l’efecte dels aminoàcids que es troben flanquejant la seqüència237 que forma part 

de l’epítop.  

 

La síntesi manual de pèptids sintètics permet la introducció de les modificacions desitjades en la 

seva estructura química d’acord d les necessitats de cadascun dels tests que s’han de 

desenvolupar. Per exemple, es poden incorporar estructures químiques com la biotina, per poder 

unir-los fàcilment a plaques tractades amb avidina, o bé la introducció de residus de cisteïna o 

àcids grassos que en modifiquen la forma per aconseguir l’estructura de l’antigen que es vol 

presentar 216,234. També permet la introducció de PTMs de forma totalment controlada, ja que la 

unió dels aminoàcids amb PTMs es fa seguint el mateix protocol de síntesi en fase sòlida 

habitual125,238.  

 

Un altre avantatge dels pèptids sintètics és que la seva obtenció amb un alt grau de puresa en 

quantitats relativament elevades permet que l’epítop es pugui presentar en concentracions més 

altes en els immunoassaigs que en el cas de les proteïnes. En aquestes, on l’epítop forma només 

una part petita del global, aquesta concentració és molt inferior i per tant la resposta detectada 

també sol ser més baixa. Utilitzant els dos tipus d’antígens en la mateixa concentració, la molaritat 

del epítop peptídic serà significativament més alta que la del epítop en tota la proteïna. D’aquesta 

manera, en augmentar-ne l’exposició, pot augmentar la resposta detectada230,233.  
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6.2.2. Principals inconvenients  
 

6.2.2.1. Manca de conformació estructural dels pèptids linears 
 

Un dels inconvenients més rellevants que presenten aquest tipus de pèptids curts sintètics és la 

dificultat d’adoptar la conformació nativa quan els pèptids es troben en solució donada la seva 

elevada mobilitat239.  Com a conseqüència, la unió dels anticossos és menor per la falta d’afinitat 

tot i que la seqüència formi part de regions antigèniques240. Com que les estructures que formen 

part dels epítops solen estar localitzades en regions accessibles de les proteïnes, la conformació 

tridimensional que adoptin els pèptids sintètics és especialment rellevant per tal de mimetitzar 

l’estructura que presenten les proteïnes i augmentar l’antigenicitat241–243.  

 

Estabilitzar l’estructura dels pèptids sintètics permet que la seva orientació millori i que la seva 

presentació com antígens sigui més estable244,245. S’han descrit diferents tècniques per restringir 

l’estructura peptídica dels pèptids en solució, entre les quals destaca la ciclació intramolecular 

que permet que s’adopti una estructura estable de forma molt eficient246–248. La ciclació es pot 

induir seguint diferents metodologies com la lligació química249 però també seguint estratègies 

més simples com la introducció de cisteïnes en la seqüència primària del pèptid. Les cisteïnes es 

poden introduir substituint residus de serina presents de forma natural amb els quals comparteix 

un alt grau d’homologia estructural. L’oxidació dels grups tiol d’aquests aminoàcids dóna lloc a la 

formació d’un pont disulfur entre aquests dos residus138. Habitualment, per tal de poder induir la 

formació d’aquesta estructura, es treballa amb cisteïnes protegides per grups idèntics com 

l’acetamidometil144. Així, quan són eliminats en presència de iode, simultàniament es pot generar 

el pont disulfur. Amb aquesta estratègia de ciclació dels pèptids, es permet que la seqüència 

adopti una conformació constreta i fixada250. Ha estat àmpliament utilitzada en diferents estudis 

en els quals s’ha demostrat la ciclació del pèptid augmenta l’antigenicitat de l’estructura 

presentada respecte la presentació del mateix pèptid sense ciclar140,251.  
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6.2.2.2. Dificultats en la unió dels pèptids al suport sòlid  
 

Un altre dels principals inconvenients que s’han observat en l’ús de pèptids sintètics linears és la 

dificultat d’aconseguir una adsorció passiva homogènia en les plaques de poliestirè, com les 

plaques emprades en els protocols d’ELISA, per poder realitzar els immunoassaigs252. A causa del 

baix nivell d’adsorció és difícil no només aconseguir una unió homogènia en termes de quantitat 

del pèptid adherit en cada pouet sinó que a més també ens podem trobar amb un pèptid 

presentat de forma heterogènia pel que fa al seu posicionament i orientació espacial un cop 

adherit al plàstic. Les interaccions entre el pèptid i el plàstic fan que l’exposició correcta del pèptid 

a vegades es vegi alterada d’una forma poc controlable216,253.  

 

Per poder aconseguir resultats que siguin reproduïbles s’han descrit tècniques diverses com la 

conjugació del pèptid d’assaig a proteïnes, de tal manera que són aquestes les que queden 

absorbides a la placa254,255, o la modificació dels pèptids amb cues hidrofòbiques d’àcids grassos 

que ajuden a l’orientació dels pèptids en la placa256. Altres enfocaments han descrit com la unió 

del pèptid d’interès a una cua de poli-lisina també n’augmenta la unió257,258. Per altra banda 

també s’ha descrit l’existència de pèptids que presenten una alta afinitat pel poliestirè253 i que 

units al pèptid d’interès i actuant com a tags peptídics, permeten que aquest quedi adsorbit a la 

placa i en permet controlar l’orientació253,259.  

 

L’alternativa als mètodes que intenten augmentar la unió dels pèptids al suport sòlid per adsorció 

és induir la unió covalent del pèptid a les plaques. Per dur a terme aquet procés es requereix 

habitualment l’activació o bé de la placa o bé del pèptid. En el cas de l’activació de la placa es fa 

referència a la preparació de la superfície sòlida perquè presenti grups que reactius que 

interaccionin amb el pèptid i es formi l’enllaç d’unió covalent. Normalment es tracta de grups 

electrofílics com els epòxids260,261, aldehids262 o funcionalitats com els succinimidil esters o 

isotiocianat263, que reaccionen amb els grups nucleofílics com els grups amino dels pèptids264. En 

el cas de l’activació del pèptid, trobem tècniques com la introducció d’una cisteïna en l’extrem N-

terminal o C-terminal del pèptid per posteriorment conjugar-lo a una proteïna que ha estat 

prèviament activada amb maleimida amb la qual forma un enllaç tioèter265.    

 

S’ha vist que la presentació dels pèptids fent ús d’enllaços covalents presenta millores en relació 

a la presentació i detecció dels antígens respecte la unió passiva per adsorció216,234.  
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Una altra estratègia d’unió dels pèptids a la placa és l’ús de les unions del tipus avidina-biotina266. 

Es tracta d’un enllaç bioquímic, no covalent però extremadament fort, que es dóna amb alta 

afinitat267–269. L’avidina és una proteïna glicosilada que prové de la clara de l’ou de rèptils i aus269.  

L’anàlisi de la unió biotina-avidina ha mostrat que l’ús d’avidina presenta un inconvenient pel seu 

ús en immunoassaigs, i és que l’avidina també s’uneix inespecíficament a altres molècules que 

poden estar presents en els tampons d’assaig o a les mostres d’anàlisi270, fet que pot donar lloc a 

un alt soroll de fons i en conseqüència alterar el resultat obtingut271. Diferents estudis han descrit 

anàlegs de l’avidina com l’estreptavidina, que prové del bacteri Streptomyces avidinii 272 i la 

neutravidina, que és una versió modificada químicament de l’avidina273. En tots dos casos, la 

diferència principal respecte l’avidina es troba en la manca de glicosilacions. Aquesta diferència 

provoca que aquests dos anàlegs a pH fisiològic presentin càrrega neutra i en conseqüència no 

interaccionin amb altres proteïnes de forma no específica274. Per aquest motiu, a nivell 

experimental es sol treballar amb els dos anàlegs275,276.  

 

Per poder unir el pèptid a la placa, que presenta un anàleg de l’avidina, aquest ha d’estar 

derivatitzat amb un grup biotina. S’ha descrit que aquest tipus de marcatge en algunes ocasions 

pot comportar una pèrdua de sensibilitat de l’assaig degut a que la biotina pot interferir amb el 

posicionament del pèptid i emmascarar-ne parcialment l’exposició277. Per ajudar a resoldre 

aquest problema, s’han dissenyat diferents tipus d’espaiadors units a la biotina que permeten 

que es generi una distància suficient entre la biotina i el pèptid i es redueixi així el problema de 

l’emmascarament. En un estudi comparatiu, publicat per Andresen et al. 278,  s’ha descrit com l’ús 

de l’espaiador millora la sensibilitat general de l’assaig. A més, d’entre els espaiadors testats, l’ús 

del polietilenglicol és el que ha donat millors resultats.  

 

Un altre factor que pot afectar a l’exposició del pèptid un cop unit a la placa és la posició en la 

qual s’acobla la biotina. La unió de la biotina a un extrem del pèptid, N-terminal  o C-terminal, 

contribueix a que l’estructura del pèptid quedi ben exposada i ho faci de forma orientada i sempre 

en la mateixa posició 279,280.  

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

6.2.2.3.  Estratègies per augmentar l’antigenicitat dels pèptids sintètics 
 

L’ús de pèptids sintètics com antígens genera molt d’interès degut als amplis avantatges que 

presenta en diferents aspectes i que s’han mencionat anteriorment. Per aquesta raó, s’han dut a 

terme estudis amb l’objectiu de trobar tècniques que permetin millorar-ne la sensibilitat i 

especificitat com antígens. Entre les tècniques descrites destaca la possibilitat de millorar 

l’antigenicitat d’una molècula peptídica fent que aquesta mostri més d’un epítop de forma 

simultània. És a dir, que el pèptid d’assaig estigui compost per dues fraccions i cadascuna 

d’aquestes presenti un epítop. La presentació de dos epítops de forma simultània és senzilla ja 

que es pot dur a terme la síntesi dels dos fragments de forma seqüencial donant lloc a un únic 

pèptid que rebrà el nom de quimèric. S’ha demostrat que els pèptids quimèrics mostren una 

major antigenicitat que els dos fragments que els conformen, o pèptids monomèrics de forma 

individual. Els pèptids quimèrics són una bona alternativa com a antígens per el seu ús en la 

detecció d’anticossos 138,216,234,281–283.  

 

 
Figura 9: Representació d’un exemple gràfic dels pèptids monomèrics i pèptids quimèrics. A) 
Representació de l’estructura dels dos pèptids monomèrics i del pèptid quimèric que resulta de la unió dels 
dos monomèrics. Explicació breu del procediment per dur a terme un anàlisi simultània de les dues 
estructures monomèriques o de l’estructura quimèrica. B) Representació visual de com es podria donar la 
unió d’aquests pèptids en un suport sòlid i que exemplifica com la barreja física dels dos pèptids 
monomèrics pot donar lloc a variacions en la presentació de cadascun dels pèptids i en una presentació 
heterogènia dels epítops d’estudi. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com. 
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L’ús de pèptids quimèrics garanteix una presentació homogènia dels antígens de l’immunoassaig 

i presenta millors resultats que els que s’obtenen si es du a terme la mateixa anàlisi emprant les 

dues molècules monomèriques de forma simultània, en forma de barreja física. Amb la barreja 

física no es pot garantir una homogeneïtat de la presentació dels dos pèptids monomèrics284 

(Figura 9).    

 

Una altra alternativa per mostrar múltiples antígens de forma simultània en un mateix pèptid és 

l’ús de MAPs (de l’anglès multiple antigen peptide). La síntesi d’aquest tipus de pèptids, que 

presenten una estructura ramificada i no linear, es basa en l’ús d’aminoàcids com la lisina, que 

presenta dos grups amino (a- amino i e-amino) sobre els quals es pot seguir la síntesi del pèptid 

desitjat. Es pot acoblar més d’una lisina per donar lloc a diferents ramificacions en el pèptid. Una 

altra tècnica per poder sintetitzar MAPs consisteix en la lligació química de diferents pèptids que 

es troben desprotegits138,285,286.  

 
6.3. Tipus d’immunoassaigs emprant pèptids sintètics com antígens 

 
La recerca per l’optimització de l’assaig no ha estat centrada de forma exclusiva en els pèptids 

sintètics i en el seu paper com antígens  sinó que també s’han donat avenços en la preparació de 

diferents tipus d’immunoassaigs i els mètodes emprats per realitzar-los de forma optimitzada i 

eficient. Gràcies a la recerca en aquest camp, s’ha pogut avançar en l’optimització de molts 

protocols d’immunoassaigs de tipus ELISA mentre que de forma simultània s’han desenvolupat 

altres tipus d’immunoassaig en fase sòlida com són els microarrays. A continuació es descriuran 

les dues tècniques.  

 

6.3.1.  ELISA 
 
Els ELISA són un tipus d’immunoassaig fonamentats en l’especificitat de la unió dels anticossos 

als seus respectius antígens. Gràcies a la determinació d’aquesta unió, permet quantificar la 

presència d’antígens, emprant com esquers els anticossos o a la inversa, permet quantificar la 

presència d’anticossos emprant com esquers els antígens específics287. L’assaig d’ELISA es 

caracteritza per la seva versatilitat, sensibilitat, rapidesa i fiabilitat288.  

 

La detecció de l’analit que es pretén quantificar es du a terme mitjançant la immobilització de 

l’altre molècula (del parell antigen/anticòs) amb la qual reacciona en un suport sòlid. El sistema 

més emprat per dur a terme els assaigs d’aquest tipus són les plaques de poliestirè, habitualment 
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en un format en el que es presenten 8 files i 12 columnes de pous que poden contenir fins a 

350µL de reactiu en els quals es dóna individualment la quantificació d’una mostra d’assaig289.  

 

Els passos bàsics i fonamentals de l’ELISA consisteixen en la immobilització dels antígens o bé dels 

anticossos en el suport sòlid i la posterior addició de la mostra en el pou d’assaig per tal que es 

doni la interacció entre l’antigen o anticòs immobilitzat i l’antigen o anticòs present en la mostra. 

Per tal de poder quantificar aquesta unió, s’aplica posteriorment un anticòs secundari que està 

conjugat a un enzim 289. L’enzim escollit en funció de l’assaig que es vol dur a terme, en presència 

del substrat adequat, genera una reacció que és quantificable per absorbància, fluorescència o 

luminescència290. Entre aquests passos es duen a terme rentats dels pous amb tampons específics 

per aquest propòsit per tal d’eliminar els reactius que no s’hagin unit de forma específica i 

quantificar de forma específica la unió antigen/anticòs289,291.  

 

En funció del tipus de determinació que es vol dur a terme o tipus de mostres analitzades 

existeixen diferents tipus d’ELISA (Figura 10).  

 

1) ELISA directe: És l’ELISA més senzill i el primer en ser desenvolupat. Va ser desenvolupat 

per Engvall et al.292 i Van Weemen et al.293 de forma simultània. És útil per quantificar 

antígens amb alt pes molecular. Consisteix en la immobilització de l’analit d’interès al 

suport sòlid. Posteriorment s’addiciona l’anticòs conjugat a l’enzim i es du a terme la 

quantificació de la mostra. Aquest tipus d’assaig es sol dur a terme quan es treballa amb 

mostres purificades (Figura 10-1)287,291.  

 

2) ELISA indirecte: Consisteix en la immobilització de l’antigen en el suport sòlid. 

Posteriorment s’addiciona la mostra que conté l’anticòs primari, que es vol quantificar, i 

posteriorment s’afegeix l’anticòs secundari conjugat a l’enzim que permetrà la 

quantificació final. És el tipus d’ELISA que s’utilitza per la quantificació d’anticossos com 

a biomarcadors i és el que s’ha dut a terme en els assajos que formen part d’aquesta tesi 

(Figura 10-2)287,291 .  

 

3) ELISA competitiu: Es tracta del protocol més complex ja que requereix la realització de 

dos experiments en paral·lel. S’utilitza per detectar o quantificar antígens presents en 

baixes quantitats i és molt específic. En aquest assaig, un antigen de referència competeix 

amb l’antigen de la mostra analitzada per ser unit a l’anticòs d’interès.  
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El procediment, de forma simplificada, consisteix en la immobilització de l’antigen de 

referència sobre la placa. De forma paral·lela s’incuba un excés d’anticòs primari sense 

marcar amb l’antigen d’interès perquè es formin complexes antigen-anticòs. Quan s’ha 

donat aquesta interacció, la barreja de complexos antigen-anticòs primari generada 

s’afegeix a la placa on hi ha l’antigen de referència, on competirà amb aquest per unir-se 

a l’anticòs. Finalment, s’afegirà un anticòs secundari conjugat a un enzim que s’uneix a 

l’anticòs primari i, en presència del substrat, en permetrà la quantificació (Figura 10-3) 
287,291.  

 

4) ELISA sandvitx: Consisteix en la immobilització d’un anticòs al suport sòlid que rep el nom 

d’anticòs de captura. Seguidament s’introdueix la mostra que conté l’antigen que es 

pretén quantificar amb l’objectiu que quedi acoblat a l’anticòs de captura. Posteriorment 

s’addiciona l’anticòs de detecció, que també s’unirà l’antigen immobilitzat en l’anticòs de 

captura, donant lloc al sandvitx que dóna el nom a la tècnica. La presència de l’anticòs de 

detecció serà quantificada mitjançant l’addició de l’anticòs secundari conjugat amb un 

enzim (Figura 10-4)287,291.  

 

 
Figura 10: Representació gràfica de la unió antigen/anticòs que es dóna en cadascun dels subtipus 
d’ELISA. Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
 

La tècnica d’ELISA és àmpliament utilitzada ja que produeix resultats sensibles i específics en un 

temps curt i es pot aplicar a molts àmbits294. Presenten una alta sensibilitat que permet detectar 

les molècules d’estudi en concentracions de ng/mL a pg/mL295.  
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És un tipus d’assaig que es pot adaptar i optimitzar per la detecció de diferents molècules, fent-

lo ideal en l’àmbit de recerca per tal de poder testar i treballar amb antígens preparats de novo i 

entendre el potencial que cadascun d’ells presenta. Els ELISA són especialment rellevants en el 

procés d’anàlisi i validació de biomarcadors degut a la reproduïbilitat de la detecció i quantificació 

de molècules en mostres296–298. En molts casos s’ha pogut estandarditzar els resultats fets en 

laboratoris diferents, factor que ha donat peu a la preparació de test ELISA que es consideren 

gold-standard per la detecció de biomarcadors en diferents malalties i li donen un valor alt com 

a eina diagnòstica287.  

 

Durant la realització d’aquesta tesi s’han dut a terme diferents assaigs ELISA indirectes amb 

l’objectiu de determinar la utilitat dels diferents antígens preparats, la majoria d’ells peptídics, 

per detectar diferents anticossos que són emprats com biomarcadors en el context de l’AR.  

 
6.3.2. Microarray 

 

En els últims anys, el desenvolupament de microarrays ha permès que aquests es converteixin en 

una eina cada cop més emprada en el camp de la biomedicina299, i especialment en el del 

diagnòstic300. Els microarrays permeten l’anàlisi simultani de múltiples biomolècules que es 

troben immobilitzades en diferents tipus de substrat en una forma ordenada, i seguint un patró 

conegut, en la seva superfície301.  

 

Els substrats en els quals es troben immobilitzats es basen també en un suport sòlid com els vidres 

d’un portaobjectes 234, les plaques de poliestirè302 o fins i tot suports tridimensionals com les 

perles de poliestirè que posteriorment s’uneixen a un suport sòlid pla on es du a terme l’anàlisi303.  

Les molècules que es poden immobilitzar són de diferents tipus i inclouen fragments d’ADN304, 

hidrats de carboni305, proteïnes306, o com és en el cas en el que nosaltres treballem, pèptids234,307.  

 

En el cas dels pèptids, es pot donar la immobilització a una superfície sòlida però també es pot 

dur a terme in situ la seva síntesi amb sistemes emprant una quantitat molt baixa de reactius307.  
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Trobem diversos sistemes per poder donar la síntesi de pèptids in situ. El sistema SPOT és un 

mètode que es basa en l’ús d’aminoàcids protegits amb 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), que es 

van afegint seguint cicles de protecció i desprotecció, emprant reactius que s’apliquen dissolts308. 

Una altra variació respecte aquesta tècnica és l’aplicació dels aminoàcids protegits amb Fmoc en 

format partícula amb una impressora làser. Posteriorment, es fon la partícula i es pot dur a terme 

la reacció necessària per la síntesi dels pèptids in situ. Amb aquesta tècnica s’obté una major 

densitat peptídica309,310. L’últim dels processos de síntesi in situ és el mètode fotolitogràfic, basat 

en l’ús d’aminoàcids protegits amb un grup fotolàbil. En aquest cas la síntesi depèn de la correcta 

desprotecció dels pèptids mitjançant l’ús de llum311.  

 

La immobilització dels pèptids requereix la síntesi prèvia dels pèptids. Un cop es tenen les 

molècules peptídiques, es poden immobilitzar sobre el suport sòlid seguint diferents 

metodologies. Es pot donar per immobilització física en un procés anàleg al de l’adsorció que es 

dóna en el format ELISA. Aquest mètode presenta l’inconvenient clar de que no permet controlar 

la disposició en la qual queda el pèptid sobre la superfície i també fa complicat controlar la 

densitat de pèptid que s’ha unit al suport sòlid, i per tant pot donar lloc a problemes en termes 

de reproduïbilitat307,312.  

 

També s’han desenvolupat mètodes per la immobilització biològica, basats en la interacció 

avidina-biotina o bé en altres interaccions lligand-receptor conegudes per donar lloc a una unió 

forta. En aquest cas les molècules també queden ben orientades degut a que la interacció es 

donarà sempre per la mateixa posició, la que presenti biotina, i per tant és controlable307,313,314. 

En aquest cas es requerirà la presència d’espaiadors que permetin una correcta exposició del 

pèptid ja que sinó la resposta observada es veu afectada i la reproduïbilitat és baixa315.  

 

Finalment, entre els mètodes més emprats trobem els basats en l’ús d’unions químiques 

covalents. Se n’han descrit de molt diversos però la majoria es basen en la capacitat dels grups 

a-amino del pèptid per reaccionar amb els grups reactius presents al suport sòlid i donar lloc a 

una unió covalent. Aquests mètodes permeten la immobilització de les estructures amb la 

disposició correcta per poder emprar els pèptids com antígens i determinar-ne la reactivitat302,316–

318. En funció del tipus d’assaig que es vol dur a terme es pot emprar una estratègia química 

diferent. En el cas de la presentació de pèptids com a eines pel diagnòstic, són útils algunes 

estratègies que no requereixen cap activació ni modificació prèvia del pèptid. És un exemple 

d’aquest tipus d’unió els enllaços que es donen entre els grups amino dels pèptids i els grups 

ester de succinimida o isocianat presentats a la superfície sòlida prèviament activada263.  
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Aquestes molècules, un cop immobilitzades han de ser estables i la seva unió al suport sòlid s’ha 

de mantenir en els diferents passos de l’immunoassaig al qual es sotmetran com a antígens319. És 

important també el control de les unions inespecífiques per tal de poder reduir la senyal de fons 

i mesurar de forma correcta la presència de la senyal esperada320. En aquest cas, al dur a terme 

la detecció de diferents interaccions que requereixen la molècula de presències diverses, és més 

senzill que es donin aquestes interaccions no específiques, i en conseqüència més complex reduir 

el soroll de fons. És essencial l’optimització de les condicions de l’assaig per tal de reduir aquest 

factor302.  

 

Els microarrays peptídics desenvolupats són útils en camps com la recerca de fàrmacs, en els 

quals permeten, per exemple, la quantificació de la interacció entre lligands i receptors321. A més, 

també són útils per la detecció de biomarcadors i per tant en l’àmbit del diagnòstic278,316.  

 

L’ús de microarrays presenta alguns avantatges respecte els assaigs immunoenzimàtics 

tradicionals (ELISA) sobretot pel que fa a la quantitat de reactius i volum de les mostres 

biològiques necessàries per tal d’obtenir resultats234,322. L’immunoassaig en un format microarray 

o multiplex es dóna, a nivell experimental, de forma similar a l’ELISA ja que els vidres que fan de 

suport sòlid es col·loquen en unes gradetes de silicona i plàstic, on queden subjectes, per poder 

dur a terme l’addició i eliminació dels diferents reactius requerits per cada pas. La impressió dels 

diferents spots de cada pèptid en el vidre es dona de forma ordenada i localitzada en l’espai de 

tal manera que es generen arrays individuals de tots els pèptids que han de ser analitzats per una 

sola mostra biològica. L’anàlisi individual de cadascun d’aquests arrays seria l’equivalent a l’anàlisi 

de cadascun dels pous de la placa d’ELISA, i per tant, en certa manera se’n podria considerar una 

versió miniaturitzada323.  

 

En aquest sentit, també cal remarcar que tot i que la conveniència de l’ús d’aquesta tècnica és 

evident pel que fa al temps i reactius estalviats, cal tenir en compte que el processament i la 

interpretació dels resultats és més complex324. En aquest tipus d’assaig s’ha de tenir en compte 

la homogeneïtat dels spots i la densitat de la fluorescència observada i no únicament la lectura 

d’un valor d’absorbància325. Requereix una anàlisi de dades detallada que, a diferència del procés 

experimental, si que requereix un temps més llarg d’anàlisi. L’ús de software d’anàlisi de dades 

que permeti dur a terme de forma més eficient aquest procés serà també clau en l’expansió de 

la utilització d’aquesta tècnica324, que pot ser extremadament útil en la detecció de múltiples 

biomarcadors validats de forma molt eficient i en conseqüència també pot ajudar a la creació de 
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perfils biològics que poden ajudar tant a entendre el pronòstic com el millor tractament que es 

pot emprar.  

 

El mètode d’ELISA i els microarrays presenten similituds i diferències pel que fa a la detecció 

d’anticossos i en funció del moment del procés de la validació de cada pèptid sintètic com 

antigen, serà més útil o eficient un mètode o l’altre.  

 

En aquesta tesi s’ha treballat en l’anàlisi de diferents pèptids com a potencials antígens per la 

detecció d’anticossos en l’AR i per fer-ho, s’ha emprat la tècnica d’ELISA. Per altra banda, s’ha 

volgut també aprofundir en la utilitat dels microarrays analitzant la resposta de múltiples pèptids 

dels quals ja s’havia fet l’anàlisi prèvia per ELISA, per tal de veure si el rendiment d’aquest tipus 

d’assaig era vàlid pels nostres propòsits.  

 

6.4. Tests actuals pel diagnòstic serològic en l’AR basats en l’ús de pèptids sintètics 
 
La caracterització de biomarcadors serològics a nivell clínic en pacients d’AR o dels quals se 

sospita que poden patir AR es du a terme, en la rutina clínica, en format ELISA. La majoria dels 

assaigs emprats fan servir pèptids sintètics com a antigen.  

 

Entre aquests tests trobem els que serveixen per detectar un dels biomarcadors més rellevants, 

els ACPA. El test més emprat és l’anomenat CCP (de cyclic citrullinated peptide) i, en la seva 

primera generació comercial, el test CCP1, es va basar en l’ús d’un pèptid derivat de la filagrina 

com a antigen en un ELISA indirecte140. Per millorar l’antigenicitat d’aquest pèptid curt, se li van 

introduir dues cisteïnes a la seqüència d’aminoàcids a partir de les quals es va formar un pont 

disulfur per obtenir un pèptid cíclic i que presenta citrul·lines en la seva estructura. Emprant 

aquest pèptid es va aconseguir una alta especificitat (98%) amb una sensibilitat moderada 

(41%)140, pel diagnòstic de l’AR.    

 

Posteriorment, amb l’objectiu de millorar la sensibilitat, es va dur a terme un screening de 12 

milions de pèptids provinents de biblioteques de pèptids sintètics dels quals es van escollir els 

que donaven millors resultats i va donar lloc al conegut com CCP2326,327. Amb aquest pas es va 

aconseguir augmentar la sensibilitat del test comercial. S’estima que aproximadament el 70% de 

pacients d’AR presenten ACPAs que són detectats amb aquest test, i per tant són pacients anti-

CCP (+)327. Diferents estudis han demostrat que aquest test també funciona millor que l’anterior 

(CCP1) en la predicció de quins pacients tindran un pitjor pronòstic a nivell radiogràfic 
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138,140,261,326,328–330. Més endavant s’han desenvolupat versions més noves del test comercial com 

el test CCP3, que presenten característiques molt similars en termes de sensibilitat i especificitat 

respecte el CCP2, i que es pot emprar de forma comparable com a gold-standard 331. 

 

La llicència per la preparació d’aquest test a nivell comercial, tant del CCP2 com del CCP3, està 

repartida a diferents empreses i en la majoria dels casos, a nivell clínic, es fa servir el test per 

detectar l’isotip IgG dels ACPA327. S’ha detectat que, tot i que els antígens presentats per les 

diferents cases comercials són els mateixos, en alguns casos el test de diferents marques mostra 

diferents sensibilitats i també canvia el valor del punt de tall de positivitat332.També s’han 

comercialitzat tests per detectar els isotips IgA i IgM però es fan servir més habitualment en 

recerca326,333–335.  

 

A part d’aquest test per la detecció dels ACPAs, se n’han comercialitzat altres com l’anomenat 

test anti-vimentina mutada citrul·linada (anti-MCV)336. Es tracta d’un test basat en l’ús d’una 

isoforma de vimentina mutada, en la qual diverses glicines són substituïdes per arginines i que 

per tant són susceptibles a ser citrul·linades337, que es va identificar a partir d’anàlisi 

d’espectrometria de masses d’una mostra de fibroblasts humans i de mostres de líquid sinovial 

de pacients d’AR. Aquesta isoforma es va expressar i citrul·linar per poder ser emprada en la 

detecció d’anticossos mitjançant el mètode d’ELISA.  

 

El grup que la va descriure va determinar que el test presentava una sensibilitat del 82% amb una 

especificitat del 98%, valors que eren superiors als reportats al mateix grup amb el test CCP2336. 

Estudis posteriors han mostrat resultats divergents pel que fa a la sensibilitat i especificitat 

d’aquest test, i han mostrat diferències en funció de la població estudiada. Els resultats semblen 

indicar que la detecció d’anticossos anti-MCV mostra millors resultats en la població d’artritis 

d’inici recent 338,339.  

 

En comparatives realitzades en altres estudis entre el test anti-MCV i el test CCP2, s’ha mostrat 

que tots dos correlacionen bé, suggerint que hi ha reactivitat creuada entre els antígens de cada 

test 340. En aquestes comparatives s’ha mostrat, però, que fixant l’especificitat a un valor alt com 

el que trobem en el test CCP2, la sensibilitat del test anti-MCV és inferior341–345. Amb aquests 

resultats es podria confirmar que el test anti-MCV és útil en el diagnòstic de l’AR però no presenta 

millores generals respecte el test basat en l’ús de pèptids cíclics citrul·linats, que continua sent el 

gold-standard.  
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La identificació d’un pèptid citrul·linat derivat de l’a-enolasa, que va rebre el nom de CEP-1 (de 

l’anglès citrullinated a-enolase peptide-1)146,346, també ha donat lloc a un test diagnòstic que s’ha 

comercialitzat, el test anti-CEP1. Recentment, en una meta-anàlisi comparant 24 estudis en els 

quals es duia a terme l’immunoassaig amb el pèptid CEP-1 com antigen, s’ha mostrat com la 

sensibilitat d’aquest és molt variable ja que en funció de l’estudi aquest s’ha trobat entre valors 

del 17,5-71% però la mitjana (44%) ha estat molt inferior a la del CCP2347.  

 

A nivell experimental també s’han desenvolupat múltiples tests basats en pèptids com antígens. 

En el nostre grup s’han desenvolupat múltiples pèptids, monomèrics i especialment quimèrics, 

per a la detecció d’AMPAs125,141,142,144,261,348. Entre ells destaca el pèptid quimèric amb parts de 

fibrina i filagrina citrul·linat ciclat que va rebre el nom, en anglès, de citrullinated fibrin filaggrin 

cyclic peptide 1 (CFFCP-1). Tal i com es va poder determinar mitjançant l’assaig d’ELISA, 

presentava unes característiques diagnòstiques molt similars al gold-standard, CCP2 142,261. 

Aquesta estructura ha estat inclosa en diversos assaigs duts a terme en tesi i ha servit com a base 

pel disseny de nous pèptids que han estat també estudiats.  
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Pèptids sintètics i proteïnes amb modificacions post-traduccionals 
per a la detecció de biomarcadors en l’artritis reumatoide 
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HIPÒTESI 
 

Els pacients d’AR presenten diferents tipus d’autoanticossos contra proteïnes/pèptids modificats 

(AMPA) que són útils com a biomarcadors serològics en el diagnòstic de la malaltia. No obstant, 

el diagnòstic serològic en clínica només arriba a detectar aquests biomarcadors en 

aproximadament el 70% dels pacients. El desenvolupament de nous assaigs i el disseny de nous 

antígens per la detecció i estudi de la resposta d’anticossos contra proteïnes/pèptids modificats 

(AMPA) amb rellevància en l’artritis reumatoide és clau i ens permetrà estudiar i entendre millor 

la relació de la resposta AMPA amb els diferents fenotips clínics, així com millorar el potencial 

diagnòstic dels sistemes de detecció actuals.  

 

OBJECTIUS  
 

- Dissenyar, desenvolupar i testar una plataforma múltiplex, en la qual s’inclouran 

diferents pèptids citrul·linats, per la determinació de la resposta d’anticossos contra 

pèptids/proteïnes citrul·linats (ACPA) en una cohort de pacients amb AR.  
 

- Determinar la capacitat diagnòstica, en termes d’especificitat i sensibilitat, de la resposta 

detectada mitjançant l’anàlisi de la resposta ACPA en una població d’AR, i dos grups 

control (població general i pacients amb artritis psoriàsica).  
 

- Dissenyar i sintetitzar diferents pèptids quimèrics que incloguin múltiples modificacions 

post-traduccionals (PTMs) per ser emprats com antígens i determinar la resposta AMPA 

en una cohort de pacients d’AR establerta.  
 

- Estudiar la relació de la resposta AMPA amb diferents característiques clíniques dels 

pacients amb AR establerta.  
 

- Determinar la resposta d’anticossos contra proteïnes/pèptids modificats amb adductes 

de MAA en una cohort de pacients d’AR establerta.  
 

-  Estudiar la rellevància i potencial ús diagnòstic dels autoanticossos anti-MAA com a 

biomarcadors d’AR.  
 

- Determinar les diferències en el reconeixement d’epítops entre un grup de pacients de 

reumatisme palindròmic de diagnòstic recent i un grup de pacients d’AR establerta 

mitjançant l’anàlisi de la resposta AMPA a diferents antígens i diferents isotips.  
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Taula 3: Reactius, dissolvents i altres productes emprats en la síntesi, purificació i caracterització dels 
pèptids i relació de cases comercials on s’han obtingut.  
 

Casa comercial Reactius i/o dissolvents 
Agilent Reactors Bond-Elut amb filtre 

Novabiochem Resina NovaSyn TGR 
Aminoàcids 

Fisher Scientific Acetonitril (ACN) 

Scharlau 
Dimetilformamida (DMF) 
Àcid trifluoroacètic (TFA) 
Àcid acètic (AcOH) 

Panreac Àcid clorhídric (HCl) 

Merck/Sigma-
Aldrich/Fluka (Merck 
Group) 

Dietilèter 
Diclorometà (DCM) 
Ninhidrina (2,2-dihidroxi-1,3-indanodiona) 
Resina Amberlite MB-3 
Fenol 
Etanol absolut 
Acetona 
Cianur de potassi (KCN) 
Cianat de potassi (KCNO) 
N-metilpirrolidona 
N,N-Diisopropiletilamina (DIEA) 
N,N-Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) 
1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) 
Piperidina  
Triisopropilsilà (TIS) 
2-mercaptoetanol 
Iode (I2) 
Àcid ascòrbic 
Piridina 
Metanol (MeOH) 
Cloroform  
Toluè 
N-biotinil-NH-(PEG)2-COOH 

Multisyntech Hexafluorofosfat de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni (PyBOP) 
Carlo Erba 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona (Cloranil) 

Genscript Hexafluorofosfat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3- tetrametiluroni 
(HATU) 
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Taula 4: Reactius, dissolvents i altres productes emprats en els diferents immunoassaigs i relació de 
cases comercials on s’han obtingut.  
 

Casa comercial Reactius i/o dissolvents  

Merck/Sigma-
Aldrich/Fluka (Merck 

Group) 

Hidrogen carbonat de sodi (NaHCO3) 
Tris(hidroximetil)-aminometà (TRIS)  
Dihidrogen fosfat de potassi (KH2PO4) 
Di-sodi hidrogen fosfat anhidra (Na2HPO4)  
Clorur de potassi (KCl)  
Àcid sulfúric (H2SO4)  
Albúmina Sèrica Bovina (BSA)  
Diclohidrat de o-fenilendiamina (Sigmafast OPDTM) 
P-nitrofenilfosfat (Sigmafast pNPPTM) 
Tween-20 
Tritó X-100  
Deoxicolat sòdic  
Dodecil sulfat sòdic (SDS)  
Caseïna  
Sèrum fetal boví (FBS)  
Fibrinogen humà  
Albúmina humana sèrica  

Panreac Carbonat de sodi (Na2CO3)  
DAKO Anticòs Policlonal IgG/Peroxidasa de rave (HRP) de conill  

Jackson 
ImmunoResearch 

Anticòs Anti-Humà IgG/Alcalina fosfatasa (AP) (H+L)   
Anticòs Anti-Humà IgA/AP (a-chain specific)  
Anticòs Anti-Humà IgM/AP (Fc5µ fragment specific)  
IgG Calibrador Humà  
IgM Calibrador Humà  
IgA Calibrador Humà  
Anticòs Anti-Humà IgG/HRP de cabra (Fcg fragment Specific)  
Anticòs Anti-Humà IgA/HRP de cabra (a-chain specific)  
Anticòs Anti-Humà IgM/HRP de cabra (Fc5µ fragment specific)  
Anticòs Anti-Humà IgA/HRP de conill (a-chain specific)  
Anticòs Anti-Humà IgM/HRP de conill (Fc5µ fragment specific)  

Carlo Erba Clorur de sodi (NaCl)  
Hidròxid de sodi (NaOH)  

Nunc Plaques MaxiSorpTM  
Plaques F96 Amino Transparent ImmobilizerTM  

Costar DNA-BindÒ Amine Binding N-oxysuccinimide Surface  
BD Biosciences 3, 3’, 5, 5’ – tetrametilbenzidina (Substrat TMB) 

Corning Portaobjectes (slides)  

ArrayIt Portaobjectes derivatitzats amb NHS-ester  
Tampó per la impressió de pèptids – Peptide Printing Buffer  

Bio-Rad Reactius pel test de Bradford – QuickStartTM Bradford Dye Reagent  
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Taula 5: Relació d’equips emprats durant la realització dels diferents experiments i marques/models 
corresponents.   
 

Equip Marca/Model 
Pipetes semi-automàtiques Gilson 
Pipeta de repetició BrandTM HandyStepTM 
Estufa Selecta 
Centrífuga Digicen 20-R 
Liofilitzadora Christal-Alpha 2-4 LD Plus Freezer 
Balança  Sartorius Analytic ACCULAB 
Congelador -20°C Liebherr 
Congelador -80°C Ing. Climas 
HPLC Agilent 1260 Infinity 
Columnes HPLC semi-preparatives Agilent Zorbax SB-C18 (9.4x250mm, particle size 

5µm) 
Teknokroma Kromasil C-18 (10x250mm, particle size 
5µm) 

Columnes HPLC analítiques Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6x100, amb mida 
de partícula de 3,5µm) 

UPLC-Ms Waters Acquity UPLC – Waters LCT Premier XE 
Columnes UPLC Waters Acquity UPLC BEH C18 (2.1x100mm, particle 

size 1.7µm) 
Agilent Zorbax SB UHPLC C18 (2,1x150mm, particle 
size 1,8µm) 

Bany ultrasons Selecta 
Rotavapor Heidolph Laborota 40001 Efficient 
Bany Lauda AL-12 
Equip aigua miliQ Milipore 
Fluorímetre PTI QM4CW 
pH-metre Crison 
Incubador Memmert IN30 
Microbalança analítica Mettler Toledo XPR2 
Rentador microplaques Labtech LT3500 
Lector microplaques Labtech LT4500 
Agitador magnètic Agimatic-N Selecta 
Vortex Scientific Industries Vortex Genie 2 
Impressor de pèptids microarray Microarrayer BioOdissey TM Calligrapher 
Lector Microarrays Perkin Elmer ScanArray GX Plus  
Puntes d’impressió microarrays Arrayit 
Adaptador per Slides de microarrays Arrayit 
Placa impressió microarrays Arrayit 
Espectròmetre RMN Bruker 400 
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1. PREPARACIÓ DELS ANTÍGENS MODIFICATS POST-TRADUCCIONALMENT: PÈPTIDS 
SINTÈTICS I PROTEÏNES 

 
Dins dels objectius transversals d’aquesta tesi doctoral s’inclouen la preparació de diferents tipus 

d’antígens (pèptids sintètics i proteïnes) que presenten modificacions post-traduccionals que 

poden tenir rellevància en el context de la resposta d’autoanticossos present en l’AR. Les 

modificacions post-traduccionals amb les que es treballarà són la citrul·lina, que afecta a 

l’aminoàcid arginina i la carbamilació/homocitrul·linació, acetilació i inducció de la formació 

d’adductes de MAA en l’aminoàcid lisina. Els processos que s’han dut a terme per l’obtenció dels 

diferents antígens es detallen a continuació:  

 

1.1 Síntesi dels antígens peptídics amb diferents modificacions post-traduccionals  
 
1.1.1 Síntesi de pèptids en fase sòlida 
 
La síntesi química dels pèptids es va realitzar de forma manual, seguint la tècnica de síntesi en 

fase sòlida, prèviament descrita per Merrifield208. Aquesta tècnica es basa en l’ús d’un suport 

polimèric o resina insoluble sobre el qual es va donant l’addició consecutiva d’aminoàcids des de 

l’extrem C-terminal cap a l’N-terminal, fins a donar lloc a la cadena peptídica final desitjada. La 

cadena es manté unida a la resina durant tot el procés de síntesi.   

 

Per poder assegurar que la síntesi peptídica es dona de manera lineal i sense ramificacions, els 

diferents aminoàcids estan protegits de forma ortogonal. Això significa que els grups protectors 

emprats en l’extrem a-amino s’eliminen en condicions químiques diferents que aquells emprats 

en la protecció de les cadenes laterals. Per la síntesi dels nostres pèptids, s’ha seguit l’estratègia 

de protecció ortogonal anomenada 9-fluorenilmetoxicarbonil/tert-butil (Fmoc/tBu). El grup Fmoc 

que protegeix l’extrem a-amino és làbil en condicions bàsiques mentre que els grups emprats en 

la protecció de les cadenes laterals ho són a condicions àcides.  

 

Els aminoàcids protegits a l’extrem amino-terminal amb el grup Fmoc s’incorporen a la peptidil-

resina amb el grup carboxil activat. Un cop format l’enllaç amida, el grup protector Fmoc s’elimina 

per tal d’incorporar el següent aminoàcid protegit amb Fmoc a la peptidil-resina.  Les cadenes 

laterals es mantenen protegides fins l’últim pas, quan es realitza de forma simultània el 

desancoratge de la cadena del suport sòlid i l’eliminació dels grups laterals mitjançant el 

tractament en condicions àcides.  
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Al laboratori, aquest procediment es va realitzar de forma manual en reactors de 20mL que 

contenen un filtre de polietilè. Aquest filtre porós permet que la resina quedi retinguda durant 

tots els passos de la síntesi mentre els dissolvents i restes de reactius solubilitzats són filtrats i 

eliminats cap a un baló de residus amb l’ajuda d’un sistema de bomba de buit. Per poder efectuar 

de forma eficient els acoblaments i desproteccions durant la síntesi, les diferents reaccions es 

van agitant amb l’ajuda d’una vareta de tefló (Figura 11).  

 

 
 

Figura 11: Muntatge emprat en la síntesi en fase sòlida de pèptids. Imatge d’autoria pròpia creada amb 
BioRender.com  
 
L’esquema dels passos duts a terme en el procés de síntesi en fase sòlida es pot veure a la Figura 12.  
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Figura 12: Esquema general del procediment de la síntesi en fase sòlida. 
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1.1.1.1 Suport sòlid 
 
La síntesi en fase sòlida requereix d’un suport que sigui insoluble i inert en les condicions de 

treball en les que s’efectua la síntesi del pèptid. Aquest suport rep el nom de resina, i és un 

material amb una mida petita de partícula que afavoreix una correcta distribució i accés de tots 

els reactius emprats durant la síntesi peptídica. Es sol treballar amb polímers com el poliestirè, i 

com és en el cas de la resina emprada durant la nostra síntesi, es poden formar copolímers amb 

el polietilenglicol (PEG) (Figura 13).  

 

  

Figura 13: Esquema de la resina emprada, NovaSynÒ  TGR. Imatge d’autoria pròpia creada amb 
BioRender.com 
 

En l’inici de la síntesi, el primer pas necessari és la solvatació de la resina, que consisteix en el 

tractament amb DMF durant un mínim 3 hores. Amb aquest tractament s’aconsegueix que hi hagi 

una màxima exposició dels grups que han de reaccionar i es garanteix que la resina està en 

condicions òptimes per la incorporació del primer aminoàcid. Una vegada inflada la resina, es 

filtra el DMF abans d’incorporar el primer aminoàcid dissolt per dur a terme l’acoblament.  

 

1.1.1.2 Incorporació dels aminoàcids  
 
La incorporació del primer aminoàcid es dona mitjançant la formació d’un enllaç amida entre 

l’àcid carboxílic activat del aminoàcid protegit amb Fmoc que s’incorpora i el grup a-amino 

desprotegit de l’aminoàcid unit a la resina. L’activació del grup carboxílic de l’aminoàcid protegit 

amb Fmoc es du a terme mitjançant el procediment experimental que consisteix en l’addició de 

l’aminoàcid dissolt (3 equivalents) en el mínim volum de DMF possible, juntament amb l’HATU (3 

equivalents) i el DIEA (3 equivalents). Un cop introduït al reactor, es deixa reaccionar i es  realitza 

agitació ocasional durant un període de 30 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, 

s’eliminen els excessos de reactius per filtració amb l’ajuda del buit i finalment es renta la resina 

amb DMF per acabar d’arrossegar possibles restes de la mescla aplicada presents en el reactor. 

Es fan 5 rentats d’un minut cadascun.  
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1.1.1.3 Desprotecció del grup Fmoc 
 
Per tal de preparar la cadena peptídica amb la qual s’està treballant per l’acoblament del següent 

aminoàcid, s’ha d’eliminar el grup Fmoc que està protegint l’extrem a-amino de l’aminoàcid que 

ja s’ha afegit en la cadena peptídica. Per eliminar el grup Fmoc es treballa en condicions bàsiques 

– s’aplica a la resina un tractament amb piperidina al 20% en DMF que es manté durant 10 minuts 

a temperatura ambient. Per assegurar la desprotecció completa, es repeteix el procediment dues 

vegades mentre s’agita amb la vareta de tefló. Quan s’ha eliminat el grup Fmoc, es filtra la mostra 

i es tornen a fer 5 rentats d’1 minut amb DMF.  

 

1.1.1.4 Identificació de la presència d’amines lliures 
 
1.1.1.4.1 Test de Kaiser 
 

De forma general, per determinar si l’acoblament i la desprotecció s’ha donat de manera correcta 

es treballa amb un test colorimètric anomenat test de Kaiser o test de Ninhidrina349. Es tracta 

d’un test basat en la detecció colorimètrica de les amines primàries lliures que ens permet 

determinar, gràcies al color, si s’ha donat de forma correcte l’acoblament i la desprotecció.  

 

• Preparació dels reactius del test  
 

Els reactius necessaris per efectuar la detecció colorimètrica són 3 i corresponen a les solucions 

descrites a continuació:  

 

1. Reactiu A: Es prepara una dissolució calenta de fenol (80g) en etanol absolut (20mL).  

2. Reactiu B: Paral·lelament es prepara una dissolució aquosa de cianur de potassi 0.001M, 

de la qual s’agafen 2mL i s’afegeixen a 98mL de piridina.  

3. Reactiu C: Es prepara una dissolució de ninhidrina (5g) en etanol absolut (100mL).  

 

• Procediment i resultats del test 
 

Per realitzar el test, s’utilitza un tub petit de vidre en el qual s’introdueix amb l’ajuda de l’espàtula 

unes quantes perles de la peptidil-resina que es vol analitzar i es renten amb etanol, que 

seguidament s’elimina. S’afegeixen 2 gotes de cadascun dels reactius preparats i s’agita 

suaument abans d’introduir al test a l’estufa, on es manté durant 3 minuts a 110°C. 

Paral·lelament, es fa també un test en un tub on no s’han afegit perles però sí els reactius per 

assegurar que el procediment s’està donant de forma correcte. Aquest test és un control que 
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haurà de donar sempre negatiu. Després de retirar els tubs de l’estufa, una coloració groguenca 

indicarà l’absència d’amines primàries lliures (test negatiu) mentre que la presència d’aquestes 

serà confirmada si s’obté una coloració blavosa (test positiu) (Figura 14).  

 

 
 

Figura 14: Resultats possibles del test de Kaiser. Exemple del resultat colorimètric obtingut amb un test 
negatiu (esquerra) i un test positiu (dreta).  

 

Així doncs, en el cas d’estar comprovant si l’acoblament s’ha donat de manera correcta, les 

amines primàries hauran d’estar protegides per un grup Fmoc i haurem de trobar un test negatiu 

mentre que en el cas contrari, després de l’eliminació del Fmoc, el resultat del test ha de ser 

positiu. Cal remarcar que hi ha alguns aminoàcids que no acaben de donar la coloració blavosa 

en cas de la presència d’amines primàries lliures i en algunes ocasions observem una coloració 

més aviat vermellosa.   

 

1.1.1.4.2 Test de Cloranil 
 

En el cas d’aminoàcids com la prolina, on el grup a-amino no és primari, el test que es du a terme 

està encarat a detectar amines secundàries. En aquest cas la detecció es fa mitjançant el test de 

cloranil. 

 

• Preparació dels reactius del test 
 

En aquest assaig, el reactiu emprat és una solució saturada (75mg) de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-

benzoquinona (cloranil) en toluè (25mL).  

 

• Procediment i resultats del test 
 

El procediment del test es dona de forma similar a l’anteriorment descrit. Es necessiten unes 

perles de la peptidil-resina sobre la qual s’apliquen 5 gotes del reactiu de cloranil i 1 gota 

d’acetona i s’agita. En aquest cas, però, el resultat del test s’obté un cop passats 5 minuts a 
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temperatura ambient. Una coloració groga o incolora de les perles indica una absència d’amines 

secundàries lliures (test negatiu) mentre que una coloració blavosa de les perles indica la 

presència d’amines secundàries lliures (test positiu) (Figura 15). 

 

 

Figura 15: Resultats possibles del test de cloranil. Exemple del resultat colorimètric obtingut amb un 
test negatiu amb perles transparents (esquerra) i un test positiu amb perles clarament blaves (dreta).  
 

1.1.2 Modificacions de la peptidil-resina 
 
Una vegada finalitzada la síntesi de la cadena peptídica desitjada és possible dur a terme una 

àmplia quantitat de modificacions en la peptidil-resina, com l’addició de fluorocroms o àcids 

grassos entre d’altres. En el nostre cas, i amb la finalitat de poder unir els pèptids a un suport 

sòlid, es van biotinilar algunes de les estructures peptídiques. La biotinilació es va efectuar 

mitjançant l’addició d’un grup N-biotinil-NH-(PEG)2-COOH a l’extrem a-amino de l’últim 

aminoàcid de la cadena ja desprotegit.  

El procediment per poder incorporar la biotina a la peptidil-resina consisteix en pesar 4 

equivalents de N-biotinil-NH-(PEG)2-COOH i diluir-los en el volum mínim de DMF. Per induir 

l’acoblament d’aquest grup s’activa l’àcid carboxílic mitjançant el següent procediment 

experimental: es pesen també  4 equivalents de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) i Hexafluorofosfat 

de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni (PyBOP) i de 8 equivalents de N,N’-

Diisopropiletilamina (DIEA). La reacció es  deixa durant tota la nit i a l’endemà es fan 5 rentats 

amb DMF, com en el procediment de tots els acoblaments.  Es determina el seu correcte 

acoblament mitjançant el test de Ninhidrina.  

1.1.3 Tractament final i assecat de la peptidil-resina 
 

Un cop acabada la síntesi de la cadena peptídica desitjada i assegurada la correcta desprotecció 

de l’últim grup Fmoc present de l’extrem a-amino, i com a pas previ al desancoratge, caldrà fer 

el procediment d’assecat de la resina per eliminar el DMF que hagi pogut quedar retingut i que 
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interferiria en el tractament requerit per separar el pèptid de la resina. Per evitar la presència de 

DMF i d’altres restes de reactius que puguin interferir, es duen a terme una sèrie de rentats com 

els que s’indiquen a la Taula 6. Un cop seca la resina, es deixa al buit al dessecador fins que el pes 

sigui constant. 

 
Etapa Reactiu Finalitat Temps (minuts i repeticions) 

1 Àcid acètic Rentat 1 minut, 2 repeticions 
2 Diclorometà Rentat 1 minut, 2 repeticions 
3 Metanol Assecat 1 minut, 2 repeticions 
4 Dietilèter Assecat 1 minut, 2 repeticions 

 
Taula 6: Etapes de rentat i per assecatge de la peptidil-resina després de la síntesi.  

 

 
 
1.1.4 Desancoratge del pèptid de la resina 
 

La separació física del pèptid i la resina suposa l’últim pas en el procés de la síntesi en fase sòlida. 

Durant aquest pas, i degut a les condicions experimentals en les que es treballa, s’aconsegueix 

simultàniament la separació del pèptid del suport polimèric i l’eliminació dels grups laterals dels 

aminoàcids que fins ara estaven encara units als aminoàcids. Per dur a terme aquest pas, es 

treballa en un medi àcid.  

 

Es prepara un “còctel” que està compost per àcid trifluoroacètic (TFA) en presència de 

capturadors de carbocations com el triisopropilsilà (TIS) i aigua en una relació de 95:2,5:2,5. 

Aquesta barreja s’aplica al reactor que conté la peptidil-resina i es deixa reaccionar durant 5 

hores. Un cop passat aquest temps, es filtra la resina i en aquest cas, es recull el pèptid en 

dissolució en un tub de polietilè de 50mL. El volum de còctel necessari es determina en funció de 

la quantitat de peptidil-resina amb la qual es treballa.  

 

Per tal d’aïllar el pèptid obtingut, s’evapora el TFA amb ajuda d’un corrent de N2 fins a reduir el 

volum final al màxim. Posteriorment, s’afegeix dietilèter fred per provocar la precipitació del 

pèptid. La barreja del pèptid es centrifuga a 4500rpm durant 10 minuts i finalment se n’elimina 

el sobrenedant. Aquest procediment de rentat amb dietilèter es repeteix fins a 5 vegades. 

Acabats els rentats, el pèptid precipitat es torna a dissoldre en una dissolució aquosa al 10% d’àcid 

acètic, es congela i es liofilitza per obtenir el pèptid cru.  
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1.2 Ciclació dels pèptids 
 

En gran part dels pèptids d’estudi inclosos en la tesi s’ha treballat en la seva forma cíclica. Això 

significa que s’ha induït la formació d’un punt disulfur entre dos grups tiol presents en l’estructura 

del pèptid (Figura 16). A nivell de disseny de les estructures peptídiques, la tècnica que s’ha seguit 

per poder induir aquest procés de forma controlada ha estat la introducció de dues cisteïnes en 

posicions on, en la proteïna nativa, hi havia presència de residus serina (degut a la similitud 

estructural dels aminoàcids). Aquests residus han estat substituïts per cisteïnes protegides amb 

un grup protector a la cadena lateral anomenat acetamidometil (Acm). Aquest grup no és làbil a 

medi àcid i es manté unit a l’aminoàcid fins i tot durant el procés de desancoratge, fins que es du 

a terme la ciclació.  

 

El procés experimental de ciclació dels pèptids ha consistit en la inducció del pont disulfur 

mitjançant el tractament del pèptid cru encara protegit amb Acm. En primer lloc es solubilitza el 

pèptid cru en una solució d’àcid acètic/aigua (1:1) a una concentració d’1mg/mL sota un corrent 

de nitrogen. Després de 20 minuts, s’afegeix HCl 1M a una concentració de 0.1mg/mL i el volum 

que es correspon a 20equivalents/molècula d’Acm de 0,1M de Iode (I2). La reacció es torna a 

deixar sota corrent de nitrogen per generar atmosfera inerta fins que es retira el corrent i es 

manté aquesta atmosfera amb ajuda d’un globus. Després de 4 hores en agitació, s’afegeixen 

unes gotes d’àcid ascòrbic 1M fins que la dilució es torna totalment transparent. Finalment, la 

mostra es concentra i evapora sota pressió reduïda fins aproximadament obtenir 1/3 del volum 

inicial. En aquest moment, està a punt per començar la purificació del pèptid cru ciclat.  

 

 

Figura 16: Exemple de la ciclació en una estructura peptídica derivada de la filagrina. Es mostra com en 
la estructura del pèptid en la seva forma linear, tal i com s’obté després de l’escissió de la resina, les 
cisteïnes estan protegides amb un grup Acm. Un cop s’ha donat la ciclació del pèptid, el grup protector s’ha 
eliminat per donar lloc a la formació d’un punt disulfur entre les dues cisteïnes de la seqüència. Imatge 
d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
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1.3 Purificació dels pèptids 
 

El procés de purificació dels pèptids es va dur a terme mitjançant HPLC a escala semi-preparativa 

amb les columnes C18 indicades a la taula 5.  El flux emprat va ser de 2,5mL/min i es va treballar 

amb gradients lineals de dos dissolvents, el dissolvent A (H2O + 0,05% de TFA) i el dissolvent B 

(ACN + 0,05% de TFA). Per purificar els pèptids no biotinilats que s’han inclòs en aquesta tesis es 

va emprar un gradient de 0 al 25% de B en un temps de 20 minuts. En el cas dels pèptids biotinilats 

el gradient va ser de 5-95% de B en el mateix temps. La detecció es va realitzar a 220nm i les 

diferents fraccions recollides pel col·lector van ser liofilitzades i posteriorment caracteritzades. 

 

1.4 Caracterització dels pèptids  
 
 

La caracterització de les diferents molècules peptídiques es va dur a terme per HPLC a escala 

analítica i també per espectrometria de masses.  

 

1.4.1 Cromatografia líquida d’alta resolució (HPLC) a escala analítica 
 

Es van fer servir les columnes C18 de fase indicades a la taula 5. Els pèptids es van analitzar a un 

flux d’1mL/min amb un gradient lineal de 0-25% de B en 20 minuts o de 5-95% de B en 20 minuts 

en el cas dels pèptids biotinilats. La detecció es va dur a terme a 220nm. 

 
1.4.2 Espectrometria de masses  

 
 
La predicció de les relacions de m/z esperades de cada pèptid analitzat es va dur a terme gràcies 

a diferents eines informàtiques. En primer lloc es va dibuixar la fórmula química de cada pèptid 

amb el software editor de molècules ChemDraw. La introducció d’aquesta fórmula química al 

software MassLynx V4.1 va permetre l’obtenció dels pics m/z necessaris per la identificació. A 

nivell experimental els diferents pèptids es van analitzar en un espectròmetre de masses 

electrospray acoblat a un cromatògraf d’ultra resolució.  

 

Els pèptids sense biotinilar van ser caracteritzats mitjançant la tècnica FIA (flow-injection analysis) 

en un cromatògraf d’ultra resolució UPLC Acquity amb un detector d’UV en sèrie acoblat a un 

detector líquid-masses electrospray (ESI-MS). Els pèptids biotinilats es van analitzar en el mateix 

equip però es van cromatografiar en la columna de fase reversa indicada en la taula 5. Els pèptids 

es van eluir a un flux de 0,3mL en un gradient lineal de 10%-100% de l’eluient B. L’eluient A 
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emprat va ser H2O + 20mM d’HCOOH i el B va ser ACN + 20mM d’HCOOH. Les relacions m/z 

obtingudes es van comparar amb les teòriques esperades per identificar cadascun dels pèptids.  

 

Els pèptids purificats i caracteritzats es van emmagatzemar en forma d’alíquotes de 0,1mg al 

congelador a -20°C per ser utilitzades en les diferents anàlisis posteriors. 

 
1.4.3 Càlcul del rendiment de la síntesi dels pèptids 
 

De forma general, es va dur a terme el càlcul de tres rendiments diferents: 

 

a) Rendiment d’escissió: Fa referència a l’eficiència del tractament acidolític amb el qual 

es dóna l’escissió del pèptid de la matriu polimèrica insoluble. Es calcula mitjançant 

la quantificació del cru peptídic obtingut pesant la mostra liofilitzada en relació al 

valor teòric de pèptid cru calculat en funció de la funcionalització final de la resina.  

 

b) Rendiment de purificació/ciclació + purificació: Fa referència a l’eficiència del procés 

de purificació. En la majoria dels pèptids inclosos a la tesi, es dur a terme la ciclació 

com a pas previ a la seva purificació. Donat que la purificació dels pèptids cíclics es 

dóna immediatament després de la ciclació, es fa el càlcul combinat dels dos 

processos de forma simultània. Es calcula determinant la quantitat de pèptid pur 

obtingut per pesatge respecte el valor de cru peptídic del qual s’ha partit.  

 

c) Rendiment global de síntesi: Fa referència al valor global de l’eficiència d’obtenció 

del pèptid. És el producte dels rendiments d’escissió i purificació.  
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2. PREPARACIÓ DELS ANTÍGENS PROTEICS 
 

2.1. Proteïnes carbamilades 
 

2.1.1. Preparació de les proteïnes carbamilades 
 

Per poder realitzar l’estudi de la presència d’anti-CarP es va treballar en la modificació de dos 

antígens proteics diferents: sèrum fetal boví (FCS), àmpliament descrit com el gold-standard a 

nivell experimental per la detecció d’aquest tipus d’autoanticossos en l’AR, i fibrinogen. Els dos 

antígens es van adquirir sense modificar i van ser tractats posteriorment. El procediment de 

carbamilació emprat en els dos antígens és el descrit per Shi et al 80, amb petites modificacions i 

es va realitzar tal i com es descriu a continuació.  

 

El FCS va ser diluït en H2O a una concentració de 4mg/mL a la qual es va afegir cianat de potassi 

(KOCN) a una concentració d’1M. Es va incubar durant 12 hores a 37°C i posteriorment es va 

concentrar mitjançant centrifugació amb filtres Amicon de 3kDa. En el cas del fibrinogen, es va 

dur a terme el mateix procediment però la concentració inicial va estar de 5mg/mL i la 

concentració del KOCN emprada va ser de 0,5M. El temps d’incubació es va estendre durant 3 

dies a 4°C. La recuperació i concentració de la mostra es va realitzar de forma anàloga al FCS.  

 

2.1.2. Caracterització de les proteïnes carbamilades 
 

Per determinar la correcta carbamilació de la mostra es va dur a terme un estudi de l’anàlisi 

d’aminoàcids en les dues mostres – la mostra carbamilada i la mostra control per cada proteïna 

d’assaig. Aquesta tècnica consisteix en la hidròlisi àcida de la mostra a analitzar i la posterior 

anàlisi dels residus (aminoàcids) generats mitjançant cromatografia. Aquesta anàlisi va ser duta a 

terme per la Unitat de Tècniques Separatives i Síntesi de Pèptids del Parc Científic de Barcelona. 

L’anàlisi es va dur a terme en un equip analitzador d’aminoàcids Biochrom 30. El canvi de lisina a 

homocitrul·lina es va determinar com a fracció de la quantitat total d’aa i es va incloure de forma 

estàndard intern de referència de l’anàlisi un patró d’aa que conté L-norleucina i àcid a-

aminobutíric.  
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2.2. Proteïnes amb adductes de malondialdehid-acetaldehid (MAA) 
 

La determinació d’anticossos contra adductes de MAA (proteïnes-MAA) es va realitzar seguint el 

protocol descrit per Thiele et al 161 . Inicialment es va dur a terme la modificació de l’albúmina 

humana sèrica (HSA), tal i com s’havia descrit a l’assaig publicat de referència. Com a part dels 

nous assaigs inclosos en aquesta tesi, es va dur a terme també l’assaig emprant un antigen proteic 

diferent, el fibrinogen. Finalment també es va incloure un antigen peptídic, sintetitzat 

manualment al laboratori. El pèptid que es va emprar com a base per la seva posterior modificació 

és la forma nativa (control) d’un pèptid quimèric de fibrina/filagrina en la seva forma cíclica i rep 

el nom de CFFCP-R. Es va partir d’aquesta estructura amb una puresa mínima del 95% i ciclada 

per la inducció de la formació dels adductes de MAA en els dos residus de lisina presents en la 

seqüència.  

 

2.2.1. Inducció de la formació d’adductes de MAA 
 

La modificació dels diferents antígens es va dur a terme en dos passos. En primer lloc es va obtenir 

el malondialdehid en forma de sal de sodi seguint el protocol descrit per Kikugawa et al 350, amb 

la introducció de petites modificacions. En un matràs es van afegir 5mL de 1,1,3,3-

tetrametoxipropà  i sobre aquest volum es van anar afegint lentament 2,5mL d’àcid clorhídric 

(HCl) 1M. Es va tapar el matràs i es va segellar amb parafilm. Es va deixar en lleu agitació durant 

30 minuts a temperatura ambient. A continuació, es va deixar refredar durant 15 minuts en gel 

abans d’ajustar el seu pH a 10 mitjançant l’addició de gotes d’hidròxid de sodi (NaOH) 6M. El canvi 

del pH es va monitoritzar amb l’ajuda de tires reactives de pH. Posteriorment es va precipitar el 

malondialdehid mitjançant l’addició de 100mL d’acetona freda i deixant posteriorment refredar 

la mescla durant 1 hora en gel. Es va filtrar la mostra amb l’ajuda de paper de filtre i es van obtenir 

els cristalls de malondialdehid, que es van mantenir a -20°C durant 1h 30 minuts com a pas previ 

de la seva purificació per recristal·lització amb aigua/acetona (1:1, v/v). La sal de sodi de 

malondialdehid (MDA-Na) purificada es va deixar reposar durant 24 hores en un dessecador 

protegit de la llum per eliminar la humitat restant i passat aquest període de temps, es va 

emmagatzemar a -20°C protegit de la llum.  

 

Finalment, i ja per induir la formació d’adductes de MAA, tant les proteïnes com el pèptid CFFCP-

R es van dissoldre a una concentració de 2mg/mL i es van incubar amb 3mM de malondialdehid 

i 1,5mM d’acetaldehid (relació molar 2:1) en tampó fosfat 0,1M pH 7,2 durant 72 hores a 37°C, 

en tubs d’1,5mL de polipropilè protegits de la llum i segellats amb parafilm. De forma paral·lela 
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es van incubar els mateixos antígens en condicions idèntiques però en absència del 

malondialdehid i acetaldehid per obtenir la versió sense modificar. Aquesta versió va servir com 

a control en els posteriors assaigs.   

 

Passat el temps de reacció, el procediment seguit va ser diferent per les proteïnes que pel pèptid. 

Les proteïnes van ser dialitzades en tampó fosfat 0,1M a pH 7,2 durant 24 hores a 4°C amb 3 

canvis de tampó amb l’objectiu d’eliminar de la mostra les restes dels aldehids que havien quedat 

sense reaccionar. Després de la diàlisi, les proteïnes es van conservar a -20°C tapades per ser 

caracteritzades i conservades pel seu ús en els posteriors immunoassaigs. La quantificació de la 

proteïna es va dur a terme mitjançant el mètode de Bradford amb el kit comercial QuickStartTM 

Bradford, que inclou una recta de calibratge d’albúmina sèrica bovina com a referència. En el cas 

dels pèptids, el procediment seguit va ser la centrifugació amb filtres Amicon de 3kDa per tal de 

poder eliminar les restes dels aldehids alhora que es reté el pèptid i es concentra per la seva 

posterior caracterització i conservació.  

 

2.2.2. Caracterització dels canvis induïts en els antígens proteics/peptídic 
 

La verificació de la formació d’adductes de MAA en les proteïnes i el pèptid es va donar mitjançant 

un assaig de fluorescència d’acord a l’emissió del nou adducte format a una longitud d’ona 

determinada. La formació d’adductes de MAA es va verificar mitjançant l’anàlisi de l’espectre 

d’emissió de fluorescència de les diferents mostres.  

 

Per poder quantificar la formació d’adductes de MAA, es va treballar en la producció d’un 

estàndard, l’1-hexil-4-metil-1,4-dihidro-3,5-piridindicarboxaldehid, que es va anomenar hexil-

MAA. Aquest estàndard és un anàleg estructural del compost majoritari present en les proteïnes 

modificades després de la formació dels adductes de MAA en les lisines. La síntesi química es va 

fer seguint el protocol de Xu et al 165. El procediment es descriu a continuació.  

 

En un matràs de fons rodó es van afegir 2,13mL de MDA-Na 1M i 0,23mL d’hexilamina  i es va 

ajustar a pH 4 mitjançant l’addició gota a gota d’HCl 12M. Finalment es van afegir 5,98·10-2mL 

d’acetaldehid. La reacció es va mantenir en agitació a 50°C durant 4 hores. Acabat aquest 

període, es va confirmar la presència de l’estàndard mitjançant una cromatografia en capa fina 

que en va permetre determinar el valor de fronts, que en aquest cas concret, segons les 

referències seguides, presentava un valor (Fr) de 0,73 165.  
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Posteriorment es va dur a terme la purificació de l’estàndard hexil-MAA per cromatografia en 

columna. La cromatografia es va realitzar en una columna petita empaquetada amb gel de sílice 

de 200-400mesh 60Å i com eluent es va fer servir un gradient per passos continu d’hexà:acetal 

d’etil (100 d’hexà fins al 20:80 d’hexà:acetal d’etil). Per introduir el gradient en la columna, es van 

anar afegint i eluint fraccions de forma consecutiva d’hexà:acetal d’etil amb una variació de la 

relació del 2% entre els dos eluents. Es van recollir les diferents fraccions, que presentaven una 

visible coloració groguenca, des de la relació 42:58 fins a la 32:68. Cadascuna d’aquestes fraccions 

es va analitzar mitjançant cromatografia en capa fina (TLC, de l’anglès thin layer chromatography) 

com a pas previ a ajuntar-les per poder fer-ne la caracterització. Les fraccions obtingudes es van 

liofilitzar i emmagatzemar com a sòlid protegit de la llum a -20°C. 

 

La caracterització de l’hexil-MAA es va realitzar mitjançant ressonància magnètica nuclear de 

protó (1H-RMN). Es van dissoldre 5mg d’hexil-MAA en cloroform deuterat i se’n va registrar 

l’espectre a 400MHz a l’equip disponible a l’IQAC-CSIC. Es va utilitzar el tetrametilsilà com a 

estàndard de referència per la comparació dels valors de d (TMS; d =0,0). Un cop confirmada la 

identitat del compost, va ser inclòs com a estàndard en l’assaig per la determinació de la formació 

dels adductes de MAA en les proteïnes d’anàlisi.  

 

Aquest assaig es va dur a terme seguint un protocol ja descrit i que es descriu breument a 

continuació. Es va dissoldre l’hexil-MAA a una concentració de stock de 1,67mg/mL en tampó 

fosfat 0,1M pH 7,2 a partir de la qual es va preparar una corba estàndard de dilucions seriades 

(1:2). En una placa Nunc de 96 pous negra es van afegir per duplicat 50µL de cadascuna de les 

dilucions preparades de la corba així com 50µL de les proteïnes d’anàlisi (HSA-MAA, el Fibrinogen-

MAA, HSA-Control i Fibrinogen-Control) a una concentració d’1mg/mL. En un lector de 

microplaques híbrid (Taula 5) es va comprovar que l’absorbància a 470nm de tots els pous era 

inferior a 0,1. Seguidament es van excitar les mostres a una longitud d’ona de 398nm, d’acord als 

valors publicats en la bibliografia i es va recollir l’espectre d’emissió entre 360 i 600nm per 

determinar-ne el pic màxim d’emissió. Aquest es va donar a 460nm, valor coincident amb 

l’obtingut en els assajos de referència.  
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A continuació es va mesurar la fluorescència dels diferents punts de la corba estàndard i de les 

proteïnes tant modificades com control a la longitud d’ona de màxima emissió en unitats de 

fluorescència relativa (RFU). Per determinar la quantitat de molècules fluorescents formades a 

cada proteïna es va fer servir l’equació següent:  

 

𝑈𝑛𝑖ó	𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑡 = 	
𝐹 398𝑛𝑚
l	𝑚à𝑥. 𝑒𝑚𝑖𝑠𝑠𝑖ó	 (𝑅𝐹𝑈)

𝑘( 𝑅𝐹𝑈
𝑛𝑚𝑜𝑙	𝑥	𝐿!")

· 	
𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟	𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó	𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒ï𝑛𝑎

𝑐	(𝑚𝑔𝐿 )
 

 

Equació 1: Determinació de la concentració de MAA fluorescent expressada en nmols de MAA per mg 
de proteïna. La k representa una constant amb un valor obtingut de la pendent de la recta construïda amb 
la regressió lineal de la representació gràfica dels valors d’intensitat de fluorescència (RFU) a 460nm de les 
diferents concentracions de la corba estàndard del hexil-MAA en nmols/L. F398/lmàx.emission és la intensitat de 
fluorescència emesa (RFU) a la longitud d’ona d’excitació (398nm) i la longitud d’ona de màxima emissió 
(460nm) i c és la concentració de la proteïna en la mostra en el moment de la mesura.  

 

Un cop calculada la unió fluorescent, el ratio de modificació o adducció de proteïna es calcula 

mitjançant l’equació 2. Aquest ratio és un valor i ha de ser superior a 1 si la proteïna s’ha modificat 

correctament.  

 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜	
𝐹
𝑀 =

𝑈𝑛𝑖ó	𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑡	(𝑛𝑚𝑜𝑙𝑠𝑚𝑔 )

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒ï𝑛𝑎	(𝑛𝑚𝑜𝑙𝑠𝑚𝑔 )
 

Equació 2: Determinació del ratio de proteïna que ha patit la modificació estructural analitzada, és a 
dir, la formació d’adductes de MAA en les seves lisines.  
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3. IMMUNOASSAIGS PER LA DETERMINACIÓ DELS ANTICOSSOS CONTRA ELS 
DIFERENTS ANTÍGENS AMB MODIFICACIONS POST-TRADUCCIONALS  

 
La determinació d’AMPAs emprant pèptids com antígens ha servit per la detecció d’anticossos de 

diferents famílies. S’han fet servir dos tipus d’assaig per tal de dur a terme aquesta detecció, en 

funció del tipus de suport emprat – els microarrays peptídics o bé mitjançant ELISA. A més, dins 

els assajos immunoenzimàtics ELISA realitzats, s’han anat fent modificacions de protocol en 

funció de l’antigen emprat i les necessitats d’optimització en cada situació. A continuació 

s’expliquen en detall els diferents protocols emprats per l’optimització i realització dels 

immunoassaigs. En primer lloc s’esmenten alguns dels factors comuns per la determinació 

d’anticossos en totes les plataformes i antígens.  

 

3.1. Factors comuns dels diferents immunoassaigs 
 
Durant els diferents immunoassaigs duts a terme com a part d’aquesta Tesi, s’ha mantingut en 

comú la estructura de l’immunoassaig i els diferents passos que s’han dut a terme per poder 

determinar la presència dels anticossos de les diferents famílies. Tots els assaigs s’han basat en 

els passos clàssics d’un ELISA indirecte (Figura 18) i la principal diferència entre els dos suports 

emprats (ELISA vs microarray) ha estat l’anticòs secundari emprat per revelar el resultat final. En 

el cas de l’ELISA s’ha treballat amb un anticòs secundari conjugat a un enzim per dur a terme la 

quantificació dels anticossos mentre que en el format microarray l’anticòs secundari estava 

conjugat a un fluoròfor que ha servit per determinar de forma directa la intensitat de la resposta 

(Figura 17).  

 

 

Figura 17: Comparació de la visió general del tipus d’assaig que es dóna en (A) un format ELISA vs (B) 
un format microarray. En el primer es requereix l’ús d’enzims conjugats a l’anticòs secundari i l’addició del 
seu substrat per dur a terme la quantificació mentre que en el microarray es du a terme mitjançant la 
lectura directa de la intensitat de fluorescència emesa pel fluorocrom unit a l’anticòs secundari. Imatge 
d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
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Figura 18: Esquema dels passos d’un assaig ELISA indirecte. El procés comença amb la sensibilització de 
les plaques amb l’antigen (1) i es segueix amb el bloqueig de les unions inespecífiques (2) abans de 
l’aplicació dels sèrums d’anàlisi (3). La determinació s’acaba amb la incorporació de l’anticòs secundari 
conjugat a l’enzim (4) per dur a terme la quantificació en presència del substrat que s’incorpora a l’últim 
pas (5). Finalment, s’atura la reacció i es fa la lectura d’absorbància. Imatge d’autoria pròpia realitzada amb 
BioRender.com.  
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Un altre punt en comú dels diferents assaigs duts a terme són les diferents solucions tamponades 

que s’han fet servir en els diferents passos de l’assaig esmentats en la Figura 18. De forma 

resumida, s’exposen a continuació (Taula 7):  

 

Pas Nom del tampó Composició del tampó 

Rentats Fosfat salí – Tween 20 (PBS-T) 

Tampó 0,1M pH 7,5 que conté les següents sals - NaCl, KH2PO4, Na2HPO4 i 

KCl dissoltes en aigua miliQ. Tampó suplementat amb 0,05% de Tween-20 

(v/v). 

Sensibilització 

(1) 

Carbonat/Bicarbonat Tampó 0,05M de Na2CO3/NaHCO3 en aigua miliQ a pH 9,6. 

Fosfat salí (PBS) 
Tampó 0,1M pH 7,5 que conté les següents sals - NaCl, KH2PO4, Na2HPO4 i 

KCl dissoltes en aigua miliQ. 

Bloqueig 

interaccions 

inespecífiques 

(2) 

Carbonat/Bicarbonat +  

2% de BSA 

Tampó 0,05M de Na2CO3/NaHCO3 en aigua miliQ a pH 9,6, suplementat 

amb un 2% de BSA. 

Caseïna al 2% de BSA + PBS-T 

Tampó amb 2% de caseïna en aigua miliQ. Per la preparació es treballa amb 

20g de caseïna dissolts ens 900mL i 2,5mL de NaOH. Es suplementa amb 

100mL de PBS-T 1M. Ajustat a pH 7,2. 

PBS-T + 1% de BSA Tampó PBS-T suplementat amb un 1% de BSA. 

Dilució 

mostres i 

anticòs 

secundari (3 i 

4) 

RIA 

Tampó que consta de 0,35M NaCl, 0,01M TRIS, 1% BSA, 0,5% de deoxicolat 

sòdic (v/v), 0,1% de SDS (v/v), 1% Tritó X-100 (v/v) en aigua miliQ. El tampó 

es suplementa, just abans del seu ús, amb 10% de sèrum fetal boví (FBS). 

0,5% Caseïna + PBS-T 

Tampó preparat a partir del Tampó de Caseïna al 2% amb PBS-T. Es prepara 

un volum final amb el 25% de Tampó Caseïna al 2% + PBS-T i s’afegeix el 

75% de volum PBS-T 0,1M. 

PBS-T + 1% BSA Tampó PBS-T suplementat amb un 1% de BSA. 

Revelat i 

quantificació 

(5) 

SigmaFastTM OPD 

Preparat comercial de la casa Sigma en forma de pastilles de  diclorhidrat 

de o-fenilendiamina i de peròxid d’hidrogen. Quan cada pastilla es dissol 

en 20mL d’aigua s’obtenen concentracions finals de 0.4mg/mL de 

cadascun dels compostos en tampó fosfat-citrat 0,05M pH 5. 

SigmaFastTM P-nitrofenilfosfat 

Preparat comercial de la casa Sigma en forma de p-nitrofenilfosfat i de 

tampó Tris en forma de pastilles. Quan cada pastilla es dissol en 20mL 

d’aigua s’obtenen concentracions finals de 1mg/mL de pNPP en tampó 

TRIS 0,2M. 

Set de substrats TMB 

Es tracta d’un kit comercial per la detecció de peroxidasa que es basa en 

dos reactius diferents. El substrat reactiu A és una solució de peròxid 

d’hidrogen i el substrat reactiu B és una solució de 3,3’,5,5’-

tetrametilbenzidina (TMB) en solvent orgànic. 

Solució 

d’aturada (5) 

H2SO4 Es tracta d’una solució àcida d’H2SO4 2N. 

NaOH Es tracta d’una solució bàsica de NaOH 3N 

 

Taula 7: Relació dels passos d’ELISA (numeració d’acord als passos explicats a la Figura 18) i els tampons 
emprats en cadascun. S’especifica el nom del tampó i la seva composició. En alguns dels passos s’indiquen 
diferents passos ja que l’elecció del tampó va en funció de l’immunoassaig determinat.   
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3.2. ELISA 
 

Durant la realització de la tesi s’han realitzat diferents determinacions de la presència 

d’autoanticossos relacionats amb diferents modificacions post-traduccionals. En aquests assaigs 

s’ha treballat amb diferents tipus d’antígens: pèptids, pèptids biotinilats i proteïnes. En funció del 

tipus d’antigen, els passos de l’immunoassaig difereixen lleugerament, així com el mecanisme 

d’unió a la placa. A continuació es descriuen els diferents tipus d’unió i protocols que s’han dut a 

terme per tots els diferents antígens. Al final de l’apartat 3.2 s’inclou una taula resum on 

s’expliquen tots els passos, condicions i reactius emprats en l’assaig ELISA en funció del tipus 

d’antigen presentat (Taula 8).  

 

3.2.1. Determinació d’AMPAs contra pèptids modificats post-traduccionalment sense 
biotinilar 

 

En el cas dels pèptids sense biotinilar, es va treballar amb plaques derivatitzades comercialment 

per poder unir molècules que presenten grups amino lliures com és el cas els pèptids. Es van 

emprar diferents tipus de plaques provinents de diverses cases comercials. A continuació es 

descriu el mètode d’unió dels pèptids en cada cas.  

 

3.2.1.1. Assaigs amb plaques Costar DNA-Bind amb superfície N-oxisuccinimida 
 

Per l’assaig del treball inclòs en el primer apartat de la tesi, on s’analitza la resposta ACPA en front 

d’una sèrie de pèptids quimèrics citrul·linats, es va treballar amb plaques comercials Costar DNA-

Bind. Aquest tipus de plaques comercials estan derivatitzades i presenten a la superfície N-

oxisuccinimida, que pot reaccionar amb les molècules que presenten grups amina, en aquest cas 

els pèptids pel seu extrem N-terminal o per les cadenes laterals dels aminoàcids lisina o arginina, 

i formar enllaços covalents (Figura 19).   

  

Figura 19: Esquema representatiu de la unió del pèptid a plaques derivatitzades amb N-oxisuccinimida. 
Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
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El seguit de passos del protocol de l’immunoassaig emprat en aquest tipus de plaques es descriu 

a continuació. En primer lloc, els pèptids es van dissoldre en tampó carbonat/bicarbonat 0,05M 

pH=9,6 a una concentració de 10µg/mL. Es van aplicar 100µL de la solució del pèptid a cada pouet 

i es va deixar incubar tota la nit a 4°C. En les diferents plaques es van incloure pous control amb 

tots els reactius excepte el sèrum d’anàlisi per determinar la lectura del soroll de fons 

(background) i pous control en els quals es van posar tots els reactius excepte el pèptid per 

avaluar la presència de respostes inespecífiques dels sèrums. En el cas dels controls blancs es van 

afegir 2µg/BSA pouet.  

 

A l’endemà, després de la incubació, es van bloquejar les plaques amb 2% de BSA en tampó 

carbonat/bicarbonat 0,05M pH=9,6 durant 1 hora a temperatura ambient. Seguidament, es van 

eliminar els continguts del tampó de bloqueig i es va addicionar 100µL de la dilució de cadascun 

dels sèrums d’assaig. Els sèrums es van diluir a una concentració 1:50 en tampó RIA suplementat 

amb 10% de FBS. Es va deixar incubar durant 1h 30 minuts a temperatura ambient.  

 

Passat el període d’incubació dels sèrums, es van fer 6 rentats amb tampó PBS-T0,05% i es van afegir 

100µL l’anticòs secundari amb el qual es vol treballar en cada assaig. Es van emprar anticossos 

anti-humà conjugats amb peroxidasa, que es van afegir a diferents dilucions en tampó RIA (IgG 

1:1000, IgA 1:2000 i IgM 1:40000).  

 

Finalment, es van tornar a rentar 6 vegades les plaques amb PBS-T0,05% i es va revelar la placa 

mitjançant l’addició de 200µL de Sigmafast OPD. Aquesta darrera incubació va durar 30 minuts i 

finalment es va aturar la reacció mitjançant l’addició de 50µL de H2SO4 2N i es va fer la lectura 

d’absorbància a una longitud d’ona de 492nm. Tots els sèrums analitzats es van analitzar per 

duplicat.  

 

3.2.1.2. Assaigs amb plaques F96 Nunc ImmobilitzerTM Amino 
 

El protocol dut a terme amb aquest tipus de plaques és anàleg al dut a terme amb les plaques 

Costar DNA-Bind descrit en l’apartat anterior. El tipus d’unió del pèptid a la placa es dona 

mitjançant la formació d’un enllaç covalent com a conseqüència de la reacció dels grups amino 

amb els grups electròfils presents a la superfície d’aquest tipus de plaques351.  
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3.2.2. Determinació d’anticossos contra pèptids modificats post-traduccionalment 
biotinilats 

 

L’ús de pèptids biotinilats implica que l’enllaç entre l’antigen i la placa serà del tipus biotina-

avidina. La placa, que per aquest assaig és de la marca comercial Nunc i el model és MaxiSorp, 

s’ha de derivatitzar amb avidina o algun dels seus derivats per tal de poder unir de forma 

específica els pèptids biotinilats. El primer pas del protocol de determinació d’AMPAs amb 

pèptids biotinilats consisteix en l’aplicació de la proteïna NeutrAvidin.  

 

En primer lloc, es va començar la sensibilització de les plaques amb l’addició de 100µL d’una 

dilució de NeutrAvidin en PBS a una concentració de 5µg/mL. Aquesta solució es va deixar incubar 

durant tota la nit a 4°C. A l’endemà, les plaques es van tornar a incubar durant 1 hora a 37°C i es 

van rentar 1 vegada amb PBS-T. Seguidament es va addicionar 100µL del pèptid biotinilat  dissolt 

en PBS a una concentració d’1mg/mL a cada pouet. Es va tornar a incubar a 37°C durant 1 hora, 

i passat aquest període es va buidar el contingut de la placa i sense fer rentats previs, es va dur a 

terme el bloqueig de les plaques mitjançant l’addició de 250µL de PBS-T + 2% de BSA, que es van 

incubar durant 30 minuts a 37°C. Seguidament es van fer 3 rentats de les plaques i addicionar 

100µL de les dilucions dels sèrums, recent preparades, a una concentració 1:250 en tampó RIA a 

cada pouet. Aquestes dilucions es van deixar a la placa incubant durant 1 hora a 37°C i 

seguidament es van deixar tota la nit a 4°C.  

 

A l’endemà, es van rentar les plaques 3 vegades amb PBS-T i posteriorment es van addicionar 

100µL de la dilució de l’anticòs necessari per cada assaig. Els anticossos emprats van ser 

anticossos anti-humà conjugats amb peroxidasa que es van afegir a diferents dilucions (IgG 

1:4000, IgA 1:2000 i IgM 1:10000) en tampó RIA. La incubació va durar 1 hora a 37°C i 

seguidament es van rentar 3 vegades amb PBS-T. L’últim pas va ser el revelat de l’activitat 

peroxidasa mitjançant l’addició del seu substrat, OPD. Es van afegir 200µL per pouet i es va deixar 

incubar 30 minuts a temperatura ambient abans d’aturar la reacció mitjançant l’addició de 50µL 

de H2SO4 2N. El resultat es va obtenir mitjançant la lectura de la placa a una longitud d’ona de 

492nm. La lectura expressa els resultats en unitats d’absorbància, en densitats òptiques (OD).   
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3.2.3. Determinació d’anticossos contra proteïnes modificades post-traduccionalment  
 

3.2.3.1. Determinació d’anticossos contra proteïnes carbamilades 
 

El procediment de l’immunoassaig seguit va ser el següent. En primer lloc es va diluir la proteïna 

d’assaig en tampó carbonat/bicarbonat a una dilució de 10µg/mL. Es va sensibilitzar aplicant 50µL 

d’aquesta solució a cada pouet i es va deixar incubar durant tota la nit a 4°C. A l’endemà es va fer 

1 rentat de les plaques amb PBS-T i seguidament es va dur a terme el bloqueig de les reaccions 

inespecífiques mitjançant l’addició de 100µL a cada pouet de PBS-T + 1% de BSA. Es va incubar 

durant 6 hores a 4°C. Es van rentar novament una vegada amb PBS-T i es van addicionar 

50µL/pouet de les dilucions preparades de sèrum a una dilució de 1:50 en PBS-T + 1% de BSA. Es 

va tornar a incubar tota la nit a 4°C.  

 

A l’endemà es van rentar les plaques 3 vegades amb PBS-T. Es van addicionar 50µL/pouet  de la 

dilució de l’anticòs anti-humà conjugats amb fosfatasa alcalina necessari dels diferents isotips. La 

dilució es va fer en tampó PBS-T + 1% de BSA i les dilucions dels anticossos són 1:5000 per l’isotip 

IgG i IgM mentre que per l’IgA és de 1:1000. La dilució de l’anticòs secundari es va deixar incubar 

durant 3 hores i 30 minuts a 4°C. Aquesta dilució va ser retirada i les plaques es van rentar 3 

vegades. El revelat de la placa es va dur a terme mitjançant l’addició de 200µL de SigmaFast pNPP 

a cada pouet – la reacció va ser aturada passats 30 minuts i finalment es va llegir l’absorbància a 

405nm en un lector de plaques. La lectura expressa els resultats en unitats d’absorbància, en 

densitats òptiques (OD).   

 

3.2.3.2. Determinació d’anticossos contra proteïnes amb adductes de MAA 
 

Es va seguir el protocol descrit per Thiele et al161 per la determinació d’anti-MAA. L’assaig seguia 

els següents passos. En primer lloc es va sensibilitzar la placa amb la proteïna d’anàlisi (en la seva 

forma modificada amb MAA i/o la forma control). Es van afegir 100µL d’una dilució de la proteïna 

a una concentració de 20µg/mL en tampó carbonat/bicarbonat. Aquesta dilució es va incubar 

durant tota la nit a 4°C.  
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A l’endemà es van rentar 3 vegades les plaques i seguidament es va dur a terme el bloqueig 

mitjançant l’addició de 200µL de tampó caseïna al 2% + PBS-T durant 1 hora a temperatura 

ambient. Es van repetir els 3 rentats i es va procedir amb l’addició de 100µL de les dilucions dels 

sèrums, que havien estat prèviament preparades. Les dilucions per aquest assaig van ser de 1:250 

pels isotips IgG i IgA i de 1:500 per l’isotip IgM – el tampó emprat per les dilucions va ser el 0,5% 

de caseïna + PBS-T. La incubació es va donar a temperatura ambient durant 2 hores i va ser 

seguida de 3 rentats amb PBS-T. Es va seguir amb l’addició de 100µL de la dilució de l’anticòs 

secundari conjugat a l’enzim peroxidasa. El tampó de dilució emprat va ser el mateix que en les 

dilucions dels sèrums i en aquest cas, la dilució pels 3 isotips (IgA, IgM i IgG) van ser de 1:5000. 

Finalment es va rentar novament la placa, en aquesta ocasió 5 vegades, i es van afegir 100µL de 

substrat-TMB per fer el revelat de la placa. Es va deixar incubar durant 23 minuts a temperatura 

ambient i es va aturar la reacció amb 50µL de H2SO4 2N. Les plaques es van llegir a una longitud 

d’ona de 450nm. Els resultats es van obtenir en forma de densitats òptiques (OD).  

 

3.2.4. Anàlisis estadístiques dels resultats dels ELISA 
 

Les anàlisis es van dur sempre a terme amb les formes modificades dels diferents antígens 

peptídics i proteics testats així com també amb les seves formes control. En tots els casos, la 

reactivitat dels pèptids/proteïnes controls inclosos en l’assaig va ser restada de la reactivitat dels 

pèptids/proteïnes d’assaig amb les diferents PTMs. D’aquesta manera, s’assegura que la 

reactivitat mostrada per cada sèrum és específica de la modificació post-traduccional de l’antigen 

analitzat i que la resposta que s’està detectant, en conseqüència, és una resposta 

d’autoanticossos AMPA. Cada sèrum es va analitzar per duplicat. 

 

En tots els ELISA dissenyats pel nostre grup es va incloure a cada placa una sèrie de dilucions 

successives fetes amb mostres de sèrums de pacients prèviament testats en assaigs d’screening 

i catalogats com a positius. Aquesta dilució seriada ens va permetre establir una corba estàndard 

de calibració a cada placa que ens va permetre transformar el resultat d’unitats de densitat òptica 

(OD) a unitats arbitràries (UA/mL) i homogeneïtzar així els resultats inter-placa. A cada dilució de 

la recta se li va assignar un valor en UA/mL i la transformació de valors d’OD a UA/mL es va dur a 

terme mitjançant la interpolació dels valors d’OD en una corba de regressió logística de 4 

paràmetres. Els resultats obtinguts en UA/mL van servir per fer l’anàlisi de les diferències entre 

grups (AR vs donants de banc de sang, grup control) i la determinació de les corbes ROC.  
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A partir d’aquestes es va determinar el valor de punt de tall de positivat, establint una especificitat 

del 95%. Per considerar positiu un resultat, en tots els assaigs dissenyats en el nostre grup, s’havia 

de complir dues condicions – ser superior al punt de tall establert i presentar una diferència >0,1 

en la resta dels valors d’OD obtinguts de l’antigen modificat i l’antigen control.  

 

Les anàlisis de proporcions entre els resultats dels diferents grups analitzats es van comparar 

mitjançant l’ús del test de Fisher o bé el test c2 . Les variables continues es van comparar 

mitjançant l’ús del test de Mann-Whitney i els resultats es van presentar com a medianes i rangs 

d’interquartil. Tots els p-valors obtinguts eren de dues cues i el nivell de significació estadística es 

va establir a a=0,05. Tots els càlculs estadístics es van determinar amb el programa GraphPad 

Prism 7.  

 

3.2.4.1. Condicions específiques dels assaigs anti-MAA 
 

Seguint la descripció dels protocols de Thiele et al161, en el cas de l’assaig ELISA per la 

determinació dels anticossos anti-MAA (Anti-Alb-MAA, Anti-Fib-MAA i Anti-CFFCMaP), la recta de 

calibració inclosa a l’assaig es va preparar mitjançant la sensibilització dels pous de la recta amb 

un seguit de dilucions de l’immunoglobulina de l’isotip que es pretenia analitzar de concentració 

coneguda. A partir de la resposta obtinguda després de dur a terme l’immunoassaig, es va 

construir una recta que va permetre la interpolació del resultat en unitats de ng/mL. La positivitat 

es va establir mitjançant corbes ROC i/o determinant el punt de tall amb un 95% d’especificitat 

mitjançant l’anàlisi del valor del percentil 95 de la mostra control.  
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Pas 
Paràmetres 

de l’estudi 

Pèptid 

biotinilat 

Pèptid sense 

biotinilar 

Proteïna 

carbamilada 

Proteïna amb 

adductes MAA 

Preparació de 

la placa 

Molècula Neutravidina S’utilitzen plaques 

Costar DNA-Bind o 

Plaques Nunc 

Immobilizer Amino 

que no requereixen 

preparació 

S’utilitzen plaques 

Maxisorp en les quals 

la unió per adsorció de 

la proteïna no 

requereix preparació 

prèvia 

S’utilitzen plaques 

Maxisorp en les quals 

la unió per adsorció 

de la proteïna no 

requereix preparació 

prèvia 

Concentració 5µg/mL 

Tampó PBS 

Condicions 

incubació 

Tota la nit a 

4°C + 1h a 

37°C 

Antigen 

Concentració 1µg/mL 10µg/mL 10µg/mL 10µg/mL 

Tampó PBS-T Carbonat/Bicarbonat Carbonat/Bicarbonat Carbonat/Bicarbonat 

Condicions 

incubació 

100µL/pouet 

1h a 37°C 

100µL/pouet 

Tota la nit a 4°C 

50µL/pouet 

Tota la nit a 4°C 

100µL/pouet 

Tota la nit a 4°C 

Bloqueig 

unions 

inespecífiques 

Proteïna bloqueig 2% BSA 2% BSA 1% BSA 2% Caseïna 

Tampó PBS-T Carbonat/Bicarbonat PBS-T PBS-T 

Condicions 

incubació 

250µL/pouet 

30 minuts a  

37°C 

250µL/pouet 

1h a temperatura 

ambient 

250µL/pouet 

6h a 4°C 

200µL/pouet 

1h a temperatura 

ambient 

Sèrums 

Concentració 1:250 1:50 1:50 
IgG i IgA – 1:250 

IgM – 1:500 

Tampó RIA RIA PBS-T + 1% BSA PBS-T + 0,5% Caseïna 

Condicions 

incubació 

100 µL/pouet 

1h a 37°C + 

tota la nit a 

4°C 

100 µL/pouet 

1h 30 minuts a 

temperatura ambient 

50 µL/pouet 

Tota la nit a 4°C 

100 µL/pouet 

2h a temperatura 

ambient 

Anticòs 

secundari 

Concentració 

IgG – 1:4000 

IgA – 1:2000 

IgM – 

1:10000 

IgG – 1:1000 

IgA – 1:2000 

IgM – 1:40000 

IgG – 1:5000 

IgA – 1:1000 

IgM – 1:5000 

IgG – 1:5000 

IgA – 1:5000 

IgM – 1:5000 

Tampó RIA RIA PBS-T + 1% BSA PBS-T + 0,5% Caseïna 

Condicions 

incubació 

100µL/pouet 

1h a 37°C 

100µL/pouet 

1h a temperatura 

ambient 

50µL/pouet 

3h 30 minuts a 4°C 

100µL/pouet 

1h a temperatura 

ambient 

Solució de 

revelat 

Solució 

SigmaFast 

OPD 

200µL/pouet 

SigmaFast OPD 

200µL/pouet 

SigmaFast pNPP 

200µL/pouet 

Substrats TMB 

100µL/pouet 

Condicions 

incubació 

30 minuts a 

temperatura 

ambient 

30 minuts a 

temperatura ambient 

30 minuts a 

temperatura ambient 

23 minuts a 

temperatura ambient 

Solució 

d’aturada 
Solució 

H2SO4 2N 

50µL/pouet 

H2SO4 2N 

50µL/pouet 

NaOH 3N 

50µL/pouet 

H2SO4 2N 

50µL/pouet 

Taula 8: Taula resum dels diferents protocols d’ELISA que s’han emprat durant la realització d’aquesta 
tesi en funció del tipus d’antigen presentat.   
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3.3. Microarrays 
 

Els microarrays dissenyats com a part dels estudis d’aquesta tesi són del tipus peptídic. Es va 

emprar aquesta plataforma per presentar diversos pèptids de forma simultània en forma 

d’antígens per la determinació de la resposta ACPA, que es va determinar per fluorescència. Amb 

aquesta plataforma es va poder fer l’anàlisi de múltiples estructures peptídiques amb uns 

requeriments molt baixos pel que fa tant al volum de sèrum com de la resta de reactius.  

 

3.3.1. Preparació del suport sòlid pel microarray 
 

En totes les anàlisis dutes a terme en aquesta tesi, es va treballar amb la unió del pèptid a 

portaobjectes de vidre, que van actuar com a suport sòlid, mitjançant unió covalent. Es van 

analitzar i comparar dos tipus d’enllaç covalent – mitjançant la derivatització dels vidres per fer 

la unió amb grups epoxi o mitjançant la derivatització amb grups N-hidroxisuccinimida-ester.  

 

Es va treballar en l’optimització de la immobilització del pèptid en els vidres d’assaig. El procés 

d’optimització va consistir en l’anàlisi del tipus d’enllaç mitjançant el qual es donava la unió al 

vidre de forma més estable. Es van tenir dos factors en compte – el tipus derivatització del vidre 

i el tampó en el qual es dissol el pèptid per obtenir les condicions més favorables per la formació 

de l’enllaç. Durant els diferents assaigs, es van emprar vidres derivatitzats de dues maneres 

diferents.  

 

3.3.1.1. Vidres derivatitzats amb grups epoxi 
 

El protocol de derivatització dels microarrays els vidres amb grups epoxi que es va seguir, es 

descriu a continuació. En primer lloc, per mantenir sempre la mateixa posició del vidre, amb un 

llapis amb punta de diamant, es va fer una petita marca a la cantonada inferior esquerra. La 

superfície del vidre ha d’estar completament neta per poder dur a terme la derivatització. Per 

aquest motiu es van fer 3 rentats amb detergent i aigua, i seguidament es van esbandir amb 

abundant aigua destil·lada.  Aquests rentats van ser seguits d’un últim rentat amb solució 

“piranya” (H2SO4:H2O2, 7:3) durant 30 minuts. Per tal de poder mantenir els vidres en una posició 

vertical, es van aguantar amb un accessori preparat per aquest propòsit i es van enfonsar en un 

recipient per mantenir-los en la solució el temps necessari. Passats els 30 minuts, es van retirar 

els vidres i es van esbandir 6 vegades amb aigua miliQ.  
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Seguidament es van afegir els vidres novament a una dilució de NaOH al 10% en aigua durant 30 

minuts. Passat aquest període es van fer novament 3 rentats amb aigua miliQ i finalment 3 rentats 

més amb etanol pur. Amb molta cura, es van assecar els vidres amb aire comprimit. Es van 

col·locar els vidres en posició horitzontal i es van aplicar 300µL de 3-(glicidiloxipropil)-trimetoxisilà 

(GPTMS) amb una xeringa Hamilton. Posteriorment, es va cobrir el vidre on s’havia aplicat el 

reactiu amb un altre vidre i es va deixar actuar durant 30 minuts. Finalment, es van tornar a 

netejar els vidres 2 vegades amb petites quantitats d’etanol. Seguidament es van deixar 

submergits en etanol i es van posar al bany d’ultrasons durant 25 minuts. Passat aquest temps es 

van assecar curosament amb aire comprimit i es van col·locar al dessecador per treure la humitat 

com a mínim durant una nit. Un cop secs, estan preparats per poder fer el següent pas d’unió del 

pèptid (Figura 20).  

 

 

Figura 20: Procediment de preparació dels slides i immobilització del pèptid.  Imatge d’autoria pròpia 
creada amb BioRender.com.  
 

3.3.1.2. Vidres comercials NHS-ester 
 

L’altra estratègia d’unió del pèptid al vidre comercial és la que es proposa en diferents assaigs 

disponibles a nivell comercial i que consisteix en la unió del pèptid mitjançant la formació d’un 

enllaç covalent amb els grups altament reactius d’N-hidroxisuccinimida ester presents al vidre. 

En aquest cas no es requereix un protocol de preparació prèvia sinó que només s’haurà de dur a 

terme l’aplicació (o impressió) del pèptid diluït sobre el vidre que s’ha de tractar.  
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3.3.2. Immobilització dels pèptids en la superfície dels vidres 
 

La impressió i immobilització de les molècules peptídiques en el suport sòlid o slide va consistir 

en el dipòsit de gotes o spots de la solució de la mostra, seguint la metodologia de la impressió 

per contacte dissenyada per ser emprada amb el tipus de robot d’impressió amb el qual es va 

treballar. La immobilització dels pèptids en la superfície del microarray es va dur a terme de forma 

automatitzada mitjançant l’ús d’un equip Miniarrayer BioOdisseyTM CalligrapherTM, tal i com 

s’indica a la taula 5. L’agulla (pin) que diposita el pèptid sobre el slide carrega la mostra per 

capil·laritat i la col·loca en els punts que s’han configurat en l’apartat de disseny del microarray. 

Per evitar la contaminació entre les mostres/pèptids a imprimir, es duen a terme cicles de rentats 

i assecat del pin a l’estació de neteja de l’impressor de pèptids. Els rentats es duen a terme amb 

10% etanol/aigua miliQ mitjançant sonicació i s’assequen posteriorment amb aire a pressió. Amb 

una sola càrrega de l’agulla, es poden imprimir un gran nombre d’spots ja que el volum que es 

diposita és molt petit, de l’ordre de nL.  

 

3.3.2.1. Dilució dels pèptids per la seva posterior impressió 
 

Seguint l’objectiu d’optimitzar les condicions de la unió dels pèptids als vidres, es va treballar amb 

dos tipus de tampons per la dilució de cada pèptid abans de ser introduïts en l’impressor. Els dos 

tampons emprats van ser el tampó carbonat-bicarbonat pH 9,6 i un tampó comercial Peptide 

Printing Buffer (#PEP) de l’empresa Arrayit (CA,USA). La resta de l’assaig es va dur a terme amb 

el protocol descrit a continuació. 

 

El disseny del slides va ser diferent en els passos d’optimització de l’assaig i en l’anàlisi final dels 

diferents pèptids quimèrics derivats de fibrina, filagrina, enolasa i vimentina. En el primer cas, es 

va treballar només amb 3 pèptids (CFFCP-1, CFFCP-2 i CFFCP-3), que es van analitzar per 

quintuplicat, en dues condicions diferents d’assaig (tampons de dilució diferents). En l’anàlisi 

comparatiu dels 8 pèptids quimèrics (i els respectius controls d’arginina), cadascun dels pèptids 

es va imprimir per triplicat. A cadascun dels portaobjectes es van poder imprimir un total de 24 

matrius en les quals s’organitzen els spots corresponents a cada pèptid, amb els pèptids ja 

mencionats, permetent per tant l’anàlisi de 24 mostres en cada vidre (Figura 21). 
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Figura 21: Esquemes de disseny dels microarrays. (A) Exemple de disseny de l’assaig imprès en el 
portaobjectes, amb detall en el disseny de la matriu que conte els spots de cada pèptid, en aquest cas de 
5x6 spots, per dur a terme l’immunoassaig. Cada matriu servirà per estudiar la resposta als d’una mosta 
individual als diferents pèptids impresos en els spots que conté.  (B) Esquema representatiu del 
immunoassaig que es du a terme en els spots del microarray. Imatge d’autoria pròpia creada amb 
BioRender.com.  
 

 

3.3.3. Immunoassaig amb suport de microarray 
 

Per dur a terme l’immunoassaig, els vidres es van fixar en un adaptador (una gradeta de silicona) 

que actua com a suport i divideix el suport sòlid en 24 pouets, cadascun dels quals conté de forma 

individualitzada una matriu de spots. En primer lloc van bloquejar els vidres amb 2% de BSA en 

tampó carbonat/bicarbonat 0,5M pH 9,6 durant 1 hora a temperatura ambient. Seguidament es 

van aplicar els sèrums d’anàlisi diluïts a una concentració 1:50 en tampó RIA i es va deixar incubar 

durant 1h 30 minuts a temperatura ambient. Es van rentar les plaques 6 vegades i es va afegir 

l’anticòs secundari, que permet la detecció dels autoanticossos d’estudi presents a la mostra, 

marcat amb el fluorocrom Alexa Fluor 647 a una dilució 1:250. Es va incubar a temperatura 

ambient durant 1 hora. Per concloure l’assaig, es van repetir novament els 6 rentats i es va dur a 

terme la lectura de fluorescència dels slides, amb una longitud d’ona d’excitació de 633nm i 

d’emissió de 647nm. La lectura es va dur a terme emprant l’equip Scan Array GX Plus, que permet 

el càlcul de la homogeneïtat de la intensitat com a coeficient de variació entre spots individuals i 

entre spots diferents. Per tal d’acceptar els resultats, es va concloure que el coeficient de 

variabilitat (CV) ha de ser inferior al 25%. Per l’assaig final, amb els 8 pèptids quimèrics, amb 
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l’objectiu de millorar la intensitat del spot, es va augmentar el temps d’incubació dels sèrums a 2 

hores i es va fer servir una dilució de l’anticòs secundari menys diluïda (1:100).  

 

3.3.4. Anàlisis estadístiques dels resultats dels microarrays 
 

Els resultats dels nivells de fluorescència de cadascun dels pèptids d’assaig es va obtenir després 

de dues lectures dels càlculs mitjans dels tres spots replicats i testats per cada pèptid. Dels spots, 

analitzats per triplicat, com a mínim dos havien de ser acceptats per tal d’obtenir resultats vàlids. 

Si després de l’anàlisi per validar cada spot, en alguna anàlisi sèrum/pèptid no hi havia com a 

mínim dos spots vàlids, es va descartar el sèrum per l’anàlisi global. Es va establir un coeficient 

de variació màxim de 25% entre els dos spots replicats. Per cada pèptid es van restar els nivells 

mitjans del corresponent pèptid control per tal d’analitzar la fluorescència específica de la 

citrul·lina. 

 

Per determinar les diferències entre els grups d’anàlisi, es va treballar amb el test de prova de 

signes de Wilcoxon, un test no paramètric ja que les distribucions no es van poder assumir com 

a normals. Es va dur a terme la comparació dels resultats obtinguts amb el suport de microarray 

amb els d’ELISA pels mateixos pèptids quimèrics. L’associació entre els valors obtinguts amb els 

microarrays i els obtinguts amb ELISA van ser analitzats amb el test no paramètric de correlació 

de Spearman. Per comparar percentatges, es va fer servir el test de proporcions de dues mostres. 

La comparació i les anàlisis de les corbes ROC, així com la resta d’anàlisis estadístiques es van 

calcular amb el programari estadístic STATA 15.0352.  
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4. SÈRUMS 
 
 

S’han inclòs mostres de diferents col·leccions de pacients en els anàlisis que s’han dut a terme i 

són presentats com a resultats en la Tesi Doctoral. En totes elles es va obtenir consentiment 

informat per part dels donants de les mostres biològiques. A continuació es descriuen l’origen de 

les mostres analitzades en els diferents estudis.  

 

4.1. Anàlisi de detecció d’ACPAs amb pèptids citrul·linats en suport de microarray 
 

 

En aquest assaig s’han inclòs sèrums que formen part de tres grups d’anàlisi diferents. S’han 

inclòs 70 sèrums de pacients d’AR que complien els criteris de classificació ACR/EULAR revisats 

de 2010. Tots eren pacients de la Unitat de Reumatologia de l’Hospital Clínic de Barcelona. El 

grup control està format per 70 sèrums obtinguts de donants de banc de sang del mateix hospital. 

Finalment, es van incloure 70 sèrums de pacients d’artritis psoriàsica del mateix centre després 

de la confirmació del compliment dels criteris de CASPAR. Aquests pacients es van incloure com 

a grup control de malalties reumàtiques inflamatòries (amb fenotip similar a l’AR) per la 

determinació de l’especificitat de l’assaig respecte l’AR.  

 

4.2. Anàlisi de detecció d’AMPAs amb pèptids quimèrics, proteïnes carbamilades i proteïnes 
modificades amb adductes de MAA 

 

Per els assaigs de determinació d’AMPAs realitzats amb els diferents pèptids quimèrics amb 

múltiples PTMs (citrul·linació, homocitrul·linació, acetilació i adductes de MAA), proteïnes 

carbamilades i proteïnes modificades amb adductes de MAA, es va treballar amb una cohort de 

178 pacients d’AR diagnosticats d’acord al compliment dels criteris  ACR/EULAR revisats de 2010. 

Tots els pacients provenen de la Unitat de Reumatologia de l’Hospital Clínic de Barcelona, on 

s’han fet les determinacions i s’ha comprovat el compliment dels criteris. Es van excloure pacients 

que presentaven artritis inflamatòria d’altres tipus. El grup control d’aquest assaig està composat 

per 120 mostres provinents de donants de sang del mateix hospital.  
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4.3. Anàlisi comparatiu de RP vs AR 
 

Es va dur a terme l’assaig preliminar comparatiu del perfil ACPA i anti-CarP entre pacients d’AR i 

pacients de RP. Les mostres incloses pertanyen a 45 pacients de RP obtingudes en el moment del 

diagnòstic i que es corresponen a RP d’inici, recollides com a part d’un assaig clínic multicèntric 

(PALABA, NCT03669367).  Els pacients inclosos com a grup control són en aquest cas pacients 

d’AR establerta seleccionats de l’estudi que forma part d’aquesta tesi (Apartats 2 i 3 de Resultats) 

i per tant, de la població d’AR descrita en el punt anterior (4.2).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



Pèptids sintètics i proteïnes amb modificacions post-traduccionals 
per a la detecció de biomarcadors en l’artritis reumatoide 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resultats 
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1. Disseny, preparació i desenvolupament de microarrays peptídics per la 
detecció d’anticossos contra pèptids/proteïnes citrul·linades en pacients 
d’artritis reumatoide 

 
1.1 Síntesi i caracterització dels diferents pèptids quimèrics  
 

Els diferents pèptids quimèrics inclosos als assaigs duts a terme per el desenvolupament de 

microarrays peptídics estan formats per fragments peptídics de vàries proteïnes les quals es 

troben citrul·linades en pacients d’AR. Aquests fragments són els corresponents a la a-fibrina 

(617-631), la vimentina (47-72), l’enolasa (5-21) i la filagrina (306-324). Les posicions 

d’introducció de la citrul·lina es van determinar en base a estudis previs fets al nostre grup en el 

cas de les fraccions de a-fibrina141 i vimentina144. El fragment de l’enolasa es correspon a l’antigen 

prèviament descrit i que constitueix el test CEP-1146. En el cas de la filagrina es tracta del pèptid 

cíclic de filagrina que constitueix el test CCP1137.  

 

Per dur a terme l’assaig es van incloure pèptids formats per dominis de dues proteïnes diferents, 

anomenats pèptids quimèrics. Aquesta decisió es deu a resultats previs obtinguts al nostre grup 

en què es va mostrar una elevada antigenicitat vers aquest tipus de construccions 

peptídiques142,144,261. En aquests assaigs previs també es va determinar la capacitat diagnòstica 

de diferents pèptids que han estat finalment inclosos en els immunoassaigs com a part d’aquest 

apartat. Els noms, fragments peptídics i estructures primàries dels diferents pèptids quimèrics 

inclosos en l’assaig es mostren en la Taula 9.  

 

Els pèptids ja prèviament testats en immunoassaigs  d’ELISA són els pèptids quimèrics que 

inclouen fragments de vimentina i fibrina o filagrina (CFVCP i CVFCP)144  i els pèptids que inclouen 

fragments de fibrina i filagrina141 (CFFCP-1, CFFCP-2 i CFFCP-3). Com a antígens nous testats en 

aquest assaig per primera vegada trobem el pèptid quimèric de fibrina i enolasa citrul·linat 

(CFECP), el pèptid quimèric de vimentina i enolasa citrul·linat (CVECP) i el pèptid quimèric 

d’enolasa i filagrina citrul·linat (CEFCP).  

 

De forma paral·lela a la síntesi dels pèptids quimèrics citrul·linats, es van també sintetitzar en la 

seva forma control. Aquests pèptids presenten la mateixa estructura primària que els fragments 

inclosos en els pèptids quimèrics però en les posicions on els pèptids d’estudi presenten 

citrul·lines, aquests mantenen les arginines natives. La seva nomenclatura inclou una R en 

referència a les arginines que presenten (CFFCP-R, CFVCP-R, CVFCP-R, CFECP-R, CVECP-R i CEFCP-

R).  
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Pèptid Fragments proteïnes Estructura 

CFFCP-1 Fibrina/Filagrina 
 

CFFCP-2 Fibrina/Filagrina 
 

CFFCP-3 Fibrina/Filagrina 
 

CFECP Fibrina/Enolasa 
 

CFVCP Fibrina/Vimentina 
 

CVECP Vimentina/Enolasa 
 

CEFCP Enolasa/Filagrina 
 

CVFCP Vimentina/Filagrina 
 

  

Taula 9: Estructures primàries dels pèptids quimèrics citrul·linats derivats de les proteïnes fibrina, 
filagrina, vimentina i enolasa emprats als assaigs inclosos en aquest apartat.   
 
 

Els pèptids inclosos a l’assaig havien estat sintetitzats, ciclats i purificats a l’USiBAP amb 

anterioritat. El balanç especificitat/sensibilitat dels pèptids CFFCP-1, CFFCP-2, CFFCP-3, CFVCP i 

CVFCP havien estat calculats ens els estudis mencionats prèviament. Els resultats  d’aquest balanç 

en cadascun dels pèptids individuals van resultar satisfactoris i conseqüentment van ser 

considerats per la seva inclusió en el present estudi enfocat al disseny d’un sistema múltiplex. 

 

Els pèptids CFECP, CVECP i CEFCP havien estat prèviament sintetitzats, però encara no se n’havia 

testat la capacitat diagnòstica com antígens. Per aquest estudi, els tres pèptids van ser 

caracteritzats, i posteriorment testats en els immunoassaigs en format ELISA per determinar-ne 

la validesa de forma prèvia a la seva inclusió en el disseny múltiplex. La caracterització es va dur 

a terme mitjançant UPLC i espectrometria de masses. En tots els casos es va confirmar una puresa 

superior al 95% i l’anàlisi per espectrometria de masses va permetre comprovar que la síntesi 

s’havia donat de forma correcta (Figures 22, 23 i 24).  
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Figura 22: Caracterització per UPLC-MS del pèptid CFECP. (A) Caracterització de l’elució del pèptid CFECP 
en un equip d’UPLC Acquity BEH amb una columna C18 (2,1x100mm, 1,7µm). El gradient emprat és linear 
(5%-100% de solvent B – 20mM d’àcid fòrmic en ACN – en solvent A – 20mM d’àcid fòrmic en H2O) durant 
10 minuts a 0,3mL/min. (B) Espectre de masses registrat en mode d’ió positiu dins d’un rang de m/z de 
500-2500. La relació de m/z calculades teòricament són les següents:  [M+2H]+2=1915,46, 
[M+3H]+3=1277,31, [M+4H]+4=958,24, [M+5H]+5=766,79, [M+6H]+6=639,16, [M+7H]+7=547,99; 
experimental m/z: [M+2H]+2=1915,95, [M+3H]+3=1277,99, [M+4H]+4=958,73, [M+5H]+5=766,98, 
[M+6H]+6=639,32, [M+7H]+7=548,27.  
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Figura 23: Caracterització per UPLC-MS del pèptid CEFCP. (A) Caracterització de l’elució del pèptid CFECP 
en un equip d’UPLC Acquity BEH amb una columna C18 (2,1x100mm, 1,7µm). El gradient emprat és linear 
(5%-100% de solvent B – 20mM d’àcid fòrmic en ACN – en solvent A – 20mM d’àcid fòrmic en H2O) durant 
10 minuts a 0,3mL/min. (B) Espectre de masses registrat en mode d’ió positiu dins d’un rang de m/z de 
500-2500. La relació de m/z calculades teòricament són les següents:   [M+3H]+3=1431,02, 
[M+4H]+4=1073,51, [M+5H]+5=859,01; [M+6H]+6=716,01, [M+7H]+7=613,87, [M+8H]+8=537,26; 
experimental m/z: [M+3H]+3=1432,02, [M+4H]+4=1074,27, [M+5H]+5=859,61; [M+6H]+6=716,34, 
[M+7H]+7=614,15, [M+8H]+8=537,63. 
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Figura 24: Caracterització per UPLC-MS del pèptid CVECP. (A) Caracterització de l’elució del pèptid CFECP 
en un equip d’UPLC Acquity BEH amb una columna C18 (2,1x100mm, 1,7µm). El gradient emprat és linear 
(5%-100% de solvent B – 20mM d’àcid fòrmic en ACN – en solvent A – 20mM d’àcid fòrmic en H2O) durant 
10 minuts a 0,3mL/min. (B) Espectre de masses registrat en mode d’ió positiu dins d’un rang de m/z de 
500-2500. La relació de m/z calculades teòricament són les següents: [M+3H]+3=1625,14, 
[M+4H]+4=1219,11, [M+5H]+5=975,49; [M+6H]+6=813,07; experimental m/z: [M+3H]+3=1625,78, 
[M+4H]+4=1219,35, [M+5H]+5=975,68; [M+6H]+6=813,23. 
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1.2 Resultats de la determinació d’ACPA emprant ELISA com immunoassaig 
 
 

Les molècules peptídiques novament dissenyades CEFCP, CFECP i CVECP es van emprar com 

antígens en un immunoassaig tipus ELISA per a la detecció d’anticossos de la família ACPA, de 

l’isotip IgG, en una cohort de 100 pacients d’AR i en 87 mostres de donants de banc de sang, tal 

i com s’havia fet prèviament amb la resta de pèptids141,144 que també van formar part del 

multiplex. Els antígens es van unir de manera covalent a plaques Costar. 

 

La comparació dels resultats obtinguts amb les mostres d’AR i de les mostres de donants de banc 

de sang, el grup control de l’experiment, van permetre fer la representació de les corbes ROC de 

cadascun dels antígens d’estudi. La representació de les corbes ROC, els valors de les àrees sota 

la corba (AUC, de l’anglès area under curve), els valors predictius positius, valors predictius 

negatius i els valors de sensibilitat establint una especificitat del 98,85% es mostren a continuació 

(Taula 11, Figura 25). Amb els resultats obtinguts en aquesta prova ELISA es va poder determinar 

que tots ells presentaven un balanç de sensibilitat/especificitat i que, per tant, eren bons 

candidats per ser inclosos en l’estudi simultani del tipus microarray que va incloure les diferents 

estructures quimèriques citrul·linades.  

 

 CFECP CVECP CEFCP 

Àrea sota la corba 

(95% IC) 

0,78 

 (0,71;0,86) 

0,71 

(0,64;0,79) 

0,78 

(0,71;0,85) 

             Sensibilitat (%) 56 37 63 

Valor predictiu positiu 

(95% IC) 

98,2%  

(91,6;100) 

97,4%  

(86,2;99,9) 

98,4%  

(90,6;100) 

Valor predictiu negatiu 

(95% IC) 

66,2%  

(57,3;74,2) 

57,7%  

(49,4;65,8) 

69,9%  

(61;77,9) 

 

 Taula 11: Resultats estadístics obtinguts de l’anàlisi dels pèptids CFECP, CVECP i CEFCP emprats com a 
antígens per la detecció d’ACPA en una població de pacients d’AR (n=100) i mostres del banc de sang (grup 
control, n=87).  
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Figura 25: Anàlisis mitjançant corbes ROC dels pèptids CEFCP, CVECP i CFECP. Resultats obtinguts de la 
comparació en la cohort de pacients d’AR (n=100) vs donants de banc de sang (grup control, n=87).  
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1.3 Optimització del protocol d’immunoassaig dels microarrays peptídics 
 
Una vegada seleccionats els pèptids que s’havien d’incloure en l’assaig en format microarray, es 

va començar a treballar en l’optimització dels assaigs en aquesta nova superfície, procés essencial 

per trobar les millors condicions de treball. Per dur a terme aquest procés d’optimització, en 

primer lloc es va treballar amb els pèptids quimèrics de fibrina i filagrina (CFFCP-1, CFFCP-2 i 

CFFCP-3). Es van escollir aquests tres antígens peptídics per a optimitzar l’immunoassaig degut a 

l’extensiva caracterització que se n’havia fet en assaigs previs al grup141,142,261. Per dur a terme les 

diferents proves incloses en el  procés d’optimització, cadascun dels pèptids va ser imprès en el 

vidre per quintuplicat.  

 

Els paràmetres que es van tenir en consideració per optimitzar l’assaig van incloure el tipus de 

modificació del portaobjectes per poder unir covalentment el pèptid d’assaig i el tipus de tampó 

emprat per la dilució del pèptid i posterior acoblament al portaobjectes. Per dur a terme aquestes 

anàlisis comparatives, es van testar 24 sèrums diferents entre els quals es van incloure tant 

mostres de pacients d’AR (n=18) com mostres de banc de sang com a control (n=6).  

 

1.3.1 Enllaç del pèptid al portaobjectes  
 
 
En aquesta primera anàlisi es van comparar les diferències obtingudes entre l’acoblament 

covalent dels pèptids al portaobjectes mitjançant dos grups funcionals diferents:  

 

1) Portaobjectes derivatitzats al laboratori amb (3-glicidiloxipropil)-trimetoxisilà (GPTMS) i 

que presenten a la superfície grups epoxi per unir els pèptids.  

2) Portaobjectes comercials (NHS microarray substrate slides – Arrayit, CA, USA) que 

presenten a la seva superfície ester de N-hidroxisuccinimida per unir els pèptids.  

 

L’assaig es va dur a terme en condicions idèntiques en els dos tipus de portaobjectes. A cada 

matriu/pouet d’assaig es van imprimir els pèptids per quintuplicat en la superfície dels 

portaobjectes tal i com s’ha descrit prèviament a l’apartat 3.3.1 del capítol de Materials i 

Mètodes. Un cop impresos els pèptids als diferents portaobjectes, es va dur a terme 

l’immunoassaig seguint el protocol descrit a l’apartat 3.3.3 del capítol de Materials i Mètodes.  
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Es va observar la reactivitat esperada en els dos grups ja que en alguns dels pacients del grup 

d’AR seropositius, la reactivitat era evident. En el cas de les mostres de banc de sang no 

s’observava cap reactivitat, i només en alguns casos es mostrava una reactivitat residual que es 

reflectia en forma d’spots poc visibles amb una fluorescència molt tènue (Figura 26).  

 

La comparació de la lectura de fluorescència dels resultats dels immunoassaigs fets amb els dos 

tipus de vidre va mostrar, clarament, una major reactivitat en el cas dels vidres derivatitzats amb 

GPTMS. Addicionalment, també es va poder observar de forma clara que els spots del vidre 

derivatitzat del laboratori presentaven una major homogeneïtat entre els quintuplicats dels 

pèptids i la variació entre els diferents punts del mateix pèptid imprès per quintuplicat era 

clarament inferior en el cas dels vidres derivatitzats amb grups epoxi. Aquestes clares diferències 

ens van fer decantar per la funcionalització epoxi com a la millor condició i per tant, la base 

correcta per seguir optimitzant l’assaig (Figura 26). 

 

 

 

 

 

Figura 26: Comparació dels resultats obtinguts amb els portaobjectes derivatitzats en les dues 
condicions d’anàlisi. Exemple dels resultats obtinguts en les diferents condicions d’assaig fent l’anàlisi d’un 
sèrum de pacient d’AR i d’una mostra control provinent del banc de sang. En la figura es pot comprovar 
com els vidres tractats amb GPTMS presenten spots de cada pèptid més homogenis que els vidres que 
presenten NHS-ester. En la comparació d’AR vs BS dins de cadascun dels vidres s’observen les diferències 
evidents i esperades en els nivells de reactivitat dels dos grups en front als pèptids citrul·linats.  Imatge 
d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
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1.3.2 Tampó de dilució del pèptid  
 
Un cop determinades les millors condicions en relació al suport sòlid, es va procedir a analitzar la 

segona condició d’assaig que es pretenia optimitzar, el tampó emprat en la dilució del pèptid per 

poder ser imprès en el portaobjectes. L’estudi es va dur a terme de la mateixa manera que en 

l’apartat anterior. Es van derivatitzar els slides necessaris per realitzar l’assaig comparatiu amb 

GPTMS i es va dur a terme la impressió dels pèptids diluïts en els dos tampons d’assaig: tampó 

Arrayit comercial i tampó Carbonat/bicarbonat pH=9,6 preparat al laboratori.  

 

Els resultats obtinguts en les mostres d’AR positives van permetre mostrar a simple vista una 

major homogeneïtat dels spots en el cas de les mostres impreses en el vidre diluïdes en tampó 

carbonat preparat fresc al laboratori abans de dur a terme la dilució. Tant la forma dels diferents 

punts d’impressió quintuplicats de cadascun dels pèptids d’assaig com la seva homogeneïtat eren 

més reproduïbles en el cas del tampó carbonat (Figura 27). L’anàlisi de les dades obtingudes amb 

aquest assaig preliminar d’optimització també va apuntar que la dilució dels pèptids en tampó 

carbonat permetia una major detecció de casos positius d’ACPA, i per tant una major sensibilitat. 

Així doncs, es va concloure la millor opció era l’ús del tampó carbonat.  

 

 

 
Figura 27: Comparació dels resultats obtinguts amb els slides amb el pèptid imprès en els dos tipus de 
tampó analitzats. Exemple dels resultats obtinguts en les diferents condicions d’assaig fent l’anàlisi d’un 
sèrum de pacient d’AR i d’una mostra control provinent del de banc de sang. En la figura es pot comprovar 
com els vidres on el pèptid aplicat ha estat dissolt en tampó carbonat presenten spots més homogenis que 
els vidres on el pèptid aplicat ha estat dissolt en tampó comercial. En la comparació d’AR vs BS en vidres 
tractats amb les mateixes condicions s’observen les diferències evidents i esperades en els nivells de 
reactivitat dels dos grups en front als pèptids citrul·linats.  Imatge d’autoria pròpia creada amb 
BioRender.com 
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1.4 Resultats de la determinació d’ACPA emprant microarrays peptídics  

 
L’anàlisi va consistir en la comparació de la reactivitat als 8 pèptids quimèrics citrul·linats aplicats 

per triplicat en cada portaobjectes, en diferents cohorts d’estudi – una població de 70 pacients 

d’AR, 70 mostres de donants del banc de sang i 70 mostres de pacients d’aritritis psoriàsica (PsA). 

Les mostres dels pacients de PsA van ser incloses en l’assaig per poder determinar l’especificitat 

del test respecte altres malalties reumàtiques. Es va escollir la PsA degut a la similitud de 

manifestació de símptomes clínics i inflamació que comparteix amb l’AR.  

 

1.4.1 Resposta ACPA i nivells de fluorescència observats 
 

Els immunoassaigs es van dur a terme en els vidres derivatitzats amb grups epoxi sobre els quals 

es van imprimir els pèptids dissolts en tampó carbonat/bicarbonat seguint el protocol descrit a 

l’apartat 3.3.3 del capítol de Materials i Mètodes. Es van observar clarament nivells més alts de 

de fluorescència (RUs, de response units) en els sèrums d’AR en els spots on hi havia units els 

pèptids citrul·linats. En la resta de parelles de mostres/pèptids, aquests resultats eren molt 

inferiors. És a dir, en els sèrums d’AR/pèptids control, mostres de banc de sang/pèptid citrul·linat 

o control i mostres de PsA/pèptids citrul·linats o control, els nivells d’intensitat de fluorescència 

eren més baixos, tal i com s’exemplifica a la Figura 28.  

 

 
 
Figura 28: Representació gràfica de les intensitats de fluorescència obtingudes en les diferents 
combinacions de sèrum/tipus de pèptid. En els resultats de les tres combinacions es mostra a la part 
superior la resposta a un pèptid citrul·linat i a la part inferior la resposta al control d’arginina. Les mostres 
analitzades en les matrius mostrades a la figura es corresponen a: A) Un sèrum d’AR positiu per ACPA, B) 
un sèrum del grup control ACPA negatiu i C) un sèrum d’un pacient de PsA ACPA negatiu.  
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1.4.2 Càlcul de la variabilitat i criteris d’inclusió a l’assaig 
 

Després de la lectura de la intensitat de fluorescència, en primer lloc es va dur a terme l’anàlisi 

de variabilitat entre els triplicats de cadascun dels pèptids inclosos en l’assaig. Per cada sèrum es 

va analitzar el CV de cada pèptid citrul·linat i el seu control respectiu. Es va determinar que per 

dur a terme els càlculs finals era necessari que com a mínim 2 dels punts triplicats de cada pèptid 

fossin vàlids en termes d’homogeneïtat i la combinació dels dos o tres spots acceptats havien de 

presentar un CV inferior al límit establert per poder ser inclòs el sèrum en l’assaig.  

 

A nivell global es va observar clarament com en les parelles on els nivells de fluorescència eren 

baixos, el CV era més elevat que en el cas de la parella on es mostrava una fluorescència alta 

(AR/pèptids citrul·linats). D’acord amb això, es va decidir excloure de l’estudi els sèrums que 

presentessin un CV>30% en les mostres de baixa intensitat i CV>25% en les mostres d’alta 

intensitat. Els sèrums finalment inclosos en l’estudi de la capacitat diagnòstica del test (Taula 12) 

són aquells on tant el resultat obtingut pel pèptid citrul·linat com pel pèptid control van presentar 

com a mínim 2 spots amb un CV inferiors als límits establerts (Figura 29). 

 

 
 

Figura 29: Diagrama de flux explicatiu del procés de validació dels resultats obtinguts per cadascun dels 
pèptids testats en pacients d’AR, BS i PsA. Es consideraran reproduïbles les mostres amb un CV <25% en 
parelles de pèptid/sèrum amb alta intensitat (RUs) i amb un CV<30% en parelles de pèptid/sèrum amb 
baixa intensitat (RUs). Imatge d’autoria pròpia creada amb BioRender.com 
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Artritis reumatoide (n=70) 

Pèptid 
citrul·linat 

Sèrums 
descartats 
(CV>25%) 

Pèptid 
Control 

Sèrums 
descartats 
(CV>30%) 

Parelles de pèptid 
citrul·linat/control 

descartades 

Sèrums 
inclosos en 

l’assaig 
CFFCP1 20  (28.57%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36  (51.43%) 34 

CFFCP2 21  (30.00%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36  (51.43%) 34 

CFFCP3 10  (14.29%) CFFCP-R 21 (30.00%) 26  (37.14%) 44 

CFECP 16  (22.86%) CFECP-R 21 (30.00%) 32  (45.71%) 38 

CFVCP 0  (0.00%) CFVCP-R 13 (18.57%) 13  (18.57%) 57 

CVECP 15  (21.43%) CVECP-R 13 (18.57%) 24  (34.29%) 46 

CEFCP 6 (8.57%) CEFCP-R 21 (30.00%) 25  (35.71%) 45 

CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 13 (18.57%) 18  (25.71%) 52 
 

Mostres de banc de sang (n=70) 

Pèptid 
citrul·linat 

Sèrums 
descartats 
(CV>30%) 

Pèptid 
Control 

Sèrums 
descartats 
(CV>30%) 

Parelles de pèptid 
citrul·linat/control 

descartades 

Sèrums 
inclosos en 

l’assaig 
CFFCP1 7  (10.00%) CFFCP-R 14  (20.00%) 20  (28.57%) 50 

CFFCP2 20  (28.57%) CFFCP-R 14 (20.00%) 30  (42.86%) 40 

CFFCP3 14  (20.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 24  (34.29%) 46 

CFECP 10  (14.29%) CFECP-R 11 (15.71%) 18  (25.71%) 52 

CFVCP 3  (4.29%) CFVCP-R 7  (10.00%) 10  (14.29%) 60 

CVECP 13  (18.57%) CVECP-R 7  (10.00%) 17 (24.29%) 53 

CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 11  (15.71%) 13 (18.57%) 57 

CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 7  (10.00%) 14  (20.00%) 56 
 

Artritis psoriàsica (n=70) 

Pèptid 
citrul·linat 

Sèrums 
descartats 
(CV>30%) 

Pèptid 
Control 

Sèrums 
descartats 
(CV>30%) 

Parelles de pèptid 
citrul·linat/control 

descartades 

Sèrums 
inclosos en 

l’assaig 
CFFCP1 9  (12.86%) CFFCP-R 3  (4.29%) 12  (17.14%) 58 

CFFCP2 29  (41.43%) CFFCP-R 3  (4.29%) 32 (45.71%) 38 

CFFCP3 11  (15.71%) CFFCP-R 3  (4.29%) 14  (20.00%) 56 

CFECP 8  (11.43%) CFECP-R 14  (20.00%) 18  (25.71%) 52 

CFVCP 1  (1.43%) CFVCP-R  6  (8.57%) 7 (10.00%) 63 

CVECP 10  (14.29%) CVECP-R 6  (8.57%) 15  (21.43%) 55 

CEFCP 3  (4.29%) CEFCP-R 14  (20.00%) 17 (24.29%) 53 

CVFCP 7  (10.00%) CVFCP-R 6 (8.57%) 13 (18.57%) 57 

 

Taula 12: Número de sèrums descartats i inclosos en les diferents cohorts d’estudi incloses en l’assaig 
(AR, BS i PsA) com a conseqüència de l’alta variabilitat observada entre els spots per triplicat de cadascun 
dels pèptids analitzats. Els resultats de la primera columna fan referència a la resposta als pèptids 
citrul·linats mentre que els de la segona fan referència a la resposta als pèptids control. La tercera columna 
fa referència al nombre de sèrums exclosos degut a que la resposta observada en el pèptid citrul·linat i/o 
control ha excedit el límit de CV. L’última columna fa referència al número de sèrums amb CV inferiors al 
límit tant per el pèptid citrul·linat com per el control respectiu i que han estat finalment inclosos en l’assaig.  
El CV límit emprat en les parelles de sèrum/pèptid amb nivells d’alta intensitat és el 25% mentre que en les 
parelles de sèrum/pèptid amb nivells de baixa intensitat de fluorescència ha estat el 30%.  
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1.4.3 Resultats de cada pèptid inclòs dins el microarray peptídic 
 
Per determinar la capacitat diagnòstica individual de cadascun dels pèptids en l’assaig es va 

treballar amb els sèrums inclosos després de la primera anàlisi, de tal manera que el nombre de 

sèrums d’assaig de cadascun d’ells era lleugerament diferent. Es va fer una anàlisi mitjançant 

corbes ROC de la capacitat discriminativa individual de cadascun dels pèptids quimèrics inclosos 

en l’assaig. Per poder fer aquests càlculs es van tenir en compte i comparar els resultats dels 

valors obtinguts en la cohort d’AR i la cohort de BS com a control (Figura 30).  

 

 

 
Figura 30: Anàlisis per corbes ROC dels resultats dels microarrays obtinguts en els pèptids citrul·linats 
quimèrics inclosos en l’assaig en les cohorts d’AR i BS.  
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Per determinar la sensibilitat (Taula 13) i especificitat de cadascun dels pèptids en la detecció 

d’AR es va treballar amb els valors de reactivitat obtinguts després de restar-ne la reactivitat del 

pèptid control. Tenir en compte el valor obtingut en el pèptid control a l’hora de determinar la 

reactivitat final de l’antigen citrul·linat ens permet concloure que la reactivitat final observada és 

exclusivament donada per l’efecte de la presència de la citrul·lina i que per tant la PTM és la regió 

de l’epítop coneguda.  

 

Per altra part, es va voler observar l’efecte de la subtracció del valor del control en els resultats 

obtinguts de sensibilitat i especificitat de cada antigen. Es va observar que en termes generals, 

per la majoria de pèptids, tenir en compte el control feia augmentar la sensibilitat i per tant 

donava millors resultats. Només en el pèptid CFVCP restar la reactivitat del pèptid control va 

resultar en una lleugera disminució de la sensibilitat. En els pèptids CFECP i CEFCP, no hi havia 

diferències en la positivitat observada tenint en compte o no el pèptid control. Els resultats finals 

de sensibilitat s’han obtingut amb la reactivitat resultant de fer la resta entre la versió citrul·linada 

i la control. Per poder comparar les sensibilitats obtingudes s’ha treballat sempre establint aquest 

valor en referència a una especificitat del 98%.  

 

 

Pèptid Àrea sota la corba (95% IC) Sensibilitat 

CFFCP-1 0,77 (0,64;0,89) 58,8 

CFFCP-2 0,84 (0,74;0,95) 67,7 

CFFCP-3 0,94 (0,89;0,99) 79,6 

CFECP 0,89 (0,80;0,97) 78,9 

CFVCP 0,71 (0,61;0,81) 36,8 

CVECP 0,90 (0,83;0,98) 84,8 

CEFCP 0,92 (0,85;0,99) 84,4 

CVFCP 0,95 (0,91;0,95) 80,8 

 

Taula 13: Sensibilitats de cadascun dels diferents pèptids inclosos en l’assaig multiplex després de restar 
el seu control respectiu, amb una especificitat del 98%. Resultats obtinguts de la comparació del grup de 
pacients d’AR vs el grup de BS com a grup control.  
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La positivitat observada en els diferents grups inclosos en l’assaig es mostra en la Taula 14. Els 

resultats indiquen que els donants de banc de sang i els pacients d’artritis psoriàsica es 

comporten de manera similar i mostren una reactivitat molt baixa en comparació als pacients 

d’AR. 

 

 

  

Artritis reumatoide Bancs de sang Artritis psoriàsica 

Sèrums 
analitzats 

Sèrums 
positius (%) 

Sèrums 
analitzats 

Sèrums 
positius (%) 

Sèrums 
analitzats 

Sèrums 
positius (%) 

CFFCP1 34 20 (58.8) 50 1 (2.0) 58 0 (0.0) 
CFFCP2 34 23 (67.7) 40 0 (0.0) 38 1 (2.6) 
CFFCP3 44 35 (79.6) 46 0 (0.0) 56 0 (0.0) 
CFECP 38 30 (78.9) 52 1 (1.9) 52 5 (9.6) 
CFVCP 57 21 (36.8) 60 1 (1.7) 63 0 (0.0) 
CVECP 46 39 (84.8) 53 1 (1.9) 55 3 (5.5) 
CEFCP 45 38 (84.4) 57 1 (1.8) 53 0 (0.0) 
CVFCP 52 42 (80.8) 56 1 (1.8) 57 0 (0.0) 

 

Taula 14: Positivitat observada per cadascun dels pèptids analitzats en els diferents grups inclosos en 
l’assaig. El nombre de sèrums analitzats s’expressa en nombre absolut mentre que en nombre de sèrums 
positius s’expressa en nombre absolut i percentatge, que es correspon a la proporció de sèrums positius 
respecte el total de sèrums inclosos a la mostra. En el cas dels AR, es correspon al valor de la sensibilitat.   
 

 

 

Dins els pacients d’AR es mostren diferències entre els epítops analitzats. El pèptid que mostra 

una menor sensibilitat en aquest assaig és el pèptid quimèric de fibrina/vimentina (CFVCP), 

mentre que les altres combinacions de dominis proteics mostren nivells de sensibilitat més alts.  
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1.5 Comparació dels dos mètodes d’immunoassaig 
 
Per dur a terme la comparació entre els resultats obtinguts amb el suport de microarray i els 

obtinguts emprant el mètode d’ELISA es va treballar amb valors sense corregir d’aquells 

sèrums/pèptids dels quals es tenia la informació pels dos assaigs. Els resultats de les 

comparacions es mostren a la Figura 31. La comparació es va fer mitjançant el càlcul del coeficient 

de correlació de Spearman, que en tots els casos va donar valors satisfactoris (entre 0.7 i 0.83, 

sent l’1 el màxim valor de correlació que es pot obtenir). Es va poder confirmar la correlació dels 

resultats obtinguts entre els pèptids analitzats pels dos mètodes de forma significativa (p<0.001).  

 

 
 

Figura 31: Relació dels valors de unitats de fluorescència (RUs) obtinguts en els microarrays i les 
corresponents unitats de densitat òptica (OD) obtinguts en els assaigs d’ELISA. Es comparen els resultats 
obtinguts en mostres de pacients d’AR. S’inclouen els resultats gràfics i el detall del nombre de sèrums 
inclosos en cada anàlisi (n), així com els valors obtinguts dels coeficients de Spearman (rs) amb el seu 
interval de confiança al 95% (95%CI). 
 

 

 



120 
 

1.6 Comparació amb el test comercial CCP3 
 
1.6.1 Correlació entre els nivells d’anticossos detectats amb CCP3 i la positivitat simultània 

de pèptids en el microarray 

 

Finalment, per poder determinar la validesa del microarray desenvolupat, es va dur a terme la 

comparació dels resultats obtinguts, amb el nostre model, respecte els resultats obtinguts amb 

l’actual gold standard de detecció d’ACPAs en AR, el test CCP3. Es va fer una anàlisi de regressió 

lineal comparant els nivells d’anticossos detectats per CCP3 i el nombre de pèptids pels quals 

s’havia detectat una resposta positiva en el nostre multiplex. El resultat obtingut confirma que 

correlacionen bé (r2=0,7567) i que la relació és positiva, és a dir, que es pot concloure que un 

augment dels nivells d’anticossos detectats amb CCP3 correlaciona de forma directa amb un 

major nombre de pèptids detectats de forma simultània amb el nostre sistema múltiplex. El 

model és estadísticament significatiu (p = 0,0023) (Figura 32).  

 
 

Figura 32: Model de regressió linear entre els dos assaigs estudiats. S’observa que hi ha una associació 
positiva entre els valors mitjans d’anticossos detectats amb el test comercial CCP3 i el nombre de pèptids 
que es detecten de forma simultània amb el multiplex dissenyat.  
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1.6.2 Comparació individual de cadascun dels pèptids respecte el test comercial CCP3 
 
En primer lloc es va comparar el rendiment diagnòstic de cadascun dels pèptids inclosos de forma 

individual en comparació amb el test CCP3. Per cada pèptid, els sèrums inclosos en l’assaig per 

determinar el rendiment són diferents com a conseqüència del procediment ja explicat de 

validació dels resultats. Un cop determinats quins sèrums es van considerar per l’assaig en 

cadascun dels pèptids, es va determinar el percentatge que havien estat classificats com a 

seropositius mitjançant el test CCP3 i es va dur a terme la comparació que es mostra a continuació 

(Taula 15).  

 

Pèptid 
Nº mostres acceptades 

segons el seu CV 

Nº mostres positives de 

cada pèptid 

Nº mostres 

positives per CCP3  
p-valor 

CFFCP1 34 20 (58.8) 30 (88.2) 0.006 

CFFCP2 34 23 (67.7) 31 (91.2) 0.016 

CFFCP3 44 35 (79.6) 38 (86.4) 0.395 

CFECP 38 30 (78.9) 33 (86.8) 0.361 

CFVCP 57 21 (36.8)  49 (86.0) 0.000 

CVECP 46 39 (84.8) 39 (84.8) 1.000 

CEFCP 45 38 (84.4) 40 (88.9) 0.535 

CVFCP 52 42 (80.8) 44 (84.6) 0.604 

 

Taula 15: Resultats de la comparació estadística de la sensibilitat individual de cada pèptid testat i els 
resultats obtinguts en el mateix grup de sèrums analitzats pel test comercial CCP3. En verd es mostren 
els p-valors que no mostren diferències significatives entre la positivitat dels dos assaigs comparats i en 
vermell es mostren els tres casos en els que s’observen diferències entre els dos assaigs.  
 
Tal i com es mostra en la taula anterior, hi ha tres pèptids que es comporten de forma 

significativament discordant respecte el test CCP3 en termes de mostres positives detectades 

emprant el mateix grup de pacients. La resta de pèptids no mostren resultats que es puguin 

considerar significativament diferents, presentant en tots els casos nivells de positivitat alts i molt 

propers als obtinguts amb el gold-standard CCP3. Aquests resultats es van tenir en compte per 

dur a terme les diferents comparatives globals de l’assaig multiplex vs el test CCP3. Els resultats 

es mostren a continuació.  
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1.6.3 Determinació del punt de tall de positivitat en l’assaig multiplex  
 
Per establir els criteris òptims de determinació del punt de tall de l’assaig multiplex, es va dur a 

terme un estudi de la concordança entre els resultats de positivitat del microarray, tenint en 

compte diferents condicions per establir la positivitat, i els obtinguts en el test CCP3. En aquesta 

comparativa es van incloure els resultats de 66 pacients dels quals es tenia informació de la 

resposta a un pèptid o més, mentre que els 4 restants van ser exclosos. Emprant els resultats de 

positivitat ACPA detectada amb CCP3 com a referència, es va calcular la sensibilitat i especificitat 

que tindria el nostre multiplex amb dos punts de tall diferents (2 o 3 pèptids positius simultanis). 

Dins de cadascun dels punts de tall estudiats, es va també analitzar si l’exclusió dels pèptids amb 

pitjor sensibilitat (CFFCP-1, CFFCP-2 i/o CFVCP) tenia algun efecte en la capacitat diagnòstica del 

test global.  

 

1.6.3.1 Punt de tall 1:  ³3 pèptids (+) 
 
 

Es va establir com a punt de tall de positivitat la presència mínima de 3 pèptids positius de forma 

individual per considerar el multiplex com a positiu de forma global. Es va comparar el balanç 

diagnòstic obtingut en funció del nombre de pèptids inclosos/descartats en l’assaig. Es van tenir 

en compte els diferents escenaris:  

 

a) Inclusió de tots els pèptids – 8 pèptids en l’assaig: 

 

En la primera anàlisi es van tenir en compte els 8 pèptids inclosos en l’assaig i es va establir que 

per considerar el microarray com a positiu a nivell global, s’havien de detectar 3 o més pèptids 

positius de forma simultània. Amb aquests paràmetres, la sensibilitat global del test era del 76,4% 

amb una especificitat del 90,9%. Es van detectar 42 casos positius del total de 55 que s’havien 

considerat positius per CCP3 i 10 negatius del total d’11 que s’havien considerat negatius per 

CCP3 (Taula 16, apartat A). 

 

b) Exclusió dels pèptids CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP – 5 pèptids d’assaig 

 

En segon lloc ens es va repetir l’assaig però en aquest cas només es van incloure els resultats 

obtinguts amb 5 pèptids. Es van excloure els pèptids que havien mostrat una diferència 

estadísticament significativa en l’anàlisi individual de la comparació de positivitat detectada amb 

cadascun dels pèptids vs el test CCP3 (Taula 15), els pèptids CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP.  
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Per treballar amb aquestes condicions, es va haver d’excloure un nou sèrum d’AR del qual no es 

disposava de la informació necessària pels pèptids restants que s’estaven analitzant, i el nombre 

global de mostres incloses va ser de 65. Els resultats obtinguts en aquestes condicions eren de 

64,8% de sensibilitat i 90,9% d’especificitat. En aquestes condicions, es detectaven 35 casos del 

total de 54 casos detectats amb CCP3, mentre que la detecció de casos negatius es va mantenir 

igual que en les condicions d’anàlisis anteriors – 10 negatius del total d’11 considerats per CCP3. 

La sensibilitat doncs, va baixar respecte a l’anterior anàlisi en que es tenien en compte els 8 

pèptids de forma simultània (Taula 16, apartat B).  

 

c) Exclusió dels pèptids CFFCP-1, CFFCP-2  – 6 pèptids d’assaig 

 

Finalment, es va realitzar una última anàlisi, en el qual es van tenir en compte 6 pèptids i es va 

dur a terme l’anàlisi amb un total de 65 pacients. Es van mantenir els pèptids de l’anàlisi anterior 

i es va recuperar el pèptid CFVCP, que havia estat prèviament exclòs. En aquest cas, la sensibilitat 

de l’assaig era del 72,2% i l’especificitat es va mantenir en el 90,9%. Es van detectar com a positius 

39 casos del total de 54 casos positius detectats per CCP3 mentre que es van considerar negatius 

amb el múltiplex 10 sèrums del total d’11 sèrums considerats negatius amb CCP3 (Taula 16, 

apartat C).  

 

1.6.3.2  Punt de tall 2:  ³2 pèptids (+) 
 

Aquestes mateixes anàlisis es van realitzar considerant positiu el microarray quan només dos o 

més dels pèptids són positius de forma simultània, i els resultats obtinguts per les diferents 

condicions (5, 6 o 8 pèptids inclosos) són similars o moderadament superiors en termes de 

sensibilitat (8 pèptids inclosos: 85,5 vs 76,4; 6 pèptids inclosos: 81,5 vs 72,2; 5 pèptids inclosos 

(79,6 vs 64,8). L’especificitat, en canvi, es va veure notablement afectada ja que es van passar a 

considerar positius en el múltiplex sèrums que són negatius pel CCP3. Els canvis són notables (8 

pèptids inclosos: 63,6 vs 90,9; 6 pèptids inclosos: 72,7 vs 90,9; 5 pèptids inclosos: 72,7 vs 90,9). 

D’aquesta manera, els resultats perden especificitat respecte els resultats obtinguts amb el test 

CCP3 (Taula 16, apartats D-F).  
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Taula 16: Anàlisis de l’especificitat del test multiplex desenvolupat en comparació als resultats 
obtinguts amb el test ELISA comercial CCP3 en funció dels pèptids inclosos en l’assaig i del criteri de 
positivitat establert pel multiplex. El punt de tall per la positivitat de l’assaig CCP3 és de 20UA/mL; els 
sèrums amb valors iguals o superior són considerats seropositius. A) Resultats del multiplex que inclou 8 
pèptids de l’assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha ³3 positius simultanis. B) Resultats del 
multiplex que inclou 5 pèptids de l’assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha ³3 positius 
simultanis. Els pèptids exclosos de l’assaig són CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP. C) Resultats del multiplex que 
inclou 6 pèptids de l’assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha ³3 positius simultanis. Els pèptids 
exclosos són CFFCP-1 i CFFCP-2. D) Resultats del multiplex que inclou 8 pèptids de l’assaig, establint que el 
multiplex és positiu quan hi ha ³2 positius simultanis. E) Resultats del multiplex que inclou 5 pèptids de 
l’assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha ³2 positius simultanis. Els pèptids exclosos de 
l’assaig són CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP. F) Resultats del multiplex que inclou 6 pèptids de l’assaig, establint 
que el multiplex és positiu quan hi ha ³2 positius simultanis. Els pèptids exclosos són CFFCP-1 i CFFCP-2.  
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1.6.4 Determinació de la sensibilitat i especificitat global del microarray 
 
 

 

Els resultats mostrats en l’apartat anterior ens van servir per determinar el punt de tall de 

positivitat com a ³3 pèptids positius simultanis. Amb aquest punt de tall es va determinar el 

resultat global de sensibilitat i especificitat del disseny multiplex en la mostra analitzada 

comparant els resultats obtinguts del grup d’AR vs el grup de BS i PsA. Un cop establert aquest 

paràmetre la conclusió va ser clara. Només en el grup de pacients d’AR es va mostrar una 

positivitat simultània de 3 pèptids o més. Es va detectar en 40 pacients, de tal manera que es va 

observar una sensibilitat del 61,4%. Tant en el grup de BS com el de PsA, no hi  ha cap sèrum amb 

reactivitat envers 3 o més especificitats fines. Per tant, establint aquest punt de tall de positivitat, 

s’obté una especificitat del 100%.  

 

 

En el grup de BS només hi ha 5 pacients que presenten positivitat en una de les especificitats fines 

analitzades i un únic cas on un sèrum es pot considerar positiu per dos pèptids de forma 

simultània. En el grup d’artritis psoriàsica els resultats són molt similars i només hi ha 3 casos on 

es detecta positivitat per dos dels antígens i 3 casos més on només es detecta positivitat respecte 

un pèptid. En la resta de sèrums no es detecta positivitat en cap antigen testat. En el grup d’AR 

hi ha 4 sèrums que han estat descartats per tots els pèptids d’anàlisi i dels quals no es disposa 

d’informació. En el grup de PsA i BS això no s’ha donat en cap cas (Taula 17).  

 

 

Els patrons de reactivitat (Figura 33) confirmen la presència d’ACPAs que es detecten amb 

diferents especificitats fines de forma simultània en els pacients d’AR i que no són detectades en 

els grups emprats com a control. D’aquesta manera, amb aquest assaig es pot identificar una 

resposta específica dels ACPAs en el grup d’AR i determinar que aquesta resposta ACPA es dóna 

envers la presència de múltiples epítops.  
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N° pèptids positius al múltiplex Artritis reumatoide Banc de sang Artritis psoriàsica 

0 9 (12.9) 65 (92.9) 64 (91.4) 

1 (+) o 2 (+) 14 (20) 5 (7.1) 6 (8.6) 

³ 3 (+) 43 (61.4) 0 (0) 0 (0) 

Número de sèrums exclosos de l’assaig 4 (5.7) 0 (0) 0(0) 

Total (%) 70 (100) 70 (100) 70 (100) 

 

Taula 17: Relació de positivitats simultànies detectades envers les diferents especificitats fines incloses 
en el microarray en les diferents cohorts d’estudi. Entre parèntesis es mostra el percentatge respecte el 
total de la mostra.  
 
 
 
 
 

 
Figura 33: Patrons de reactivitat envers els 8 pèptids quimèrics citrul·linats inclosos en l’assaig del 
múltiplex en les tres cohorts d’estudi (AR, BS i PsA). 
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2. Pèptids quimèrics cíclics amb múltiples modificacions post-traduccionals 
com antígens per la detecció d’AMPAs en pacients d’artritis reumatoide 
greu 

 
2.1 Optimització de la metodologia de l’ELISA 
 
2.1.1 Comparació dels mètodes d’unió del pèptid a la placa d’ELISA 
 
El primer pas de l’anàlisi inclòs en aquest apartat va consistir en la comparació de diferents 

mètodes d’unió d’un pèptid quimèric citrul·linat i cíclic de fibrina i filagrina (CFFCP-1) al suport de 

poliestirè de les plaques d’ELISA. Els dos mètodes d’unió comparats van ser per una banda l’ús 

de plaques Nunc Amino Immobilizer que presenten grups electròfils a la superfície adients per 

formar enllaços covalents amb el grup amino terminal del pèptid i d’altra banda l’ús de plaques 

MaxiSorp derivatitzades amb la proteïna anàloga de l’estreptavidina anomenada NeutrAvidin®, 

per formar una interacció biològica d’alta afinitat.  

 

En el primer cas, el pèptid no va requerir cap modificació per ser presentat a la placa ja que la 

unió es dóna mitjançant el grup a-amino de la seqüència peptídica. En canvi, per poder dur a 

terme la unió del pèptid a la NeutrAvidin® , es requereix que el pèptid estigui biotinilat. La 

biotinilació es va dur a terme mitjançant l’addició d’un grup N-Biotinyl-NH-(PEG)2-COOH a 

l’extrem N-terminal del pèptid. Es va emprar aquest tipus de biotina ja presenta un espaiador de 

dos grups de polietilenglicol, el que facilita que es pugui donar una exposició adequada de la 

seqüència peptídica i per tant dels epítops que es pretenen presentar per la detecció 

d’anticossos. Amb aquesta metodologia, a més, es requereix una quantitat menor tant de pèptid, 

com de sèrum i d’anticossos secundaris per poder realitzar els assaigs amb unes condicions bones 

d’assaig/soroll de fons baix i un ratio alt de senyal/soroll.  

 

2.1.1.1 Síntesi i caracterització dels antígens peptídics 
 

Tant la síntesi del pèptid CFFCP-1 com la del CFFCP-1 biotinilat s’havien donat de forma prèvia al 

laboratori. El pèptid Biotina-CFFCP-1 havia estat també prèviament purificat i caracteritzat, i es 

va incloure directament a l’assaig sense requerir cap pas addicional. En el cas del pèptid CFFCP-

1, es disposava de la peptidil-resina. En aquest cas, per obtenir el pèptid en la seva forma ciclada 

i purificada, es va realitzar l’escissió del CFFCP-1 de la resina i posteriorment es va ciclar i purificar. 

L’anàlisi per HPLC a escala analítica (Figura 34) mostra un alt grau de puresa (>95%). El rendiment 

d’escissió del pèptid CFFCP-1  de la resina va ser del 62,3%, mentre que el rendiment de la ciclació 
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i posterior purificació va ser del 15%. El rendiment global de síntesi va ser del 9,4%. L’anàlisi per 

espectrometria de masses va confirmar la seva correcta identitat (Taula 18).  

 

 
 
Figura 34: Seqüència aminoacídica i espectre d’HPLC analític de cadascun dels pèptids confirmant un 
>95% de puresa. (A) Seqüència aminocídica del pèptid CFFCP-1 i cromatograma d’HPLC a escala analítica 
obtingut amb el gradient linear 1-25% de solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A  (H2O + 0,05% de TFA) 
durant 20 minuts a un flux d’1mL/min, després d’un isocràtic de 5 minuts al 1% de solvent B. (B) Seqüència 
aminoacídica del pèptid CFFCP-1 biotinilat i cromatograma d’HPLC a escala analítica obtingut amb el 
gradient linear 5-95% de solvent B (ACN + 0,05% TFA)  en solvent A  (H2O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts 
a un flux d’1mL/min, després d’un isocràtic de 5 minuts al 5 de solvent B.  
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 CFFCP-1 Biotina-CFFCP-1 
m/z teòriques m/z experimental m/z teòriques m/z experimental 

[M+3H]+3 1333,47 1333,32 - - 

[M+4H]+4 1000,35 999,99 1136,01 1136,06 

[M+5H]+5 800,48 800,39 909,01 909,25 

[M+6H]+6 667,24 666,99 757,67 757,37 

[M+7H]+7 572,06 571,85 649,58 649,45 

[M+8H]+8 500,68 500,37 568,51 568,15 

 

Taula 18: Relacions m/z teòriques i experimentals dels dos pèptids emprats en l’assaig de comparació 
dels mètodes d’unió a la placa d’ELISA.  
 
2.1.1.2 Assaig comparatiu dels dos mètodes d’ELISA 
 

Per determinar quin dels dos millors mètodes d’unió a la placa donaven millor resultats en termes 

de reproduïbilitat, es van calcular els coeficients de variació intra-placa i inter-placa. A nivell 

experimental l’assaig va consistir en l’anàlisi de 40 sèrums d’AR per duplicat en la mateixa placa 

dies diferents. Aquestes anàlisis ens van permetre determinar els coeficients de variabilitat intra-

assaig i inter-assaig.  

 

La mitjana + l’error estàndard de la mitjana calculat pel pèptid biotinilat en la comparació intra-

assaig era de 3,7±0,4 i la inter-assaig era de 12,7±2,1. Els resultats obtinguts amb el pèptid no 

biotinilat van mostrar coeficients de variació més alts tant intra-assaig (9,9±1,0) com inter-assaig 

(32,5±3,8). La comparació dels valors dels coeficients de variació dels dos grups va confirmar la 

presència de diferències estadísticament significatives (p<0.0001) tant intra-assaig com inter-

assaig (Figura 35). D’acord amb criteris prèviament establerts353,354 que parlen d’un màxim de CV 

intra-assaig i inter-assaig d’entre el 15 i el 20%, i en vista dels resultats obtinguts en la 

comparativa, es va decidir treballar amb el protocol d’unió biotina-NeutrAvidin®. En 

conseqüència tots els pèptids que es van sintetitzar i emprar en l’anàlisi en passos posteriors, van 

ser biotinilats.  

 
Figura 35: Comparació de la variabilitat intra-assaig (A) i inter-assaig (B) obtinguda amb els assaigs fets 

amb les dues condicions d’unió del pèptid a la placa. 
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2.2 Síntesi de pèptids quimèrics homocitrul·linats i citrul·linats 
 
2.2.1 Síntesi i caracterització dels antígens peptídics 
 
En base a l’estructura quimèrica del pèptid CFFCP-1, que havia estat àmpliament estudiat i 

caracteritzat en assaigs previs del nostre grup, es va decidir dissenyar i sintetitzar tres noves 

estructures que combinen la presència d’homocitrul·lina i citrul·lina en la seva estructura de 

forma simultània. Les homocitrul·lines es van introduir en el fragment corresponent a la a-fibrina 

(617-631), més concretament a les posicions 620 i/o 625 on a la seqüència nativa hi hauria una 

lisina (Taula 19). En els tres casos es va incorporar durant el procés de síntesi el grup N-Biotinil-

NH-(PEG)2-COOH a l’extrem N-terminal dels pèptids. Una vegada acabada la síntesi i dut a terme 

el desancoratge de la resina, es va induir la formació d’un pont disulfur mitjançant l’eliminació 

dels grups protectors Acm i l’oxidació dels residus de cisteïna presents a la seqüència del domini 

de la filagrina. De forma paral·lela també es va obtenir l’estructura control corresponent a aquests 

pèptids, anomenada CFFCP-R i que presenta arginines en les posicions on els tres antígens 

presenten PTMs.  

 

De forma anàloga a com s’havia fet amb el pèptid CFFCP-1, es van purificar les diferents molècules 

peptídiques i en tots els casos es van obtenir amb un grau de puresa >95% (Figura 36). Els 

rendiments de l’escissió de cadascun dels pèptids de la matriu polimèrica insoluble, del 

procediment de ciclació i purificació i el rendiment global de la síntesi estan indicats a la Taula 19.  

Es va confirmar la correcta identificació de la molècula per espectrometria de masses (Taula 20).  

 

Pèptid Estructura Resc Rcic+pur Rsín 

Biotina-CFFCHP-1  57,1 20,0 11,4 

Biotina-CFFCHP-2  50,1 23,7 11,8 

Biotina-CFFCHP-3  55,7 24,6 13,7 

Biotina-CFFCP-R  43,4 16,0 7,0 

 
Taula 19: Seqüències aminoacídiques, rendiment d’escissió (Resc), rendiment de ciclació + purificació 
(Rcic+pur) i rendiment de síntesi (Rsín) dels tres pèptids citrul·linats/homocitrul·linats. Els valors que fan 
referència al resultat de cadascun dels tres rendiments (escissió, ciclació + purificació i síntesi) s’expressen 
en %.  
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Figura 36: Espectre d’HPLC analític de cadascun dels pèptids confirmant un >95% de puresa. Espectres 
obtinguts amb el gradient linear 5-95% de solvent B (ACN + 0,05% TFA)  en solvent A  (H2O + 0,05% de TFA) 
durant 20 minuts a un flux d’1mL/min, després d’un isocràtic de 5 minuts al 5 de solvent B.  (A) 
Cromatograma d’HPLC a escala analítica del pèptid Biotina-CFFCHP-1. (B) Cromatograma d’HPLC a escala 
analítica del pèptid Biotina-CFFCHP-2. (C) Cromatograma d’HPLC a escala analítica del pèptid Biotina-
CFFCHP-3. (D) Cromatograma d’HPLC a escala analítica del pèptid Biotina-CFFCP-R. 
 
 
 
 

 
Biotina-CFFCHP-1 Biotina-CFFCHP-2 Biotina-CFFCHP-3 Biotina-CFFCP-R 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

[M+4H]+4 1146,52 1146,79 1146,52 1146,57 1157,27 1157,59 1135,52 1135,32 

[M+5H]+5 917,42 917,50 917,42 917,25 926,02 926,14 908,61 908,46 

[M+6H]+6 764,68 764,86 764,68 764,53 771,85 772,02 757,35 757,04 

[M+7H]+7 655,58 655,74 655,58 655,46 661,73 661,88 649,30 649,17 

[M+8H]+8 573,76 573,90 573,76 573,53 579,14 579,3 568,26 568,03 

 

Taula 20: Relació de m/z teòriques i experimentals dels diferents pèptids quimèrics inclosos a l’assaig.  
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2.2.2 Assaig de detecció d’AMPA emprant els tres antígens peptídics 
 

Els pèptids quimèrics cíclics citrul·linats (Biotina-CFFCP-1) i els pèptids 

homocitrul·linats/citrul·linats (Biotina-CFFCHP-1, Biotina-CFFCHP-2, Biotina-CFFCHP-3), així com 

el seu respectiu pèptid control (Biotina-CFFCP-R) van ser inclosos en assaigs de tipus ELISA amb 

una unió del pèptid biotinilat a la NeutrAvidin® de la placa derivatitzada. Es van testar 178 sèrums 

de pacients de RA establerta i 120 mostres de donants del banc de sang, que van ser emprades 

com a mostres control. En aquest cas, les anàlisis es van dur a terme amb 3 isotips diferents: IgG, 

IgA i IgM. Amb la representació de les corbes ROC (Figura 37) a partir de la resposta dels dos 

grups d’anàlisi es va poder determinar el punt de tall de cada antigen peptídic/isotip i determinar 

la sensibilitat a una especificitat fixada al 95%. Donat que per dur a terme aquestes anàlisis, 

només es va treballar amb la versió biotinilada de cadascuns dels pèptids, per simplicitat a l’hora 

de descriure la resposta anti-AMPA detectada amb cadascun d’ells, aquesta és identificada 

simplement amb el nom de l’antigen corresponent, sense fer menció específica a la presència de 

biotina. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 21.  

 

 
 
Figura 37: Representació de les corbes ROC obtingudes amb els tres isotips d’estudi amb els antígens 
peptídics que combinen citrul·lina i homocitrul·lina. La distribució de les corbes ROC representades es 
distribueix de la següent manera: primera fila es correspon a l’isotip IgG, la segona fila es correspon a l’isotip 
IgA i la tercera fila es correspon a l’isotip IgM. La distribució mostra els resultats obtinguts del pèptid 
Biotina-CFFCHP-1 a la primera columna, els del pèptid Biotina-CFFCHP-2 a la segona columna i els del pèptid 
Biotina-CFFCHP-3 a la tercera columna. 
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 Punt de tall (UA/mL) 

 IgG IgA IgM 

Anti-CFFCP-1 ≥11,5 ≥8,5 ≥55,0 

Anti-CFFCHP-1 ≥18,0 ≥20,5 ≥52,5 

Anti-CFFCHP-2 ≥15,0 ≥21,5 ≥60,0 

Anti-CFFCHP-3 ≥17,5 ≥26,5 ≥84,5 

 
Taula 21: Valors del punt de tall determinat per cada antigen amb una especificitat del 95%. Els valors 
s’han calculat fent la comparació dels resultats obtinguts en la població d’AR (n=178) vs la població control 
provinent de mostres del banc de sang (n=120).  
 
 
 
La distribució de la resposta anti-AMPA (anti-CFFCHP-1, anti-CFFCHP-2 i anti-CFFCHP-3) i anti-

ACPA (anti-CFFCP-1) s’ha analitzat pels 3 isotips d’estudi. Els resultats van confirmar que l’isotip 

més rellevant en la resposta tant anti-ACPA com anti-AMPA d’aquests pacients era l’IgG. Per 

aquest isotip, la proporció de pacients que van mostrar resposta anti-ACPA és del 56,7% mentre 

que la positivitat per les 3 especificitats fines anti-AMPA presenta valors propers (de 58,4%  anti-

CFFCHP-1, 57,8% anti-CFFCHP-2 i 57,3% anti-CFFCHP-3).  

 

En l’isotip IgA, en canvi, es van observar nivells lleugerament més alts de positivitat (36%, 39,3% 

i 36% respectivament) en les respostes anti-AMPA amb les 3 especificitats fines que presenten 

una estructura amb citrul·lines i homocitrul·lines que en la resposta anti-ACPA determinada per 

la resposta al pèptid CFFCP-1 (33,7%).  

 

Per l’isotip IgM es van obtenir resultats similars en termes de positivitat per les quatre 

especificitats fines analitzades. Es va observar una resposta anti-AMPA en 21,3% dels pacients 

quan es va testar amb el pèptid CFFCHP-1 i aquesta va augmentar lleugerament quan l’antigen 

emprat va ser el pèptid CFFCHP-2 o CFFCHP-3, on es va observar una resposta positiva en el 23% 

dels pacients. La positivitat i els nivells medians d’AMPA detectats amb cada pèptid/isotip es 

mostren a la Taula 22.  
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Població d’AR (n=178)  α-IgG  α-IgA  α-IgM  

Positivitat (%) anti-CFFCP-1 101 (56,7) 60 (33,7) 40 (22,5) 
Mediana dels nivells anti-CFFCP-1 (IQR) 
UA/mL 

45 (456) 0 (55) 0 (48) 
Positivitat (%) anti-CFFCHP-1 104 (58,4) 64 (36,0) 37 (21,3) 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) 
UA/mL 

55 (469) 6 (52) 0 (40) 
Positivitat (%) anti-CFFCHP-2 103 (57,8) 70 (39,3) 41 (23,0) 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) 
UA/mL 

52 (590) 12 (66) 0 (52) 
Positivitat (%) anti-CFFCHP-3 102 (57,3) 64 (36,0) 41 (23,0) 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) 
UA/mL 

69 (503) 18 (54) 0 (73) 
 

Taula 22: Resum de la resposta anti-ACPA i anti-AMPA observada en la població d’AR (n=178). En els 
resultats que fan referència a la positivitat, el primer nombre fa referència al nombre absolut de pacients 
positiu de la població mentre que entre parèntesis s’indica el percentatge de la població al que correspon. 
Pel que fa a la mediana dels nivells, s’expressa en nombre absoluts el valor de la mediana i entre parèntesis 
es fa referència als valors corresponents al rang interquartílic de la mostra.  
 
 

2.3 Resposta AMPA i relació amb la malaltia pulmonar intersticial 
 
 
En base a resultats recentment publicats pel nostre grup en el que es va trobar una relació 

estadísticament significativa entre la resposta anti-CarP en pacients d’AR i la presència d’una 

manifestació extra-articular, amb una alta mortalitat, com és la malaltia pulmonar intersticial 125, 

es va dividir la cohort d’AR (n=178) en dos grups de pacients diferents – els que presenten aquesta 

afectació pulmonar i els que no la pateixen. Així doncs es van establir dos grups d’anàlisi per la 

seva comparació que van consistir en 37 pacients AR-ILD i 141 pacients que només presenten AR 

(sense ILD, AR-no ILD).   

 

En dur a terme la comparativa entre la resposta anti-AMPA i anti-ACPA pels 3 isotips en els dos 

subgrups dins la cohort d’AR, es va trobar també una diferència significativa entre els dos grups 

amb les especificitats fines que contenen tant homocitrul·lina com citrul·lina, i que per tant 

inclourien la resposta anti-CarP. La resposta AMPA amb les 3 especificitats era més freqüent en 

el grup d’AR-ILD i els nivells d’anticossos observats també eren més alts en el grup d’AR-ILD. Les 

diferències eren estadísticament significatives per la resposta AMPA dels isotips IgA i IgM, i va 

destacar la diferència observada quan l’anàlisi es duia a terme amb l’especificitat fina CFFCHP-1, 

sobretot en l’isotip IgA (Figura 38).  
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Figura 38: Comparació dels resultats obtinguts en la cohort d’AR-ILD (n=37) vs AR-no ILD (n=141) pels 
isotips IgG (primera fila), IgA (segona fila) i IgM (tercera fila). Es considera estadísticament significatiu quan 
el p-valor<0,05. Quan aquest valor no és significatiu, al gràfic s’indica amb les inicials ns. * indica p<0,05, 
** indica p<0,01 i *** indica p<0,001. 
 
 

2.4 Síntesi de diferents fragments de fibrina amb noves combinacions de modificacions post-
traduccionals 

 

Degut a que l’AR-ILD ha estat associada amb la presència d’autoanticossos anti-CarP, amb 

l’objectiu d’estudiar la contribució d’altres respostes AMPA, vam decidir sintetitzar un pèptid 

cíclic quimèric de fibrina i filagrina que inclogués les tres modificacions post-traduccionals de 

forma simultània, citrul·linació, homocitrul·linació i acetilació.  

 

Abans de dur a terme la síntesi d’aquest pèptid, i amb l’objectiu d’optimitzar el disseny de 

l’estructura peptídica que finalment seria emprada com antigen, es va realitzar un estudi 

preliminar en el qual es van sintetitzar una sèrie de 10 pèptids basats en el domini a-fibrina (617-

631), biotinilats en el seu extrem a-amino, en els quals es van afegir diferents combinacions de 

PTMs, i també un pèptid control en el qual no hi havia cap PTM. En aquest estudi preliminar 

realitzat es va treballar només amb aquest domini per agilitzar-ne la síntesi.  

 

El disseny dels 11 pèptids analitzats va consistir en l’ús de la base del domini ja esmentat, sobre 

la qual, en 9 d’ells es van introduir diferents combinacions de PTMs introduïdes en els aminoàcids 
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susceptibles a patir-les de forma natural. És a dir, es van introduir citrul·lines en posició d’arginina 

i homocitrul·lines/acetil lisina en la posició de la lisina. El desè pèptid amb PTMs (Pèptid 11) va 

ser dissenyat en base a l’estructura del pèptid CFFCHP-1, ja que aquest era el que havia mostrat 

diferències més grans entre el grup AR-ILD vs AR-no-ILD en la detecció d’AMPA-IgA. En el P11 es 

va mantenir la posició de la homocitrul·lina i de la citrul·lina i només es va afegir l’acetil lisina en 

la lisina que estava disponible.  L’onzè pèptid és el control (P1).  

 

D’entre els 10 pèptids, n’hi havia 3 que contenien les 3PTMs de forma simultània. Aquests tres 

(P9, P10 i P11) van ser els determinants per l’elecció del domini que havia d’incloure el futur 

pèptid quimèric. La resta de pèptids van permetre confirmar si existia una resposta AMPA 

detectable de forma independent de la presència de citrul·lina. Això era important per poder 

determinar de forma empírica el valor afegit d’incloure cadascuna de les PTMs.  

 

La síntesi dels 11 pèptids es va donar de forma exitosa. El llistat de les seqüències d’aminoàcids, 

en el que es mostren les diferents combinacions de PTMs incloses i la seva posició en l’estructura, 

els rendiments d’escissió de la resina, de purificació i el rendiment global de la síntesi estan 

indicats a la Taula 23.  

 

Pèptid Modificacions Estructura Resc Rpur Rsín 

Biotina-P1 Pèptid control Biotinyl-PEG2-HSTKRGHAKSRPVRG 72,0 49,1 35,4 

Biotina-P2 Citrul·lina Biotinyl-PEG2-HSTKCitGHAKSRPVCitG 82,3 52,4 43,4 

Biotina-P3 Homocitrul·lina  Biotinyl-PEG2-HSThCitRGHAhCitSRPVRG 91,2 43,8 40,2 

Biotina-P4 Acetil lisina  Biotinyl-PEG2-HSTK(Ac)RGHAK(Ac)SRPVRG 96 31,0 29,7 

Biotina-P5 Cit/hCit Biotinyl-PEG2-HSThCitCitGHAhCitSRPVCitG 93,2 57,8 53,9 

Biotina-P6 K(Ac)/Cit Biotinyl-PEG2-HSTK(Ac)CitGHAK(Ac)SRPVCitG 94,9 57,2 54,2 

Biotina-P7 K(Ac)/hCit Biotinyl-PEG2-HSTK(Ac)RGHAhCitSRPVRG 84,7 50,1 42,4 

Biotina-P8 hCit/K(Ac) Biotinyl-PEG2-HSThCitRGHAK(Ac)SRPVRG 90,3 42,7 38,6 

Biotina-P9 K(Ac)/Cit/hCit Biotinyl-PEG2-HSTK(Ac)CitGHAhCitSRPVCitG 89,3 66,3 59,2 

Biotina-P10 hCit/Cit/K(Ac) Biotinyl-PEG2-HSThCitCitGHAK(Ac)SRPVCitG 91,1 57,2 52,1 

Biotina-P11 K(Ac)/hCit/Cit Biotinyl-PEG2-HSTK(Ac)RGHAhCitSRPVCitG 90,2 55,5 50,1 

Taula 23: Seqüències primàries de les diferents versions del pèptid d’a-fibrina (617-631) amb PTMs, i 
rendiments d’escissió, purificació i síntesi. El pèptid P1 es correspon al fragment d’a-fibrina (617-631) en 
la seva forma nativa i correspon al pèptid control de l’assaig. Els pèptids P2-P4 inclouen una única PTM 
(citrul·linació (Cit), homocitrul·linació (hCit) o acetilació (K(Ac))). Del P5 al P8 són pèptids que combinen la 
presència de 2 PTMs de forma simultània. Del P9 al P11 són pèptids que combinen la presència de 3 PTMs 
de forma simultània.  
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Un cop finalitzada la síntesi es va dur a terme la caracterització mitjançant HPLC a escala analítica 

i espectrometria de masses. La relació de masses esperades i obtingudes de cadascun dels 

pèptids es detalla a la Taula 24. En tots els casos es va confirmar una puresa superior al 95%.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Taula 24: Relació de m/z esperades i obtingudes dels diferents pèptids derivats d’a-fibrina (617-631).  
 
 
 
Com que la finalitat experimental d’aquest estudi era fer un screening per a decidir la posició 

d’acetilació en la seqüència només es va treballar amb sèrums de pacients d’AR i es va analitzar 

l’isotip IgG, ja que es tracta de l’isotip majoritari. Els estudis a cada placa van incloure controls 

positius i negatius.  

 

En aquest assaig preliminar es va decidir testar també la reactivitat de la barreja física dels pèptids 

i comparar-la a la reactivitat individual detectada amb cadascun dels pèptids, per poder 

comprovar, tal i com s’ha descrit prèviament 216, que l’exposició dels antígens es pot veure 

 
Biotina-P1 Biotina-P2 Biotina-P3 Biotina-P4 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

[M+2H]+2 1109,29 1109,07 1110,27 1109,75 1152,32 1151,45 1151,32 1150,57 

[M+3H]+3 739,86 729,32 740,52 740,16 768,55 768,17 767,88 767,49 

[M+4H]+4 555,15 554,94 555,64 555,41 576,66 576,40 576,16 575,93 

[M+5H]+5 444,32 444,23 444,72 - 461,53 - 461,17 - 

 
Biotina-P5 Biotina-P6 Biotina-P7 Biotina-P8 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

m/z 

teòriques 

m/z 

experimental 

[M+2H]+2 1153,30 1152,73 1152,31 1151,66 1151,82 1151,25 1151,82 1151,18 

[M+3H]+3 769,20 768,85 768,54 768,24 768,22 767,83 768,22 767,83 

[M+4H]+4 577,15 576,80 576,66 576,40 576,42 576,13 576,42 576,13 

[M+5H]+5 461,92 - 461,53 - 461,33 461,09 461,33 461,30 

 Biotina-P9 Biotina-P10 Biotina-P11 

m/z teòriques m/z experimental m/z teòriques m/z experimental m/z teòriques m/z experimental 

[M+2H]+2 1152,80 1152,13 1152,80 1152,26 1151,84 1151,72 

[M+3H]+3 768,87 768,51 768,87 768,57 768,23 768,24 

[M+4H]+4 576,90 576,67 576,90 576,68 576,42 576,47 

[M+5H]+5 461,73 - 461,73 - 461,34 - 
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afectada i acabar generant resultats diferents, que afecten a la sensibilitat de l’assaig. L’anàlisi de 

la reactivitat de cada pèptid es va dur a terme després de restar-ne la reactivitat al pèptid control.  

 

Els resultats obtinguts i representats en format de mapa de calor amb els tres pèptids que 

presenten una única modificació (Figura 39) van mostrar clarament diferències de reactivitat que 

van en línia amb les observacions prèvies on es demostra que la citrul·linació és la PTM més 

rellevant, i conseqüentment aquella on s’observa una major reactivitat. Tot i així, també cal 

destacar la presència de sèrums que no mostren reactivitat o aquesta és molt baixa cap al pèptid 

citrul·linat i en canvi si que presenten una resposta vers les estructures que només presenten 

modificacions a la lisina (homocitrul·lina o acetil lisina), com el cas dels sèrums 7, 97 o 186. Aquest 

resultat dóna suport a les hipòtesis que investiguen aquestes modificacions com a rellevants en 

el context de l’AR amb independència de la citrul·linació.  

 
 
Figura 39: Mapa de calor de la reactivitat observada en unitats de densitat òptica dels 178 sèrums 
testats amb els 3 pèptids que presenten 1 PTM.  Es mostra la reactivitat en front al pèptid citrul·linat (Cit), 
pèptid homocitrul·linat (hCit) i pèptid amb acetil lisina (K(Ac)). Es remarquen amb un quadre vermell els 
tres casos de sèrums mencionats en el que es mostra que hi ha resposta anti-CarP i AAPA però no es detecta 
resposta ACPA o aquesta és molt baixa.  
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Es va dur a terme l’anàlisi comparatiu de la resta de pèptids amb diferents combinacions de PTMs 

per determinar si hi havia i quina seria, a priori, una combinació que ens permetés detectar una 

major reactivitat, i per tant, resposta AMPA. En aquesta comparativa es va incloure també l’opció 

de fer la barreja física dels diferents antígens. Els resultats es mostren novament en forma de 

mapa de calor, amb el color canviant en funció de la reactivitat observada (Figura 40).  

 

La comparativa dels 10 pèptids que presenten 1 o més PTMs van reafirmar que la presència de 

citrul·lina és un element clau, ja que els pèptids que la contenen (P5, P9, P10 i P11) són els que 

mostren una major resposta. Els pèptids amb 3 PTMs (P9, P10 i P11) van detectar una resposta 

AMPA més alta que el pèptid 5 en algun sèrum (per exemple, el 110). Aquest resultat podria tenir 

relació amb la detecció d’una resposta AAPA. Aquesta resposta AMPA independent d’ACPA es 

confirma també en la reactivitat observada en front als pèptids 7 i 8 (combinació 

d’homocitrul·lina/acetil lisina) que presenta algun pacient, com és el cas del sèrum 186. Vist el 

valor que aporta cada PTM, sembla que els pèptids que combinen les 3 seran útils en la detecció 

una resposta més àmplia.  

 

 
 
Figura 40: Mapa de calor de la reactivitat observada en unitats de densitat òptica dels 178 sèrums 
testats amb la resta de pèptids amb múltiples PTMs. S’enquadren en vermell els pèptids que contenen 
citrul·lina en la seva estructura (P5, P6, P9, P10 i la barreja física de pèptids) i en verd els que no contenen 
citrul·lina (P7 i P8). 
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La comparació de la reactivitat mitjana dels pèptids 9, 10 i el P11, els tres pèptids que inclouen 

les 3 PTMs, va mostrar resultats similars. Els resultats obtinguts de l’anàlisi de la barreja física en 

comparació amb els pèptids individuals, va permetre confirmar que la reactivitat observada era 

menor, fet que confirma la importància de presentar els diferents pèptids en forma de seqüències 

quimèriques.  

 

La conclusió de l’estudi preliminar va ser que l’ús de qualsevol de les tres combinacions de PTMs 

que donaven lloc als pèptids 9, 10 i 11 eren vàlides per ser incorporades en un pèptid quimèric 

de fibrina i filagrina per dur a terme l’estudi de la resposta AMPA en front les tres modificacions.  

 
 
2.5 Síntesi d’un pèptid quimèric triplement modificat 
 
 
Tenint en compte els resultats presentats en l’apartat 2.4, en els quals es mostrava que no hi 

havia diferències significatives entre les tres estructures que contenien les 3 PTMs en posicions 

diferents, ens vam decantar per l’ús de la seqüència base del pèptid 11 com a domini a-fibrina  

del pèptid quimèric. Es va considerar la millor opció ja que era el pèptid curt que s’havia basat en 

l’estructura del pèptid CFFCHP-1, que com s’ha vist en l’apartat 2.3, és el pèptid que ha mostrat 

unes diferències significatives més grans entre AR-ILD i AR-no ILD a l’isotip IgA (Apartat 2.3). 

 

El nou antigen va ser un pèptid quimèric cíclic de fibrina i filagrina cíclic citrul·linat, 

homocitrul·linat i acetilat, que va rebre el nom, en anglès, de cyclic fibrin filaggrin citrullinated 

homocitrullinated acetylated peptide (CFFCHAP). Manté una homocitrul·lina a la posició 625 i la 

citrul·lina a la posició 630 del domini a-fibrina (617-631) però incorpora una lisina acetilada a la 

posició 620. El pèptid es va sintetitzar i biotinilar en l’extrem N-terminal en fase sòlida, seguint el 

protocol descrit al capítol de Materials i Mètodes (Apartat 1.1.5) i es va ciclar de forma anàloga a 

com s’havia fet en els altres pèptids. La purificació del pèptid va permetre obtenir-lo amb una 

puresa major del 95%. El rendiment d’escissió de la resina va ser del 62%, mentre que el de 

ciclació i purificació va ser del 22,7%. El rendiment global de síntesi va ser del 14%. L’estructura 

primària, caracterització per HPLC i espectrometria de masses es mostren a la Figura 41.  
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Figura 41: Caracterització per HPLC i espectrometria de masses del pèptid CFFCHAP. (a) Caracterització 
de l’elució del pèptid CFFCHAP per HPLC a escala analítica. Espectre obtingut amb el gradient linear 5-95% 
de solvent B (ACN + 0,05% TFA)  en solvent A  (H2O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts a un flux d’1mL/min, 
després d’un isocràtic de 5 minuts al 5 de solvent B.  (B) Espectre de masses registrat en mode d’ió positiu 
en un rang de m/z de 100-1500. La relació de m/z calculades teòricament són les següents: 
[M+4H]+4=1157,27, [M+5H]+5=926,02; [M+6H]+6=771,85; [M+7H]+7=661,73; [M+8H]+8=579,14 . Les masses 
experimentals coincideixen amb les esperades i les relacions m/z obtingudes són les següents: 
[M+4H]+4=1156,85, [M+5H]+5=925,80; [M+6H]+6=771,81; [M+7H]+7=661,68; [M+8H]+8=579,09.    
 
 
 
 
 



142 
 

2.5.1 Estudi de la resposta AMPA a CFFCHAP i relació amb la malaltia pulmonar intersticial 
 
Un cop dissenyat, sintetitzat i caracteritzat aquest nou pèptid triplement modificat CFFCHAP, es 

va emprar com antigen per tal de caracteritzar la resposta AMPA a la mateixa població estudiada 

amb les altres especificitats fines. L’estudi comparatiu de la resposta en els 178 pacients d’AR vs 

120 mostres de donants de banc de sang va permetre fer el càlcul del punt de tall per determinar 

la positivitat de la resposta AMPA. Com es va fer amb els altres pèptids, es va determinar el punt 

de tall a una especificitat del 95% mitjançant la representació de corbes ROC per cadascun dels 

isotips (Figura 42).  Els punts de tall de positivitat per el pèptid CFFCHAP van ser de ≥19,5 per 

l’isotip IgG, ≥25,5 a l’isotip IgA i ≥42,5 a l’isotip IgM. 

 

 
Figura 42: Representació de les corbes ROC obtingudes amb els tres isotips d’estudi amb l’antigen 
peptídic CFFCHAP. (A) IgG, (B) IgA i (C) IgM.  
 

Per aquest pèptid també es va dur a terme la comparativa entre els nivells AMPA obtinguts en 

els grups d’AR-ILD i AR no-ILD i es van obtenir resultats similars als obtinguts amb les 3 

especificitats fines doblement modificades (Taula 25). En aquest cas, però, les diferències a més 

de ser estadísticament significatives per els isotips IgA i IgM, també van resultar estadísticament 

significatives per l’isotip IgG (Figura 43).  

 

 
Figura 43: Comparació dels nivells de la resposta anti-AMPA vers l’especificitat fina CFFCHAP del grup 
de pacients d’AR-ILD i dels pacients d’AR sense ILD. (A) Comparació dels nivells de l’isotip IgG. (B) 
Comparació dels nivells de l’isotip IgA. (C) Comparació dels nivells de l’isotip IgM. En tots els casos 
s’observen diferències significatives. * indica p<0,05 i ** indica p<0,01.   
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 AR-ILD (n=37) AR-no ILD (n=141) p valor 
CFFCHP-1    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-1 24 (64,8) 80 (56,7) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 113 (2525) 49 (292) NS 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-1 22 (59,4) 42 (29,8) <0,005 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 31 (497) 3 (34) <0,005 
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-1 12 (32,4) 25 (17,7) 0,05 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0 (537) 0 (33) 0,04 

CFFCHP-2    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-2 25 (67,6) 78 (55,3) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 134 (2126) 43 (377) NS 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-2 21 (56,7) 49 (34,8) 0,02 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 24 (374) 5 (51) <0,005 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-2 13 (35,1) 28 (19,8) 0,05 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 10 (359) 0 (39) 0,01 

CFFCHP-3    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-3 25 (67,6) 77 (54,6) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 135 (2826) 54 (351) NS 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-3 19 (51,3) 45 (31,9) 0,03 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 27 (308) 16 (31) 0,009 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-3 13 (35,1) 28 (19,8) 0,05 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 22 (440) 0 (46) 0,007 

CFFCHAP    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHAP 24 (64,9) 71 (50,4) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 67 (3123) 23 (211) 0,008 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHAP 18 (48,6) 40 (28,4) 0,02 

Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 18 (319) 0 (33) 0,01 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHAP 13 (35,1) 28 (19,8) 0,05 

Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 17 (267) 0 (24) 0,02 
 

Taula 25: Resposta anti-AMPA observada en la comparació de la població d’AR-ILD (n=37) vs AR-no ILD 
(n=141). En els resultats que fan referència a la positivitat, el primer nombre fa referència al nombre 
absolut de pacients positiu de la població mentre que entre parèntesis s’indica el percentatge de la població 
al que correspon. Pel que fa als nivells medians, s’expressa en nombre absoluts el valor de la mediana i 
entre parèntesis es fa referència als valors corresponents al rang interquartílic de la mostra. S’observen 
diferències significatives per totes les especificitats fines en els isotips IgA i IgM, tant en nivells medians 
d’anticossos com en percentatge de positivitat. En el cas de l’isotip IgG només s’observen diferències 
significatives en els nivells d’anti-AMPA detectats amb el pèptid triplement modificat CFFCHAP.  
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Tenint en compte els resultats obtinguts, i observada la major resposta anti-AMPA en els pacients 

que presenten la manifestació extra-articular, ens vam plantejar la pregunta de si emprant els 

resultats de positivitat obtinguts en els diferents pèptids es podia millorar el diagnòstic general 

en termes de detecció de positivitat d’aquest subgrup que presenta un fenotip clínic 

especialment greu.  

 

Per fer aquesta comparativa, es va treballar amb els resultats obtinguts del pèptid totalment 

citrul·linat (CFFCP-1), el pèptid doblement modificat que havia donat millors resultats (CFFCHP-

1) i el pèptid triplement modificat (CFFCHAP). Els resultats obtinguts, mostrats en la Figura 44, 

demostren que efectivament l’ús simultani dels resultats dels tres pèptids permet millorar de 

forma general la detecció de casos positius en el subgrup d’AR-ILD. En el cas de l’isotip IgG, els 

resultats del pèptid CFFCHAP van permetre detectar un 5,4% de casos que eren negatius per els 

altres dos pèptids, el doblement modificat i el totalment citrul·linat. En el cas de l’IgM, tant el 

pèptid triplement modificat com el doblement modificat detectaven de forma exclusiva cadascun 

un 2,7% dels casos, de tal manera que cadascun contribueix a un augment de la sensibilitat si 

s’agafen els resultats de forma simultània. Destaca, sobretot, el cas que ens trobem amb l’isotip 

IgA, on ens trobem fins a un 8.1% dels casos que són detectats de forma exclusiva per el pèptid 

doblement modificat mentre que el pèptid triplement modificat aportaria un 2.7% dels casos, 

igual que el pèptid totalment citrul·linat.  

 

 
 

Figura 44: Anàlisi del solapament de les positivitats anti-AMPA detectada amb els diferents antígens 
quimèrics en els pacients d’AR-ILD.  (A) Solapament observat en l’isotip IgG. (B) Solapament observat en 
l’isotip IgA. (C) Solapament observat en l’isotip IgM. Els pèptids analitzats són l’antigen quimèric totalment 
citrul·linat (1 PTM – CFFCP-1), l’antigen quimèric homocitrul·linat/citrul·linat (2 PTMs – CFFCHP-1) i 
l’antigen quimèric triplement modificat amb acetil lisina/homocitrul·lina/citrul·linat (3 PTMs – CFFCHAP).  
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Així doncs, és destacable que en els isotips IgG i IgM, la presència de dues o tres modificacions 

post-traduccionals dins l’estructura del pèptid permet detectar un 5,4% de sèrums que haguessin 

estat considerats negatius si només es tingués en compte la citrul·linació. En el cas de l’isotip IgA, 

aquest percentatge és encara més elevat i la introducció de les noves modificacions post-

traduccionals permet detectar fins a un 20% més de casos positius.  

 
2.6 Estudi de la resposta AMPA en pacients amb malaltia articular greu 
 

Posteriorment, es va centrar l’atenció en una altra manifestació característica d’AR d’evolució 

greu com és la presència de malaltia articular greu. Per determinar quins dels 178 pacients de la 

població d’estudi inicial es pot considerar que tenen una malaltia més erosiva (aquells que 

presenten una destrucció articular visible radiològicament) es va dur a terme la determinació de 

la puntuació de Larsen a l’Unitat d’Artritis de l’Hospital Clínic de Barcelona. En aquest assaig es 

va definir una AR greu amb una marcada destrucció articular quan aquesta puntuació va superar 

els 18 punts mentre que quan va ser menor es va considerar erosivitat lleu. La divisió de la 

població d’acord a aquest punt de tall ens va portar a tenir un grup de pacients catalogats com 

pacients d’AR amb destrucció articular greu (n=90) i un altre grup de pacients d’AR amb 

destrucció articular lleu (n=88).  

 

Amb els dos grups resultants d’aquesta classificació es va dur a terme un assaig comparatiu de la 

resposta AMPA dels dos grups amb les especificitats fines ja incloses en els assaigs previs (pèptids 

CFFCHP-1, CFFCHP-2, CFFCHP-3 i CFFCHAP). En aquesta comparativa entre els dos grups es va 

observar una clara associació de una major destrucció articular amb nivells més alts d’AMPAs 

detectats amb les quatre especificitats estudiades. Les diferències eren estadísticament 

significatives per tots els pèptids, especialment en els isotips IgA i IgM. També es va observar una 

diferència significativa pel que fa a la presència d’anti-AMPA i la presentació d’una malaltia 

articular greu quan es va fer l’anàlisi amb el pèptid triplement modificat CFFCHAP, fet que no es 

va replicar amb les altres especificitats analitzades tot i la tendència similar observada (Taula 26).  
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 Larsen < 18 
(n=88) 

Larsen ³ 18 
(n=90) p valor 

CFFCHP-1    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-1 46 (52,3) 58 (64,4) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 34 (181) 101 (764) 0,02 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-1 24 (27,3) 40 (44,4) 0,02 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0 (26) 11 (127) 0,008 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-1 13 (14,8) 24 (26,7) 0,05 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0 (17) 0 (109) 0,04 
CFFCHP-2    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-2 46 (52,3) 57 (63,3) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 28 (166) 86 (1164) 0,03 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-2 28 (30,7) 42 (46,7) 0,04 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 4 (33) 18 (143) 0,008 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-2 14 (15,9) 27 (30,0) 0,03 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 0 (25) 0 (94) 0,02 
CFFCHP-3    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-3 45 (51,5) 57 (63,3) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 24 (233) 107 (807) 0,02 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-3 28 (30,7) 36 (40,0) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 16 (29) 20 (134) 0,05 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-3 14 (15,9) 27 (30,0) 0,03 

Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 0 (34) 0 (111) 0,01 
CFFCHAP    

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHAP 40 (45,4) 55 (61,1) 0,036 

Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 18 (109) 55 (891) 0,01 

Positivitat (%) IgA anti-CFFCHAP 21 (23,9) 37 (41,1) 0,01 

Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 0 (23) 18 (133) <0,005 

Positivitat (%) IgM anti-CFFCHAP 16 (18,2) 25 (27,8) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 0 (20) 0 (45) 0,03 
 

Taula 26: Resposta anti-AMPA observada en la comparació de la població amb destrucció articular greu 
(Larsen ³ 18, n=90) vs destrucció articular lleu (Larsen < 18, n=88). En els resultats de positivitat, el primer 
nombre fa referència al nombre absolut de pacients positiu de la població mentre que entre parèntesis 
s’indica el percentatge de la població al que correspon. En l’expressió dels nivells medians, s’expressa en 
nombre absoluts el valor de la mediana i entre parèntesis es fa referència als valors corresponents al rang 
interquartílic de la mostra.  
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3. Preparació d’antígens amb adductes de malondialdehid-acetaldehid i 
determinació de la presència d’anti-MAA en pacients amb artritis 
reumatoide 

 
3.1 Síntesi i caracterització del compost control: hexil-MAA 
 
La síntesi de l’1-hexil-4-metil-1,4-dihidro-3,5-piridindicarboxaldehid (hexil-MAA) requereix de l’ús 

de la sal de sodi de malondialdehid (MDA-Na) com a reactiu, que es va obtenir seguint el protocol 

descrit a l’apartat 2.2.1 del capítol de Materials i Mètodes. El rendiment d’aquesta reacció va ser 

del 10%. Una vegada obtinguda la MDA-Na, es va poder sintetitzar l’hexil-MAA seguint el protocol 

descrit a l’apartat 2.2.2 del capítol de Materials i Mètodes. Després de liofilitzar el compost 

obtingut en solució, es van obtenir 15mg d’un sòlid groc. El rendiment global d’obtenció de l’hexil-

MAA (síntesi i purificació) va ser del 8,6%.  

L’anàlisi per H1-RMN va permetre comprovar la correcta estructura de l’hexil-MAA obtingut 

(Figura 45). L’espectre mostra els següents desplaçaments químics: δ 9.2 (s, 2H, CHO), 6.6 (s, 2H, 

CdCH), 3.9 (q, J ) 6.6 Hz, 1H, CH-CH3), 3.4 (t, J ) 7.0 Hz, 2H, NCH2), 1.2- 1.8 (m, 8H, (CH2)4), 1.1 (d, 

J ) 6.6 Hz, 3H, CH3-CH), 0.9 (t, J ) 6.2 Hz, 3H, CH3-CH) i que es corresponen als descrits en la 

literatura165.   

 

Figura 45: Espectre de H1-RMN del compost hexil-MAA. A l’eix de les abscisses es mostren els 
desplaçaments químics (d) per cada àtom d’H o grup d’H del compost hexil-MAA. L’alçada de cadascun dels 
pics representa la intensitat de la senyal, que és proporcional al nombre d’àtoms d’hidrogen. Els valors 
obtinguts experimentalment de l’anàlisi es corresponen amb els prèviament publicats per Xu et al 165. El pic 
obtingut al desplaçament químic de 7,26 correspon al dissolvent emprat, en aquest cas cloroform deuterat 
(CDCl3).  
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3.2 Modificació de les proteïnes i verificació de la formació d’adductes de MAA 
 
 
3.2.1. Anàlisi de la fluorescència 

 
La reacció de modificació de les proteïnes es va donar segons el procediment indicat a l’apartat 

2.2.1 de Materials i Mètodes. Una vegada passades les 72h de reacció, es van separar els reactius 

malondialdehid i acetaldehid de la mostra mitjançant el procés de diàlisi, i es va obtenir la 

proteïna modificada en solució. Un cop recuperades les proteïnes del cassette de diàlisi, es va 

obtenir un volum final de 1,5mL de cadascuna de les mostres. Les solucions que contenien les 

mostres de proteïna-MAA presentaven una coloració groguenca, mentre que les solucions amb 

les mostres control eren transparents. Amb aquestes mostres en solució, es va dur a terme la 

verificació de la formació dels adductes de MAA tant en l’albúmina sèrica humana (HSA, de 

l’anglès human serum albumin), com en el fibrinògen (Fib).   

 

Aquest procés va consistir en l’anàlisi de l’espectre d’emissió de fluorescència de les dues 

proteïnes, tant en les seves versions modificades com en les que no s’havien fet reaccionar que 

es van emprar com a control.  Per mesurar l’espectre d’emissió, es va dur a terme l’excitació a 

una longitud d’ona de 398nm, tal i com es descriu a la literatura165. Els resultats van mostrar 

clarament com la mostra modificada d’ambdues proteïnes presenta un pic de fluorescència a una 

longitud d’ona de 460nm (Figura 46), valor que es correspon al màxim d’emissió observat en 

l’estudi de fluorescència d’emissió de l’hexil-MAA (Figura 47-A). En canvi, les mostres no 

modificades, mostren un pic molt més reduït i que se solapa amb el del tampó sense proteïna – 

per tant, es pot considerar que aquestes mostres no presenten fluorescència detectable a 

aquesta longitud d’ona.  

 

 
Figura 46: Espectres d’emissió de fluorescència obtinguts de l’anàlisi de les dues proteïnes analitzades. 
Els resultats es mostren en unitats d’intensitat de fluorescència relativa (RFUs) a l’eix de les ordenades i 
longitud d’ona d’emissió a l’eix de les abscisses. (A) Forma modificada amb adductes de MAA, en blau i la 
no modificada, en marró, de l’albúmina humana sèrica. (B) Espectre corresponent a la forma modificada 
amb adductes de MAA, en blau i la no modificada, en marró, del fibrinogen.  
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La comparació de la observació de fluorescència de les proteïnes modificades i les proteïnes 

control, juntament amb l’anàlisi de la corba de dilucions de l’hexil-MAA (Figura 47-B) va permetre 

el càlcul del ratio de fluorescència (proteïna modificada/control) tant de l’albúmina sèrica 

humana com del fibrinogen. En el cas de l’HSA-MAA, el ratio F/M va ser de 1,92±0,11 i en el cas 

del Fib-MAA aquest ratio va donar com a resultat 10,43±0,48. En ambdós casos els resultats 

obtinguts van superar l’1, que es considera el valor mínim per confirmar que l’adducció de MAA 

s’ha donat de forma correcta. Per tant, les proteïnes estaven suficientment modificades i es van 

emprar en les posteriors anàlisis.  

 

 

 
 
Figura 47: Recta de calibratge d’hexil-MAA. (A) Espectres d’emissió de fluorescència obtinguts de les 
diferents concentracions que s’inclouen com a punts de la recta de calibratge de l’hexil-MAA. Es marca 
amb una línia discontinua de punts la longitud d’ona de 460nm on s’observa el màxim d’emissió en tots els 
casos. (B) Recta de calibratge obtinguda amb els valors d’intensitat corresponents a la longitud màxima 
d’emissió de 460nm de cadascuna de les concentracions analitzades.  
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3.2.2. Quantificació de les proteïnes  
 

La quantificació de la proteïna present en les mostres de HSA-MAA i Fib-MAA, es va dur a terme 

mitjançant el mètode de Bradford, emprant una corba de calibració de l’albúmina sèrica bovina 

(Figura 48-A). Per totes les mostres la concentració de la proteïna era propera a 1mg/mL (Figura 

48-B).  

 

 

 

 
 
Figura 48: Quantificació de la concentració proteica de les solucions obtingudes després de la reacció 
de formació d’adductes de MAA. (A) Representació gràfica de la corba de calibració d’albúmina sèrica 
bovina emprada per la quantificació de la concentració proteica mitjançant el mètode de Bradford. (B) 
Resultats de la concentració de cada proteïna representada com la mitjana ± desviació estàndard.  
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3.3 Modificació del pèptid CFFCP-R i verificació de la correcta formació d’adductes de MAA en 
la seva estructura per obtenir el pèptid CFFCMaP 

 
A diferència de la citrul·lina, homocitrul·lina o acetil lisina, no està disponible comercialment una 

lisina modificada amb l’adducte MAA per la seva incorporació durant el procés de síntesi en fase 

sòlida. Per l’obtenció del pèptid modificat amb l’adducte de MAA (CFFCMaP) es va treballar 

primer en la síntesi d’una estructura primària sobre la qual es va induir de forma posterior la 

formació d’aquest adducte sobre els residus de lisina (Figura 49).  

 

Així doncs, en primer lloc es va treballar en la síntesi de l’estructura de referència del pèptid 

quimèric cíclic de fibrina i filagrina que representa la base de múltiples pèptids emprats durant el 

desenvolupament d’aquesta tesi. Aquesta estructura en la seva forma nativa presenta dues 

lisines, a les posicions 620 i 625 del domini d’a-fibrina (617-631), sobre les quals es va dur a terme 

la formació dels adductes de MAA mitjançant el tractament del pèptid amb 

malondialdehid:acetaldehid (2:1) tal i com es descriu en l’apartat 2.2.1 de Materials i Mètodes. 

 

 

 

Figura 49: Esquema de la formació d’adductes de MAA sobre el pèptid CFFCP-R per obtenir el pèptid 
CFFCMaP. En primer lloc es mostra l’estructura del pèptid quimèric de fibrina i filagrina amb la seva 
estructura nativa i en segon lloc es mostren els punts, les lisines, on es formen els adductes de MAA.  
 
 
El pèptid inicial emprat estava ja ciclat i purificat. Després de la reacció amb malondialdehid i 

acetaldehid, es va observar a ull nu una coloració grogosa indicativa de la formació dels adductes. 

La seva correcta formació es va verificar mitjançant l’anàlisi per espectrometria de masses, que 

va confirmar que els adductes s’havien format de forma satisfactòria en les dues lisines presents. 

Un cop finalitzada la reacció, el pèptid CFFCMaP obtingut va tornar a ser purificat, amb un 

rendiment del 13,4%. Tal i com s’ha fet amb tots els pèptids inclosos en els múltiples assaigs que 

formen part d’aquesta tesi, també es va determinar el grau de puresa de la mostra obtinguda, 

que superava el 95% (Figura 50).  
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Un cop confirmada la identitat i puresa del pèptid, aquest estava preparat per ser emprat com 

antigen en l’estudi de la presència d’anticossos anti-MAA en els pacients d’AR i el grup de control.  

 

 
Figura 50: Caracterització per HPLC i espectrometria de masses del pèptid CFFCMaP. (A) Caracterització 
de l’elució del pèptid CFFCMaP per HPLC a escala analítica. Espectre obtingut amb el gradient linear 5-95% 
de solvent B (ACN + 0,05% TFA)  en solvent A  (H2O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts a un flux d’1mL/min, 
després d’un isocràtic de 5 minuts al 5 de solvent B.  (B) Espectre de masses registrat en mode d’ió positiu 
en un rang de m/z de 100-1500. La relació de m/z calculades teòricament són les següents: 
[M+4H]+4=1202,83, [M+5H]+5=962,47; [M+6H]+6=802,23; [M+7H]+7=687,76; [M+8H]+8=601,92 . Les masses 
experimentals coincideixen amb les esperades i les relacions m/z obtingudes són les següents: 
[M+4H]+4=1201,86, [M+5H]+5=962,11; [M+6H]+6=802,32; [M+7H]+7=687,67; [M+8H]+8=601,77.   
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3.4 Determinació dels anticossos anti-MAA en pacients en la població d’AR i una població 
control  

 
La determinació dels anticossos anti-MAA, amb els diferents antígens proteics (HSA-MAA, Fib-

MAA i CFFCMaP), es va dur a terme en la població d’AR establerta de 178 pacients descrita a 

l’apartat 4.2 de Materials i Mètodes. Com a grup control, també es van fer servir 120 mostres 

provinents de banc de sang (població general). En tots els casos es va determinar la sensibilitat i 

especificitat dels diferents tests i es va establir el punt de tall corresponent al percentil 95 dels 

valors obtinguts amb les mostres del grup control, tal i com ha estat descrit prèviament 168.  

 

Es va realitzar la comparació entre la sensibilitat obtinguda en la nostra cohort d’estudi emprant 

l’antigen HSA-MAA amb dues altres cohorts, en les que també es feia la detecció anti-MAA amb 

el mateix antigen. Aquestes altres dues cohorts amb les quals hem comparat algunes de les dades 

provenen de dos dels estudis de referència realitzats per un grup de recerca de la Universitat de 

Nebraska, el grup pioner en la descripció de la relació entre els anticossos anti-MAA i l’AR. Més 

concretament, la primera de les poblacions de referència rep el nom de VARA (de l’anglès 

Veterans Affairs Rheumatoid Arthritis) i consta de 1720 mostres de pacients d’AR, 

predominantment homes, que és analitzada en una publicació de Thiele et al 161 de l’any 2015. La 

segona de les poblacions forma part d’un estudi posterior on es compara la presència d’anti-MAA 

en una cohort independent d’AR anomenada VAMC (ja que van ser recollides als Veterans Affairs 

Medicals Centers) i que està conformada per 284 pacients d’AR, també predominantment homes. 

Els resultats d’aquesta cohort es van reportar en una publicació de Mikuls et al168 de l’any 2018.  

 

En aquestes publicacions, a part d’establir la presència d’anticossos anti-MAA en pacients d’AR, 

també s’analitza la relació d’aquests anticossos amb la presència d’ACPA. És per aquesta raó, que 

per poder comparar els nostres resultats amb els obtinguts amb aquestes altres cohorts, s’ha 

subdividit la nostra població d’AR (n=178) en el subgrup CCP (+) (n=127) i CCP (-) (n=51) en funció 

de la resposta ACPA analitzada amb el test CCP3.  

 

Finalment, en una publicació posterior167, s’analitza la relació dels anticossos anti-MAA amb la 

presència de la manifestació extra-articular de la malaltia pulmonar intersticial. En aquest nou 

anàlisi que inclou 1820 pacients, troben una relació significativa entre els nivells mitjans d’anti-

MAA-HSA dels isotips IgA i IgM i la presència d’AR-ILD en comparació amb els pacients que només 

presenten AR sense afectació pulmonar. No s’observa aquesta diferència en l’isotip IgG.  
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Tal i com s’ha vist en apartats previs, la nostra cohort d’AR es pot subdividir també d’acord a 

aquests paràmetres en AR-ILD (n=37) i AR no-ILD (n=141). Es farà també una breu comparativa 

dels resultats obtinguts en la nostra població d’anàlisi i els resultats exposats en aquest nou estudi 

per determinar si aquest fenomen es reprodueix també en la nostra cohort. A continuació 

s’exposen els resultats que s’han obtingut mitjançant la determinació d’anti-MAA emprant 

diferents antígens i les respectives comparatives amb les referències estudiades.  

 
3.4.1 Albúmina sèrica humana – MAA 
 
En primer lloc es va dur a terme la determinació dels anti-MAA amb el mateix antigen descrit en 

els articles de referència, l’albúmina sèrica humana modificada amb MAA. El protocol per realitzar 

l’assaig també va seguir els passos prèviament establerts 161. La determinació de la presència 

d’anti-MAA es va dur a terme per 3 isotips – IgG, IgA i IgM.  

 

Els punts de tall de positivitat, corresponents al valor del percentil 95 dels resultats obtinguts en  

les mostres del grup control analitzades, van ser de ³1,18ng/mL per l’isotip IgA, ³3,22ng/mL per 

l’isotip IgG i ³1,49ng/mL per l’isotip IgM. Amb aquests punts de tall, la sensibilitat de l’assaig amb 

albúmina humana sèrica – MAA com antigen va ser de 12,9% en l’isotip IgA, 7,3% en l’isotip IgG i 

no es va observar cap mostra en l’isotip IgM que superés el llindar de positivitat. No es van trobar 

diferències estadísticament significatives en els nivells observats pels dos grups d’assaig (AR vs 

control) pels isotips IgA i IgG. Sí que se’n van observar per l’isotip IgM, però del signe contrari a 

l’esperat – es van observar nivells més alts en la població control (Figura 51). Els nivells mitjans 

observats en l’isotip IgG (1,61ng/mL) van ser més elevats que en els altres dos isotips (0,46ng/mL 

en l’IgA i 0,27ng/mL en IgM).  

 

 
Figura 51: Comparació dels nivells d’anti-HSA-MAA obtinguts en la població d’AR de l’Hospital Clínic 
(n=178) i en el grup control (n=120). En cada comparació es mostra el resultat de l’anàlisi estadística. Es 
considera significatiu quan el p-valor és inferior a 0,05. En el cas de no ser significatiu en el gràfic s’indica 
amb les inicials ns.  
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3.4.1.1 Comparació dels valors de sensibilitat general obtinguts amb els dels estudis de 
referència 

 

Els valors de sensibilitat obtinguts estan molt allunyats dels que s’obtenen en el primer estudi de 

referència (VARA), on es parla de valors mínims de positivitat del 38% en l’isotip IgM, del 73% en 

IgA i de fins al 92% en l’isotip IgG. També ho estan del segon estudi (VAMC), on els valors exposats 

són del 18% en l’isotip IgM, del 52% en l’isotip IgA i del 80% en l’isotip IgG. En fer l’anàlisi de 

comparació de les sensibilitats obtingudes, veiem que existeixen diferències significatives entre 

els nostres resultats i els dels dos estudis de referència (p<0,0001) per tots els isotips. A més, 

també observem diferències significatives entre els dos estudis de referència (VARA vs VAMC, 

p<00001) en tots els isotips (Taula 27).  

 

 

Resultats obtinguts 

 

H. Clínic 

(n=178) 

 

VARA 

(n=1720) 

VAMC 

(n=284) 

 

Clínic vs 

VARA 

Clínic vs 

VAMC 

VARA vs 

VAMC 

Anti-CCP (+) (%) 127 (71) 1340 (77,9) 241 (85) 0,047 0,0004 0,0078 

Anti-MAA-IgG (+) (%) 13 (7,3) 1581 (92) 227 (80) <0,0001 <0,0001 <0,0001 

Anti-MAA-IgA (+) (%) 23 (12,9) 1258 (73) 148 (52) <0,0001 <0,0001 <0,0001 

Anti-MAA-IgM (+) (%) 0 (0) 660 (38) 51 (18) <0,0001 <0,0001 <0,0001 

 

Taula 27: Comparació dels resultats obtinguts en la població d’estudi de l’Hospital Clínic (n=178) vs 
VARA (n=1720),  i VAMC (n=284). Es mostren en valors absoluts la “n” de pacients que compleixen la 
positivitat dels resultats estudiats i entre parèntesis el % de població que representen. Els càlculs dels 
nombres de pacients de les poblacions VARA i VAMC s’han obtingut a través de les dades de percentatge 
mencionades en les seves respectives publicacions 161,168. Les dades de freqüència anti-CCP de la població 
VAMC s’ha obtingut d’un estudi previ realitzat per Mikuls et al355 en aquesta mateixa cohort. Les últimes 
tres columnes mostren el p-valor de la comparació de proporcions mitjançant el test c2  dels resultats 
obtinguts en els diferents centres.  
 
 

3.4.1.2 Comparació de la positivitat i els nivells d’anticossos en els grups CCP (+) i CCP (-) 
obtinguts de la nostra població i comparació amb estudis  de referència 

 
En l’anàlisi de la positivitat anti-MAA en els subgrups CCP (+) i CCP (-) en la primera població 

d’estudi s’observen diferències significatives en l’isotip IgG (93% vs 88%, p=0,014), l’isotip IgA 

(76% vs 63%, p<0,001) i l’isotip IgM (41% vs 29%, p<0,001).  

 

En el segon treball, aquesta associació entre la presència d’ACPA i la positivitat per anti-MAA 

només es confirma en l’isotip IgG (83% vs 66%, p=0,01) mentre que no s’observen diferències en 

els isotips IgA (52% vs 52%) i IgM (18% vs 17%).  
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En la nostra cohort no s’observen tampoc diferències entre el grup CCP (+) i CCP (-) en la 

positivitat anti-MAA per l’isotip IgG (7,1% vs 7,8%), l’isotip IgA (13,4% vs 11,8%) o l’isotip IgM on 

no es detecta cap cas positiu ni en un grup ni en l’altre. Els resultats es poden observar a la Taula 

28.  

 

 

Taula 28: Comparació de la positivitat anti-MAA testada amb diferents antígens entre el grup CCP (+) i 
CCP (-) de tres estudis diferents. La primera columna fa referència als resultats obtinguts en els nostres 
assaigs realitzats amb la cohort provinent de mostres de l’Hospital Clínic. La segona columna fa referència 
als valors obtinguts per Thiele et al 161. La tercera columna fa referència als resultats obtinguts en la cohort 
de l’estudi de Mikuls et al168. Les dades de positivitat de CCP d’aquest tercer grup han estat extretes d’un 
estudi previ realitzat amb la mateixa cohort de pacients 355. 
 
 
 
 
Per altra banda, l’estudi original de Thiele et al161 comunica la presència de diferències 

significatives pel que fa als nivells d’anti-MAA en la població d’AR respecte la control però també 

aprofundeix dins l’anàlisi en la població d’AR i confirma que existeixen diferències significatives 

entre els grups CCP (+) i CCP (-). En aquest estudi, el grup CCP (+) presenta nivells més alts d’anti-

MAA pels tres isotips analitzats que el grup de pacients seronegatius, i ho fa de forma significativa 

(p<0,001). En l’estudi posterior168, aquests resultats només han estat reproduïts en l’isotip IgG 

(p=0,01) però no en l’isotip IgA ni IgM. Aquests resultats tampoc han estat replicats en la nostra 

cohort, on la comparació d’aquests dos subgrups testats amb HSA-MAA no mostra cap diferència 

significativa en cap dels tres isotips (Figura 52). L’única diferència observada és en l’isotip IgM on 

els BS presenten valors superiors als altres dos grups d’assaig.  

 

  Hospital Clínic (n=178) VARA (n=1720) VAMC (n=284) 

 Antigen 
CCP (+) 

(n=127) 

CCP (-) 

(n=51) 

p-

valor 

CCP (+) 

(n=1340) 

CCP (-) 

(n=380) 

p-

valor 

CCP (+) 

(n=241) 

CCP (-) 

(n=43) 

p-

valor 

IgG Anti-HSA-MAA 7 8 0,861 93 88 0,014 83 66 0,007 

IgA Anti-HSA-MAA 13 12 0,771 76 63 <0,001 52 52 0,932 

IgM Anti-HSA-MAA 0 0 1 41 29 <0,001 18 17 0,756 
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Figura 52: Títols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen l’albúmina sèrica humana 
modificada per presentar adductes MAA en un grup de pacients d’AR, dividits en CCP+ i CCP- i en el grup 
control. (A) Resultats obtinguts per l’isotip IgA, (B) Resultats obtinguts per l’isotip IgM (C) Resultats 
obtinguts per l’isotip IgG. El valor de la mediana de cada categoria es mostra amb la ratlla horitzontal al mig 
de cada box plot. En totes les comparacions s’indica el resultat de la comparació estadística. Es considera 
significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. *** indica p<0,001 i **** indica p<0,0001.  En cas de resultat no 
significatiu, s’indica amb les inicials ns.  
 

Així doncs, els resultats obtinguts mostren com en termes generals s’observa clarament que no 

existeix una diferència com l’esperada entre els nivells d’anticossos anti-MAA en el grup de 

pacients d’AR i el grup control de la nostra cohort. Tampoc s’observa una diferència entre els 

pacients CCP+ i els CCP-.  
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3.4.1.3 Comparació de la positivitat i els nivells d’anticossos en els grups ILD i no-ILD obtinguts 

de la nostra població i comparació amb els estudis de referència 

 
 
L’anàlisi dels resultats obtinguts en la nostra cohort en funció de la presència o absència de 

malaltia pulmonar intersticial en els pacients d’AR no permet trobar cap relació estadísticament 

significativa que confirmi una associació amb la presència de resposta anti-MAA. Les 

comparacions de proporcions dels diferents isotips mostren que les positivitats són comparables 

entre els dos grups i pels tres isotips d’anàlisis, IgA (p=0,66), IgG (p=0,39) i IgM (p=1,0).  

 

Per altra banda, l’estudi de l’associació dels nivells d’anti-MAA en els diferents subgrups de la 

població d’AR (AR-ILD o AR-no ILD) i el grup control tampoc ha mostrat que existeixi una relació 

que mostri la presència de nivells més alts en el grup que presenta la manifestació extra-articular 

en cap dels isotips. Per cap dels isotips es mostren diferències significatives pels subgrups AR-ILD 

vs AR-no ILD. Només observen diferències significatives, tal i com ja s’ha vist en els estudis 

comparatius previs, entre els dos subgrups de població d’AR i el grup control en l’isotip IgM i la 

relació mostrada és la contrària a l’esperada, en la qual s’observa un major nivell d’anticossos 

d’aquesta família en el grup control que en qualsevol dels dos subgrups d’AR (Figura 53).  

 

 

 

 
Figura 53: Títols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen l’HSA-MAA  en un grup de 
pacients d’AR, dividits en funció de la presència o absència d’ILD i en el grup control. (A) Resultats 
obtinguts per l’isotip IgA (B) Resultats obtinguts per l’isotip IgM (C) Resultats obtinguts per l’isotip IgG. El 
valor de la mediana de cada categoria es mostra com la ratlla horitzontal de cada box plot. Es considera 
significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. **** indica un p-valor<0,0001. En cas de resultat no significatiu, 
s’indica amb les inicials ns.  
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3.4.2 Fibrinògen humà 
 
Degut a que l’albúmina sèrica humana no és una de les proteïnes que s’ha descrit com a antigen 

preferent pels diferents anticossos que semblen tenir importància en l’AR, vam decidir reproduir 

els mateixos experiments però modificant una altra proteïna que en aquest cas sí que és rellevant 

en l’AR, el fibrinogen. Es va dur a terme l’anàlisi de la resposta en l’isotip IgG abans d’ampliar 

l’anàlisi a la resta d’isotips. Es va escollir l’isotip IgG per ser el més prevalent en tots els nostres 

estudis previs i pels nivells més alts observats en l’estudi amb HSA-MAA.  

 

Els resultats amb aquest nou antigen, tot i que van ser millors en termes de sensibilitat, tampoc 

van ser massa prometedors. En aquest cas, amb un punt de tall de ³1,11ng/mL, corresponent al 

percentil 95 dels resultats del grup control, es va obtenir una sensibilitat del 18%. Amb aquest 

antigen sí que es van detectar diferències significatives pel que fa als nivells d’anti-MAA detectats 

en la població d’AR i la població control.  

 

En fer l’anàlisi subdividint la població d’AR en funció de la presència d’ACPA, no es van observar 

diferències significatives entre els dos grups, tot i que es va observar una tendència a la presència 

de nivells més alts en el CCP (+). En canvi, si que es van observar diferències pel que fa als nivells 

d’anti-MAA pel fa a la subpoblació CCP (+) i el grup control. Aquest fet, però, no es va replicar en 

la comparativa CCP (-) vs BS. Per tant, amb aquest antigen sí que es va poder confirmar la 

tendència d’una major prevalença d’anticossos anti-MAA en la subpoblació de pacients CCP (+) 

(Figura 54). Aquests resultats no es van poder comparar amb els estudis previs 161,168  degut a que 

els antígens emprats són diferents. 

 

 
 

Figura 54: Títols d’anticossos anti-MAA-IgG detectats emprant com antigen el Fib-MAA en un grup de 
pacients d’AR (dividits en CCP+ i CCP-) i en el grup control. El valor de la mediana de cada categoria es 
mostra com la ratlla horitzontal de cada box plot. Es considera significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. ** 
indica que el p-valor<0,01. En cas de resultat no significatiu, s’indica amb les inicials ns.  
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En la comparació dels nivells observats entre els subgrups de pacients d’AR-ILD i AR-no ILD 

tampoc s’ha pogut detectar una associació entre la presència de la manifestació extra-articular i 

un augment de la resposta anti-MAA. De fet, en l’anàlisi de comparació de proporcions es mostra 

com en la població d’AR-no ILD hi ha un percentatge més alt de positivitat que en la població 

d’AR-ILD. En relació a l’estudi dels nivells de MAA dels dos grups, no s’observen diferències 

significatives entre cap dels grups (AR-ILD vs AR-no ILD, AR-ILD vs BS o AR-no ILD vs BS) (Figura 

55). No s’identifica una major resposta anti-MAA en el grup AR-ILD, ni en termes de positivitat ni 

en presència de majors nivells d’anticossos.  

 

 

 

 

Figura 55: Títols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen el Fib-MAA en un grup de 
pacients d’AR, dividits en funció de la presència o absència d’ILD i en el grup control. Els resultats es 
correspon a l’isotip IgG. El valor de la mediana de cada categoria es mostra com la ratlla horitzontal a 
cada boxplot. Es considera significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. En cas de resultat no significatiu, 
s’indica amb les inicials ns.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AR-ILD AR-no ILD BS

0

2

4

10

20

Tí
to

ls
 a

nt
i-M

A
A

 (n
g/

m
L)

ns

Fibrinògen - MAA

ns ns



161 
 

3.4.3 CFFCMaP 
 
Finalment, en un nou intent de treballar amb antígens rellevants en l’AR, es va treballar amb una 

estructura peptídica que presentava adductes de MAA i que es va poder caracteritzar 

completament abans d’utilitzar-lo com antigen. En aquest cas, com s’havia fet amb el fibrinogen, 

també es va treballar únicament amb l’isotip IgG.  Els resultats de sensibilitat van ser similars als 

obtinguts amb el Fib-MAA, ja que amb un punt de tall de ³15,05ng/mL, corresponent al percentil 

95 dels valors obtinguts en les mostres control, es va calcular una sensibilitat del 19,1%. L’anàlisi 

comparativa entre la població d’AR i la població control va mostrar que hi havia diferències 

significatives en el nivells d’anti-MAA dels dos grups (p<0,0001).  

 

L’anàlisi per subgrups de la població d’AR va mostrar que no existien diferències significatives 

entre els dos grups tot i observar-se nivells més alts en els CCP (+). En comparació amb el grup 

control, tant el grup CCP (-) com especialment el CCP (+) mostraven nivells més elevats d’anti-

MAA (Figura 56).  

 
Figura 56: Títols d’anticossos anti-MAA-IgG detectats emprant com antigen el pèptid CFFCMaP en un 
grup de pacients d’AR (dividits en CCP+ i CCP-) i en el grup control. El valor de la mediana de cada 
categoria es mostra com la ratlla horitzontal a cada box plot. Es considera significatiu si el p-valor és 
inferior a 0,05; ** indica p<0,01 i **** indica p<0,0001. En cas de resultat no significatiu, s’indica amb 
les inicials ns.  
 
 
 
Pel que fa a l’anàlisi de la relació de la resposta anti-MAA i la presència d’ILD, tampoc en aquest 

cas s’ha detectat cap diferència. Pel que fa a la positivitat no s’han detectat diferències 

significatives (p=0,15), i la tendència observada indica que la positivitat està més elevada en el 

subgrup d’AR-no ILD respecte la població AR-ILD (21 % vs 11 %).  
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L’anàlisi comparativa dels nivells observats en la població AR-ILD vs AR-no ILD mostra que els 

nivells estan lleugerament elevats en la població d’AR-no ILD però sense arribar a mostrar 

diferències significativament estadístiques. Només es van observar diferències entre els nivells 

observats en les dues subpoblacions d’AR (ILD o no-ILD) en comparació al grup control de mostres 

del banc de sang. Aquestes són més importants inferior en el cas de la comparació AR-no ILD vs 

BS (p<0,0001), que en la comparació AR-ILD vs BS (p=0,023) (Figura 57).  

 

 
Figura 57: Títols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen el pèptid CFFCMaP en un grup 
de pacients d’AR, dividits en funció de la presència o absència d’ILD i en el grup control. Els resultats es 
correspon a l’isotip IgG. El valor de la mediana de cada categoria es mostra com la ratlla horitzontal de cada 
box plot. Es considera significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. * indica p<0,05 i **** indica p<0,0001.En 
cas de resultat no significatiu, s’indica amb les inicials ns.  
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4. Comparació del perfil d’autoanticossos dels pacients de reumatisme 

palindròmic i artritis reumatoide amb antígens modificats post-
traduccionalment 

 
4.1 Obtenció dels antígens emprats en la detecció de la resposta AMPA  
 

Per analitzar els perfils d’anticossos entre dues poblacions amb malalties reumàtiques, en aquest 

cas l’artritis reumatoide i el reumatisme palindròmic, es va treballar amb diferents antígens. 

Alguns d’aquests han estat ja prèviament introduïts i se n’ha descrit la síntesi, purificació i 

caracterització en l’apartat de Resultats (Apartat 2, subapartats 2.2.1 i 2.4), com és el cas dels 

pèptids quimèrics de fibrina/filagrina amb diferents combinacions de modificacions post-

traduccionals (CFFCHP-1, CFFCHP-2, CFFCHP-3 i CFFCHAP).  

 

Els assaigs en aquestes dues poblacions s’han dut a terme també amb altres antígens de 

naturalesa proteica com són el fibrinogen i el FCS, que està compost per una barreja de proteïnes, 

en la seva forma carbamilada, per detectar la resposta anti-CarP. També s’ha treballat amb un 

pèptid quimèric de fibrina/filagrina que en la seva estructura només presenta una modificació 

post-traduccional, la homocitrul·lina, en substitució de les 3 lisines presents de forma nativa. Més 

concretament, hem treballat amb el pèptid [hCit620,625a-fibrina (617-631) – S306, S319 ciclo 

[Cys306,319, hCit312] filagrina (304-324) que ha rebut el nom abreviat de CFFHP (Figura 58).  

 

 
Figura 58: Estructura primària del pèptid CFFHP.  

 

4.1.1 Proteïnes carbamilades 
 
Les proteïnes adquirides comercialment es van carbamilar seguint els procediments prèviament 

descrits a Materials i Mètodes (Apartat 2.1.1). La confirmació de la correcta carbamilació dels dos 

antígens proteics, FCS i fibrinogen, es va obtenir mitjançant un estudi de l’anàlisi d’aminoàcids. 

Es van analitzar tant la forma control com la forma modificada. La introducció d’un patró 

d’aminoàcids va permetre la identificació correcta dels diferents aminoàcids presents a les dues 

mostres. En els dos antígens proteics es va observar com en la mostra homocitrul·linada es va 

mostrar un canvi en l’abundància relativa de la lisina i la homocitrul·lina. En les mostres control 

no es va observar la presència del pic corresponent a la homocitrul·lina. Els resultats de l’anàlisi 
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del FCS, en els quals es va mostrar un descens de l’abundància relativa de la lisina del 10% en la 

mostra control fins al 4% en la mostra carbamilada i l’aparició de l’homocitrul·lina fins representar 

un 6% dels aminoàcids presents, es mostren a continuació (Figura 59).  

 
Figura 59: Cromatograma obtingut de l’anàlisi d’aminoàcids d’una mostra de proteïna (FCS) control i la 
seva versió carbamilada (FCS-CarP). Es mostren els pics dels diferents aminoàcids presents en la 
mostra carbamilada i la mostra control. (A) Cromatograma corresponent a la mostra de FCS-Control. 
(B) Cromatograma corresponent a la mostra de FCS-CarP. Es veu una clara davallada de l’abundància 
de la lisina en el FCS-CarP (B) en relació al present en el FCS control (A) (indicada en blau). També 
s’observa clarament l’aparició del nou pic corresponent a la homocitrul·lina (indicat en taronja) de 
forma exclusiva en la forma carbamilada del FCS (B).  
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4.1.2 Pèptid CFFHP 
 
El pèptid es va sintetitzar en fase sòlida seguint els protocols ja descrits al capítol de Materials i 

Mètodes (Apartat 1.1). Posteriorment se’n va dur a terme l’escissió de la resina, la ciclació i 

finalment la purificació. El rendiment d’escissió va ser del 39,8% i el de ciclació i purificació de 

38,4%. El rendiment global de la síntesi va ser de 15,3%. Un cop obtinguda la molècula final es va 

dur a terme la seva caracterització mitjançant la determinació de la puresa amb l’anàlisi a escala 

analítica per HPLC. L’anàlisi d’espectrometria de masses en va permetre confirmar la identitat. 

Els resultats es mostren a la Figura 60.  

 

 
 

Figura 60: Caracterització per HPLC i espectrometria de masses del pèptid CFFHP. (A) Caracterització de 
l’elució del pèptid CFFHP per HPLC a escala analítica. Espectre obtingut amb el gradient linear 5-95% de 
solvent B (ACN + 0,05% TFA)  en solvent A  (H2O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts a un flux d’1mL/min, 
després d’un isocràtic de 5 minuts al 5 de solvent B.  (B) Espectre de masses registrat en mode d’ió positiu 
en un rang de m/z de 100-1500. En els requadres, es mostra una ampliació dels valors experimentals 
obtinguts, per major claredat. La relació de m/z calculades teòricament són les següents: 
[M+4H]+4=1160,78, [M+5H]+5=928,83; [M+6H]+6=774,19; [M+7H]+7=663,73; [M+8H]+8=580,89 . Les masses 
experimentals coincideixen amb les esperades i les relacions m/z obtingudes són les següents: 
[M+4H]+4=1160,58, [M+5H]+5=928,66; [M+6H]+6=773,88; [M+7H]+7=663,47; [M+8H]+8=580,66.    
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4.2 Determinació dels punts de tall per determinar la positivitat AMPA respecte diferents 
antígens 

 
 

La determinació dels punts de tall dels diferents antígens s’ha efectuat mitjançant l’anàlisi dels 

resultats obtinguts en les respostes d’autoanticossos de les mostres de la cohort de 178 pacients 

d’AR, que han estat comparades amb el resultat de les determinacions en 120 mostres de banc 

de sang. Alguns dels punts de tall descrits a continuació han estat indicats en l’apartat de resultats 

(Apartat 2 – Pèptids quimèrics cíclics amb múltiples modificacions post-traduccionals com 

antígens per la detecció d’AMPAs en pacients d’AR greu).  

 

L’anàlisi experimental d’ELISA s’ha dut a terme segons els protocols descrits en l’apartat de 

Materials i Mètodes, en funció del tipus d’antigen emprat. En tots els casos s’ha incorporat a les 

plaques d’assaig una recta de calibrat que ha permès la interpolació dels resultats obtinguts en 

densitats òptiques a unitats arbitràries, el tipus d’unitat de resposta utilitzat en totes les anàlisis 

posteriors, inclòs el càlcul del punt de tall de positivitat. Aquest s’ha establert mitjançant la 

comparació de la resposta dels dos grups en una corba ROC (Figures 61 i 62). El valor s’ha obtingut 

fixant una especificitat del 95%. A continuació es mostren els valors de punt de tall emprats en 

els diferents antígens/isotips amb els que s’han analitzat les respostes en les poblacions d’assaig 

d’aquest estudi (Taula 29).  

 

 

 
Figura 61: Corbes ROC del pèptid CFFHP pels diferents isotips. Calculades amb els resultats obtinguts de 
la mostra de 178 pacients d’AR en comparació a 120 mostres d’individus sans.  
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Figura 62: Corbes ROC del dos antígens proteics: FCS-CarP i Fib-CarP pels diferents isotips. Calculades 
amb els resultats obtinguts de la mostra de 178 pacients d’AR en comparació a 120 mostres d’individus 
sans.  
 

 

 

 

B) IgG IgA IgM 

Anti-FCS-CarP ≥173,5 ≥257 ≥222,5 

Anti-Fib-CarP ≥166,9 ≥89 ≥144,5 

Taula 29: Valors dels punt de tall de positivitat emprats en les determinacions de la presència d’AMPAs 
duts a terme amb diferents antígens. (A) Valors dels punts de tall dels antígens peptídics. (B) Valors dels 
punts de tall dels antígens proteics.  

 

 
 

A) IgG IgA IgM 

Anti-CFFCHP-1 ≥18,0 ≥20,5 ≥52,5 

Anti-CFFCHP-2 ≥15,0 ≥21,5 ≥60,0 

Anti-CFFCHP-3 ≥17,5 ≥26,5 ≥84,5 

Anti-CFFHP ≥13,5 ≥26,5 ≥21,5 

Anti-CFFCHAP ≥19,5 ≥25,5 ≥42,5 
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4.3 Comparació de les poblacions d’anàlisi 
 
L’anàlisi de les característiques de les poblacions d’anàlisi es mostra a continuació:  

 

1) Cohort 1: 45 pacients de reumatisme palindròmic inclosos en l’estudi clínic PALABA 

(NCT03669367). Són casos de diagnòstic recent que no han rebut cap tractament previ.  

 

2) Cohort 2: 125 pacients d’AR establerta. El diagnòstic es va fer d’acord als criteris 

ACR/EULAR 2010. Per tal de poder dur a terme la comparació amb la població de RP de 

recent diagnòstic, es van excloure de la mostra aquells pacients que havien rebut com a 

tractament Rituximab (tractament basat en l’ús d’un anticòs quimèric monoclonal que té 

com a diana el receptor CD20 de les cèl·lules B) o Abatacept (tractament basat en l’ús 

d’una proteïna de fusió formada amb la regió Fc de l’immunoglobulina G1 i el domini 

extracel·lular de CTLA-4 que té com a diana el receptor CD80 i CD86 de les cèl·lules T).  

 
 

 
La resta de característiques principals de les dues cohorts es descriuen a la Taula 30. No es van 

trobar diferències significatives en els dos grups, ni en el % de dones, ni l’edat, ni respecte el % 

de positivitat del FR ni de la positivitat ACPA, determinada amb el test comercial CCP2.  

 

 
 RP (n=45) AR (n=125) 

Dones 34 (75,6) 97 (77,6) 

Edat (anys) 49,3±11 59,6±13 

Durada malaltia (mesos) 9,6±6,1 77,2±59,7 

Factor reumatoide 36 (80) 97 (77,6) 

ACPA (anti-CCP2) 41 (91,1) 110 (88) 

Taula 30: Comparació de les dades principals de les dues cohorts d’anàlisis: RP (n=45) vs AR (n=125). Es 
mostren les dades de les dues cohorts. Els resultats dels apartats de Dones, FR i ACPA s’expressen en 
números absoluts i percentatge de positius respecte el total, n(%). Els resultats d’edat i durada malaltia 
s’expressen en anys i mesos respectivament i es corresponen a la mitjana ± desviació estàndard.  
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4.4 Resultats comparatius de la resposta AMPA en les dues poblacions d’anàlisi 
 

Es va dur a terme l’anàlisi de la presència d’anticossos del tipus AMPA (ACPA, anti-CarP i AAPA) 

en els isotips IgG, IgA  i IgM. Per els assaigs de determinació es van emprar diferents antígens, 

tant peptídics com proteics. Entre els antígens peptídics es van incloure els pèptids doblement 

modificats (citrul·linats/homocitrul·linats) CFFCHP-1, CFFCHP-2 i CFFCHP-3, descrits i analitzats 

en apartats anteriors. També es va incloure el pèptid totalment homocitrul·linat CFFHP, i el pèptid 

triplement modificat, CFFCHAP. Pel que fa a les proteïnes carbamilades, es van incloure el FCS i 

el fibrinogen, caracteritzats i descrits en apartats anteriors. En tots els casos es va treballar de 

forma paral·lela amb els antígens en la seva versió no modificada per tal de determinar la 

reactivitat específica.  

 

4.4.1 Comparació de la positivitat AMPA en les dues cohorts 
 
En la comparació de les proporcions de positivitat de les dues poblacions amb els diferents 

antígens d’anàlisi es van observar diferències significatives principalment en els antígens 

carbamilats. En tots els casos on es van observar diferències significatives de positivitat entre els 

dos grups, es va confirmar que la resposta era major en el grup d’AR i que la positivitat estava 

reduïda en la població de RP. En altres casos es va observar la mateixa tendència però sense 

poder arribar a confirmar-la de forma estadísticament significativa.  

 

En el cas del FCS-CarP es van observar diferències significatives en els isotips IgG i IgA (p<0,005) 

mentre que en l’isotip IgM es va observar una tendència similar però sense assolir la significació 

estadística (p=0,067). Per altra banda, en el cas del Fib-CarP es va confirmar la presència de 

diferències significatives en  l’isotip IgG (p<0,0001) mentre que en el cas dels altres dos isotips, 

no es van observar aquestes diferències. Pel que fa a l’últim antigen totalment carbamilat, el 

pèptid CFFHP, també es van confirmar les diferències en els isotips IgG i IgA (p<0,05) mentre que 

l’isotip IgM només es va observar la tendència però sense assolir la significació estadística 

(p=0,1832), de forma similar a com s’havia observat amb l’FCS-CarP (Taula 31).  

 

Pel que fa a la resta d’antígens emprats, només es van poder observar diferències estadísticament 

significatives en els nivells de positivitat observats en front a dos dels pèptids doblement 

modificats (CFFCHP-2 i CFFCHP-3) en realitzar l’anàlisi de la presència d’anti-AMPA-IgA. No es van 

observar diferències estadísticament significatives per cap de les altres parelles d’antigen/isotip 

(Taula 32).  
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4.4.2 Comparació dels nivells d’AMPA en les dues cohorts 
 

No es van observar diferències significatives en els nivells d’ACPAs ni en el percentatge de 

positivitats entre les dues poblacions (AR i RP). Es van observar diferències significatives 

principalment en referència als nivells observats de resposta anti-CarP. Els nivells d’aquesta 

família d’autoanticossos estava elevat en la població d’AR respecte la dels pacients de RP, que 

mostra una resposta més restringida.  

 

L’antigen en el que es va observar una major diferència va ser novament el FCS-CarP. Els nivells 

en front a aquest antigen estaven disminuïts en la població de RP pels 3 isotips d’estudi, i la 

diferència respecte la població d’AR era significativa en tots els casos (IgG i IgA, p<0,0001 i IgM 

p<0,0005). Aquest fet es va replicar amb el Fib-CarP en els isotips IgG i IgA (p<0,0005) però no en 

l’isotip IgM, on no es van poder detectar diferències entre els dos grups. Pel que fa al pèptid 

totalment carbamilat, CFFHP, es van observar diferències significatives en els isotips IgG i IgM 

(p<0,05) mentre que en l’isotip IgA es va observar una tendència similar però sense assolir la 

significació estadística (p=0,112) (Taules 31 i 32) (Figura 63).  

 

 
Figura 63: Comparació dels nivells anti-CarP-IgA o anti-AMPA-IgA en els pacients de RP i AR emprant 
diferents antígens. (A) Resultats obtinguts emprant els antígens carbamilats FCS-CarP, Fib-CarP i 
CFFHP. (B) Resultats obtinguts emprant els antígens peptídics doblement modificats 
(citrul·linats/homocitrul·linats) CFFCHP-1, CFFCHP-2 i CFFCHP-3. (C) Resultat obtingut emprant 
l’antigen peptídic triplement modificat, CFFCHAP. ** indica p<0,01, *** indica p<0,001 i **** indica 
p<0,0001.  
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 AR (n=125) RP (n=45) p valor 

FCS homocitrul·linat (FCS-CarP) 
   

Positivitat (%) IgG anti-FCS-CarP 78 (62.4) 14 (31.1) p<0.005 
Mediana dels nivells anti-FCS-CarP (IQR) UA/mL 238 (571) 75 (249) p<0.001 
Positivitat (%) IgA anti-FCS-CarP 41 (32.8) 2 (4.4) p<0.005 

Mediana dels nivells anti-FCS-CarP (IQR) UA/mL 161 (308) 14 (97) p<0.001 
Positivitat (%) IgM anti-FCS-CarP 30 (24.0) 5 (11.1) NS 

Mediana dels nivells anti-FCS-CarP (IQR) UA/mL 90 (165) 32 (101) p<0.005 

Fibrinogen homocitrul·linat (Fib-CarP) 
   

Positivitat (%) IgG anti-Fib-CarP 87 (69.6) 9 (20) p<0.005 
Mediana dels nivells anti-Fib-CarP (IQR) UA/mL 249 (304) 70 (104) p<0.005 
Positivitat (%) IgA anti-Fib-CarP 25 (20.0) 10 (22.2) NS 

Mediana dels nivells anti-Fib-CarP (IQR) UA/mL 0 (76) 36 (72) p<0.005 
Positivitat (%) IgM anti-Fib-CarP 33 (26.4) 8 (17.8) NS 

Mediana dels nivells anti-Fib-CarP (IQR) UA/mL 82 (117) 57 (84) NS 

Pèptid quimèric de fibrina/filagrina homocitrul·linat (CFFHP) 

Positivitat (%) IgG anti-CFFHP 54 (43.2) 10 (22.2) p<0.05 
Mediana dels nivells anti-CFFHP (IQR) UA/mL 9 (227) 0 (12) p<0.005 
Positivitat (%) IgA anti-CFFHP 20 (16.0) 1 (2.2) p<0.05 

Mediana dels nivells anti-CFFHP (IQR) UA/mL 0 (5) 0 (0) NS 

Positivitat (%) IgM anti-CFFHP 14 (11.2) 2 (4.4) NS 

Mediana dels nivells anti-CFFHP (IQR) UA/mL 0 (7) 0 (0) p<0.05 

 
Taula 31: Positivitat i nivells mitjans de la resposta anti-CarP en els pacients d’AR vs RP de recent 
diagnòstic analitzada amb els diferents antígens.  
 

En els altres antígens testats només es van veure diferències estadísticament significatives per 

dues de les molècules doblement modificades, en l’isotip IgA, en les quals s’havia mostrat també 

la presència d’aquestes diferències en termes de positivitat. En aquests dos pèptids, per l’isotip 

IgA, el p-valor va ser inferior a 0,05. També en l’isotip IgA, amb el pèptid CFFCHP-1 es va observar 

la tendència en el mateix sentit però en aquest cas no es va arribar a la significació estadística 

(p=0,108) (Figura 63). En l’isotip IgG es va observar una tendència similar pels tres pèptids 

homocitrul·linats/citrul·linats. Amb el pèptid CFFCHAP, que presenta també acetil lisina, els 

resultats no mostren diferències significatives per cap dels 3 isotips (Taula 32).  
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 AR (n=125) RP (n=45) p valor 

Pèptid quimèric de fibrina/filagrina citrul·linat/homocitrul·linat 1 (CFFCHP-1) 

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-1 89 (71.2) 25 (55.5) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 122 (697) 113 (384) NS 
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-1 53 (42.4) 12 (26.7) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 11 (113) 2 (39) NS 
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-1 34 (27.2) 13 (28.9) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0 (105) 0 (69) NS 

Pèptid quimèric de fibrina/filagrina citrul·linat/homocitrul·linat 2 (CFFCHP-2) 

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-2 89 (71.2) 25 (55.5) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 130 (891) 140 (441) NS 
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-2 59 (47.2) 12 (26.7) p<0.05 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 17 (129) 2 (43) p<0.05 
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-2 38 (30.4) 10 (22.2) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 0 (101) 0 (43) NS 

Pèptid quimèric de fibrina/filagrina citrul·linat/homocitrul·linat 3 (CFFCHP-3) 

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-3 89 (71.2) 26 (57.8) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 153 (767) 95 (478) NS 
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-3 56 (44.8) 12 (26.7) p<0.05 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 23 (107) 4 (54) p<0.005 
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-3 37 (29.6) 7 (15.6) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 0 (117) 8 (36) NS 

Pèptid quimèric de fibrina/filagrina citrul·linat/homocitrul·linat/acetilat (CFFCHAP) 

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHAP 81 (64.8) 27 (60.0) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 61 (786) 75 (516) NS 
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHAP 50 (40.0) 13 (28.9) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 11 (126) 8 (69) NS 
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHAP 38 (30.4) 13 (28.9) NS 
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 0 (58) 0 (61) NS 

 
Taula 32: Positivitat i nivells mitjans de la resposta anti-AMPA en pacients d’AR vs RP de recent 
diagnòstic analitzada amb els diferents antígens.   
 
Així doncs, es va observar com de forma clara, tot i presentar nivells comparables tant de FR com 

d’ACPA, detectats amb el test CCP2, es mostren diferències clares pel que fa a la presència i nivells 

d’anti-CarP. Es mostra com hi ha una menor resposta en el grup de pacients de RP tant pel que 

fa als nivells i presència com al tipus d’isotips detectats en comparació al grup d’AR. L’absència 

de resposta IgA, i especialment anti-CarP, detectada en pacients de RP de recent diagnòstic 

podria estar relacionada amb una menor progressió cap a l’AR.  



Pèptids sintètics i proteïnes amb modificacions post-traduccionals 
per a la detecció de biomarcadors en l’artritis reumatoide 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Discussió 
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El diagnòstic actual de l’AR està basat en múltiples manifestacions clíniques i només en dos 

paràmetres serològics, la determinació de dues famílies d’anticossos, els ACPA i el FR. El gran 

avenç que s’ha donat en els últims anys respecte la detecció de la presència de diferents famílies 

d’autoanticossos està posant en relleu la necessitat de desenvolupar nous tests serològics que 

permetin la determinació de la resposta anti-AMPA de forma sensible, específica i reproduïble. 

La mancança de tests serològics es fa especialment rellevant en els fenotips greus de la malaltia, 

on la resposta immunitària és més elevada i detectar el component humoral pot tenir més 

rellevància pel diagnòstic i correcta estratificació dels pacients en funció de la necessitat del 

tractament. 

 

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral, ha estat el disseny i síntesi de múltiples nous antígens 

per desenvolupar nous tests basats en suports sòlids diversos amb l’objectiu final de millorar la 

detecció de diferents biomarcadors amb rellevància en el context de l’AR. L’estudi d’aquests 

biomarcadors alhora ha servit per ajudar a entendre com la presència d’aquests pot afectar i/o 

contribuir a les afectacions mostrades pels pacients d’aquesta patologia.  

 

Donat que els ACPA formen, juntament amb el FR, el doblet d’anticossos amb potencial diagnòstic 

més elevat en el context de l’AR, i que semblen estar involucrats en la fisiopatologia de la malaltia, 

l’estudi d’aquests va ser el punt de partida dels estudis dels biomarcadors d’AR que s’han inclòs 

en aquesta tesi. Els resultats obtinguts en assajos previs ens van permetre plantejar, com a primer 

objectiu, el disseny d’un suport múltiplex per la detecció i estudi de la resposta ACPA envers 

múltiples antígens peptídics quimèrics, cíclics i citrul·linats de forma simultània en pacients d’AR.   

En termes globals, tot i que no tots els resultats prèviament obtinguts individualment per 

cadascun dels pèptids en format ELISA han estat reproduïts en el nou format microarray, el balanç 

final entre sensibilitat i especificitat assolit amb el format microarray es pot considerar adequat. 

 

L’assaig ha confirmat que és possible treballar de forma simultània amb diverses estructures 

peptídiques diferents en un únic assaig i mantenir la reactivitat observada en altres plataformes 

com és l’ELISA. Ens ha servit com una prova de concepte per confirmar la validesa del format 

microarray en el context de la recerca i anàlisi d’estructures peptídiques diferents.  

 

L’objectiu inicial de l’estudi era el desenvolupament d’un test múltiplex ja que aquest format 

presenta algunes avantatges molt rellevants, com l’estalvi de temps per l’estudi de múltiples 

estructures però sobretot la necessitat de fer servir menys reactius. Aquest punt és clau sobretot 

en el cas dels sèrums dels pacients, ja que presenta un valor biològic incalculable i en moltes 
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ocasions és escàs. Disminuir la quantitat necessària del sèrum pot permetre incloure en els 

estudis mostres molt ben caracteritzades pel que fa a l’historial clínic, però de les quals es disposa 

de molt poc volum, que poden ser de molta utilitat en recerca.  

 

L’obtenció de bons resultats en l’assaig global depèn en gran part en els antígens individuals 

inclosos i les seves característiques individuals. Malgrat que s’han desenvolupat sistemes 

miniaturitzats que permeten la presentació d’antígens de naturalesa diversa i en els quals es 

poden incloure tant proteïnes com pèptids de forma simultània, com els que es presenten en els 

estudis de detecció d’ACPAs realitzats per Wagner et al 356 o Chandra et al357, en aquest projecte 

es va decidir treballar exclusivament amb molècules de naturalesa peptídica. El motiu pel qual es 

va prendre aquesta decisió va ser la possibilitat d’efectuar de forma senzilla una caracterització 

completa dels pèptids abans de ser emprats com antígens. La identificació de cada pèptid i la seva 

obtenció amb un elevat grau de puresa (>95%) suposen un punt essencial per poder descartar 

fonts de divergències en la comparació dels resultats obtinguts en els estudis d’ELISA i els 

obtinguts en el microarrays, alhora que ens assegurem que la resposta detectada es específica a 

l’antigen presentat. 

 

La selecció dels pèptids concrets per l’assaig ha estat guiada per dos factors importants. En primer 

lloc, totes les estructures peptídiques que es van estudiar i contemplar com a candidates per 

formar part d’aquest assaig van estar dissenyades per mostrar dos dominis de proteïnes diferents 

alhora. La raó d’escollir l’ús de pèptids quimèrics en detriment dels pèptids monomèrics va ser  la 

major reactivitat observada en diversos estudis realitzats prèviament al nostre 

laboratori141,216,358,359. Més concretament, pel disseny de cada pèptid quimèric es va treballar amb 

diferents dominis que van ser escollits per la seva rellevància en el diagnòstic actual de l’AR, com 

és el cas del pèptid de filagrina140 o bé perquè són derivats de proteïnes que s’han detectat en el 

teixit sinovial de pacients d’aquesta patologia, com ha estat el cas de l’enolasa346, la vimentina360–

362 i la fibrina363,364. La utilització de fragments de proteïnes presents en el teixit sinovial de 

pacients d’AR com antígens podria ajudar a millorar la sensibilitat de l’assaig.  

 

En segon lloc, tots els pèptids que es van incloure a l’assaig múltiplex havien estat prèviament 

validats en el suport d’ELISA. D’aquesta manera es va poder determinar que generaven una 

reactivitat i que la resposta anti-ACPA que permetien detectar presentava una sensibilitat i 

especificitat suficients per ser incloses en el microarray. La inclusió de pèptids amb capacitat de 

detectar ACPAs de forma individual és crítica per tal de generar una combinació òptima de 

pèptids, que estudiats de forma conjunta, també donin un bon resultat pel que fa a la sensibilitat 
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i a l’especificitat. Wagner et al 356 van mostrar com d’un total de 16 antígens citrul·linats estudiats, 

només 8 mostraven de forma preferencial una resposta, mentre que la resta mostraven una 

reactivitat molt més baixa. La inclusió de la resta d’antígens no mostrava cap informació 

addicional. En un altre assaig realitzat per Rönnelid et al365, es va mostrar també que amb els 

resultats dels 8 pèptids més reactius del total de 16 pèptids inclosos, s’obtenien millors resultats.  

 

Finalment, una vegada feta l’elecció dels pèptids que s’havien d’incloure en el disseny final del 

múltiplex, l’optimització prèvia del protocol del microarrays  va ser clau en el desenvolupament 

dels assaigs posteriors. Tal i com s’ha vist en els assaigs de comparació de les diferències 

obtingudes en relació al protocol emprat, treballar amb els reactius més adequats per unir el 

pèptid al portaobjectes permet obtenir resultats més homogenis. L’optimització va permetre 

obtenir resultats acceptables en termes de coeficient de variabilitat de cadascun dels spots dels 

pèptids en la majoria dels casos  de tal manera que es van obtenir resultats vàlids de suficients 

pacients d’AR, donants de banc de sang i PsA per poder determinar tant la sensibilitat com 

l’especificitat de cadascun dels pèptids d’assaig.  

 

També van mostrar clarament com en les mostres de baixa intensitat, la variabilitat dels spots era 

major i la homogeneïtat estava reduïda. Els resultats obtinguts en el nostre assaig ens van servir 

per determinar el valor límit de CV acceptable per la inclusió dels resultats en l’assaig final. 

Aquests valors van ser del 25% en les mostres d’alta intensitat i del 30% en les de baixa intensitat 

i són valors límit equiparables als descrits en altres estudis de disseny múltiplex per la detecció 

d’ACPAs, com és el cas l’estudi de Hansson et al325, on es troben amb CV d’entre el 10 i 20% en 

les mostres d’alta intensitat i entre el 15 i el 32% en el cas de mostres de baixa intensitat. Es 

tracten també de valors propers als obtinguts, de fins el 17%, en la comparació de diferents tests 

comercials CCP2 reportats per Bizzarro et al 366 . 

 

Un dels punts forts del nostre assaig va consistir en la inclusió de pèptids control amb arginina 

per cadascun dels pèptids citrul·linats de l’assaig. Això és molt rellevant ja que ens va permetre 

comprovar que la reactivitat observada en front als diferents pèptids citrul·linats es devia 

precisament a la presència de la PTM. Suposa un avantatge respecte el test comercial, que està 

basat en la presentació d’una multitud d’estructures citrul·linades de forma simultània seguint 

una metodologia que impossibilita la inclusió dels pèptids controls amb arginina de forma 

rutinària. De fet, suposa un punt dèbil de l’assaig comercialitzat, ja que per aquest motiu, en 

ocasions s’han detectat respostes positives en mostres on la reactivitat no es específica de la 

citrul·lina.  
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Aquesta resposta inespecífica s’ha descrit en diferents assaigs, com el de Kakumanu et al367 en el 

qual s’analitza la resposta anti-CCP1 de pacients d’AR i de pacients de tuberculosi, que és, a priori, 

detectable en el 43% i 37% dels sèrums analitzats de cada patologia respectivament. En realitzar 

l’anàlisi de la resposta al mateix pèptid però contenint arginines, van observar clarament com els 

pacients de tuberculosi presenten també reactivitat al pèptid control, fet que no es replica en els 

pacients d’AR. D’aquesta manera, es pot concloure que la resposta en el cas dels pacients d’AR 

és específica de la presència de citrul·lines mentre que en el grup de tuberculosi, la resposta no 

és específica a la citrul·lina, i l’ús d’un test que serveixi per detectar aquest biomarcador sense 

emprar un pèptid que conté arginines com a control pot generar confusió.  

 

Altres estudis posteriors en la mateixa línia, emprant el test CCP2 i plaques de control proveïdes 

per l’empresa fabricant EuroDiagnostica, han permès concloure que pacients d’hepatitis 

autoimmune de tipus 1368 i pacients que presenten infecció per Leishmania donovani 369  també 

presenten reactivitat al test CCP2 i que aquesta és, novament, inespecífica de la citrul·lina. Tot i 

que aquesta reactivitat es podria confondre per una resposta específica ACPA, la resposta no té 

aquesta naturalesa ja que s’observa també en la placa en la que s’exposen els pèptids en la seva 

versió control (amb arginina). Aquests estudis posen èmfasi en la importància d’emprar els 

controls adequats per poder assegurar l’especificitat envers la citrul·lina de la resposta detectada.  

 

L’estudi de l’efecte individual de la subtracció de la reactivitat del pèptid control a cadascun dels 

pèptids en el nostre estudi, va donar resultats diferents. La tendència general va ser clara, ja que 

en 5 dels 8 pèptids de l’assaig, tenir en compte el pèptid control va permetre millorar la 

sensibilitat individual del pèptid. En dos dels casos, aquesta operació no va generar cap efecte i 

en un únic pèptid, va fer disminuir la sensibilitat, tot i que de forma molt minsa, del 36% fins al 

31%. Aquest efecte es va observar en el pèptid CFVCP, que alhora era el pèptid amb la pitjor 

capacitat diagnòstica (sensibilitat més baixa) dels vuit inclosos a l’assaig. La pèrdua de sensibilitat 

de forma moderada degut a la inclusió del control observada en el nostre assaig també s’ha 

descrit en altres assaigs similars com el de Hansson et al 325. En aquest estudi es va treballar amb 

un total d’11 pèptids citrul·linats i van detectar una baixada moderada de la sensibilitat en 6 dels 

pèptids quan es restava la resposta del pèptid control, amb un percentatge de sensibilitat 

perduda que va oscil·lar entre el 2 i el 4% aproximadament, uns valors molt propers a l’observat 

en el nostre estudi, pel pèptid CFVCP (5%).  
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En aquest aspecte es pot concloure que la inclusió dels controls és una eina que va permetre 

millorar el rendiment de l’assaig. El motiu pel qual es va donar de forma general un augment de 

la sensibilitat, és que la inclusió del control permet, quan en fas la subtracció respecte de la 

reactivitat total, descartar la reactivitat inespecífica. Aquesta es sol donar de forma majoritària 

en el grup control. Així, de forma global els controls donen valors menys elevats de reactivitat i el 

punt de tall disminueix, permetent la detecció de més casos positius en la població d’AR mentre 

es manté l’especificitat. La millora del rendiment individual de cadascun dels pèptids contribueix 

a que el resultat global també sigui millor.  

 

Un cop obtingudes les dades definitives que van servir per analitzar els resultats i la capacitat 

diagnòstica tant de cada pèptid individual com de l’assaig global, es van dur a terme diferents 

comparacions. En primer lloc, es va analitzar mitjançant el càlcul del coeficient de Spearman si la 

resposta obtinguda amb el suport ELISA de cada pèptid era comparable amb l’obtinguda en el 

microarray. Els coeficients de correlació van ser elevats, d’entre el 0,7 i el 0,83, confirmant la 

concordança obtinguda entre els dos tipus d’assaig i la seva correlació. Aquests resultats, a més, 

estan en línia amb els obtinguts en comparacions d’ELISA vs microarrays dutes a terme en altres 

estudis de quantificació d’anticossos contra proteïnes específiques325,370. D’aquesta manera es va 

comprovar que el “trasllat” d’un suport sòlid a l’altre s’havia donat de forma exitosa.  

 

La següent anàlisi es va centrar en els resultats obtinguts pel que fa a la positivitat. Es va dur a 

terme la comparació del nombre de pèptids positius de forma simultània dels diferents pacients 

i els nivells de CCP3 que presentaven. També en aquest cas es va poder establir que existia una 

correlació estadísticament significativa (p=0,0023). Això va permetre confirmar que els pacients 

que presentaven nivells més alts de CCP3, també mostraven una reactivitat envers a un major 

nombre d’epítops de la nostra plataforma. Amb aquests resultats vam poder comprovar que en 

algunes de les mostres d’AR establerta es presenta un major rang d’epítops reconeguts, i alhora 

està relacionat amb la major resposta al test comercial, tal i com s’havia descrit prèviament 65,371.  

 

L’ús dels resultats del test CCP3 en els pacients de la nostra cohort com a referència ens va 

permetre determinar els criteris òptims per establir el punt de tall de positivitat global del 

multiplex. L’ús de gold-standard com a referència també ens va permetre determinar si l’exclusió 

dels pèptids que prèviament mostraven una menor sensibilitat individual influïa en  la sensibilitat 

global i de quina manera ho feia. La comparació dels resultats emprant 5, 6 o 8 pèptids va mostrar 

que, contrari al que podíem sospitar al principi, la inclusió de tots els pèptids permetia tenir una 

major sensibilitat, ja que aquesta era del 65% en l’anàlisi realitzat tenint en compte 5 dels pèptids 
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i va augmentar fins a 77% amb la inclusió de 8 pèptids en tots dos casos mantenint una 

especificitat del 91% (en referència al test CCP3). Aquests resultats van mostrar que la inclusió de 

pèptids diversos és crítica ja que tal i com s’ha reportat en la literatura, el ventall d’epítops 

reconeguts pels pacients d’AR és ampli i difereix entre individus i entre fases de la malaltia63,372.  

 

El fet que treballar amb 8 pèptids doni millors resultats que només incloure’n 5 o 6 es pot 

interpretar també com que l’assaig per validar els pèptids de forma prèvia a la inclusió en el 

múltiplex ha estat exitós i s’han escollit en tots els casos estructures adients. En el nostre cas, tots 

els pèptids han aportat informació i han contribuït a la capacitat diagnòstica global del test, a 

diferència del que s’ha vist en els assaigs que s’han mencionat prèviament de Wagner et al356 i 

Rönnelid et al365, en els quals hi havia 8 pèptids que aportaven la majoria d’informació mentre 

que els 8 restants tenien menys rellevància.  

 

Aquests mateixos estudis comparant els resultats obtinguts en el múltiplex en diferents 

condicions emprant de referència el test CCP3 van permetre concloure que el punt de tall òptim 

era el de ³3 pèptids. Aquest punt de tall ens permetia obtenir resultats amb una especificitat 

considerablement més elevada. La sensibilitat respecte els resultats obtinguts amb el test CCP3, 

en aquest cas, arribava a valors propers al 75% amb una especificitat del 91%, mentre que en les 

condicions menys restrictives (positivitat amb ³2 positius simultanis) la sensibilitat era més alta, 

del 86%, però l’especificitat era marcadament inferior, 64%.  

 

Imposar un punt de tall més restrictiu va permetre obtenir una especificitat més elevada, 

necessària per discriminar correctament l’artritis d’altres patologies, com es demostra també en 

el treball realitzat per Wagner et al356. En aquest, la determinació el test com a positiu tenint en 

compte un sol biomarcador donava un valor de 70% de sensibilitat però amb una especificitat 

molt baixa, del 50% i augmentant el nombre de marcadors positius simultanis requerits per la 

positivitat global fins a ³4, la sensibilitat disminueix fins al 57% però l’especificitat augmenta fins 

al 96%. Tenint en consideració el tipus de múltiplex que s’està dissenyant, que té com a objectiu 

la discriminació correcta de pacients d’AR respecte altres patologies, l’especificitat s’ha d’establir 

sempre en el valor més alt possible.  

 

Els canvis en l’assaig han de buscar augmentar la sensibilitat però mantenint l’especificitat. Així 

doncs, s’ha d’intentar assolir el millor equilibri entre sensibilitat i especificitat. Utilitzant un punt 

de tall de ³3 pèptids positius en el nostre assaig, la sensibilitat global del múltiplex va ser 
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acceptable, del 61,4%. La resposta observada emprant aquest punt de tall, a més, era molt 

específica ja que en les poblacions control, tant en les mostres del banc de sang com en les 

mostres de pacients de PsA, no es va detectar cap pacient que presentés positivitat en front a 

com a mínim tres pèptids. La capacitat diagnòstica global del test va ser bona, ja que va presentar 

una acceptable sensibilitat i una òptima especificitat.  

 

Novament, aquests resultats són comparables (p=0,81) amb els obtinguts amb altres plataformes 

múltiplex, com la descrita per Wagner et al 356, on emprant un major nombre d’antígens, 16, i 

testant un gran nombre de mostres (1983 mostres d’AR i 249 controls) obtenen una sensibilitat 

del 63% i una sensibilitat del 98%. Coincideixen també amb estudis posteriors, més recents365, en 

que també amb 16 pèptids s’obté una sensibilitat una lleugerament major (68,1%) i una 

especificitat lleugerament menor (95,1%).  

 

Dels 66 casos diagnosticats clínicament amb AR, amb el test CCP3 es van detectar 53 casos (80%) 

de pacients mentre que amb el múltiplex se’n van detectar 40 (61,4%). La sensibilitat del 

múltiplex és inferior a la del gold-standard CCP3. Aquest resultat va indicar que tot i que l’objectiu 

principal, que consistia en realitzar tests que permetessin la detecció d’ACPAs en un assaig 

múltiplex, s’havia completat amb èxit, encara quedava marge de millora per augmentar la 

sensibilitat. En la comparació de positivitat individual de cada sèrum en els dos assaigs, es van 

observar resultats discordants en 14 casos. De forma majoritària es va observar que eren positius 

per CCP3 i negatius en el múltiplex (13/14) i només un dels casos era positiu en el múltiplex i 

negatiu en el test CCP3.  

 

Aquests resultats novament fan posar èmfasi en l’àmplia heterogeneïtat que existeix en els 

epítops reconeguts pels ACPA. En el nostre cas s’ha treballat amb estructures ben caracteritzades 

per la detecció d’ACPAs en una cohort d’AR establerta, en la qual en principi s’ha donat ja la 

expansió d’epítops reconeguts. Amb els resultats aquí presentats vam demostrar que s’havia 

dissenyat un sistema base i una metodologia adequada sobre la qual ara es podrà treballar i 

millorar amb la inclusió de diferents antígens per tal d’augmentar-ne la seva utilitat. A més, el 

nostre disseny múltiplex s’hauria de testar amb nombres més grans de pacients per confirmar els 

resultats. També es podria incloure altres cohorts de pacients d’AR com poden ser els d’AR en 

estadis inicials per determinar-ne la seva capacitat diagnòstica en aquest context. És d’esperar 

que els resultats serien més limitats, tal i com s’ha pogut observar en l’estudi de Brink et al373 en 

el qual s’ha demostrat que emprant el mateix disseny múltiplex, s’observen diferències clares en 

la sensibilitat entre dues poblacions de pacients (AR d’inici vs AR establerta).  
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En conclusió, els resultats obtinguts en aquest assaig demostren que és factible la utilització de 

microarrays preparats de forma manual al laboratori per l’estudi de la presència d’anticossos en 

diferents contextos. Han de servir com a base per el desenvolupament de nous dissenys en els 

quals es poden incloure no només pèptids amb citrul·lina sinó modificats amb altres PTMs 

rellevants en l’AR, per explorar la resposta AMPA en diferents cohorts i en relació a 

característiques clíniques que presentin els pacients inclosos en l’assaig.  

 

Aquests resultats positius en relació a la utilització de microarrays ens van permetre establir que 

la base per generar tests múltiplex era la correcta però alhora ens van servir per entendre que la 

resposta analitzada podia ser ampliada i no només centrar-se en la resposta ACPA. Per poder fer 

un estudi més ampli de la resposta i així detectar i analitzar diferents biomarcadors (anti-CarP, 

AAPA), es va dur terme el disseny i síntesi de nous pèptids quimèrics amb aminoàcids amb PTMs 

diverses (citrul·linació, homocitrul·linació i acetilació) que ens permetessin ampliar el repertori 

d’antígens i poder així analitzar la resposta AMPA en una cohort de pacients d’AR amb 

característiques clíniques ben definides. El desenvolupament de nous antígens, que dona lloc al 

segon apartat, ha permès identificar una associació de la presència de diferents paràmetres 

indicatius de malaltia greu en l’AR i la presència d’una resposta més àmplia i en nivells més alts 

d’AMPAs.  

 

Gràcies a l’ús de pèptids amb múltiples PTMs hem pogut establir que els pacients que presenten 

una manifestació extra-articular que afecta als pulmons, la malaltia pulmonar intersticial, 

presenten en general nivells més elevats d’AMPAs i, que en comparació amb la població d’AR 

general, la positivitat en aquests tipus d’autoanticossos s’hi troba també significativament 

elevada. També es va poder identificar una relació entre els nivells més alts d’AMPAs i la presència 

de malaltia erosiva greu.  

 

Per poder dissenyar els diferents pèptids emprats com antígens en aquest estudi, ens vam basar 

en diferents resultats previs del nostre grup de recerca. Més concretament es va posar el focus 

en diferents estudis centrats en l’anàlisi de diferents combinacions quimèriques que van 

demostrar que la unió covalent d’un pèptid a-fibrina (617-631) amb una citrul·lina a la posició 

630 al pèptid cíclic de filagrina que constitueix el test comercial de primera generació (CCP1), 

donava lloc a la millor combinació d’epítops per detectar reactivitat en els pacients d’AR, el pèptid 

CFFCP-1142,261. L’ús d’aquest pèptid quimèric com antigen permet detectar la presència d’ACPAs 

amb una sensibilitat i especificitat comparable a la del test CCP2, i presenta una millor capacitat 
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d’identificar pacients amb mal pronòstic en relació al dany articular 142,261. L’estructura primària 

del CFFCP-1 va servir com a base pel disseny i síntesi diferents antígens peptídics en els quals es 

va introduir en primera instància l’homocitrul·lina, substituint un o els dos aminoàcids lisina 

presents en l’estructura nativa del pèptid i finalment una acetil lisina, també en un dels dos 

residus de lisina on no hi havia homocitrul·lina.  

 

Tot i que la citrul·linació és la modificació post-traduccional més rellevant en l’AR, la inclusió de 

noves modificacions en els nostres pèptids com l’homocitrul·linació i l’acetilació, ens pot ajudar 

a entendre el rol que aquestes executen en el context fisiopatològic de l’AR 374. Més 

concretament, la presència d’anti-CarP, els anticossos dirigits a l’homocitrul·lina, ha estat 

relacionada amb una elevada activitat patogènica en l’AR182,375. S’ha descrit la seva presència en 

fins al 20% de pacients seronegatius d’AR80,376 i per tant podrien aportar un valor diagnòstic afegit 

en la detecció i la sensibilitat de l’assaig si s’utilitzen de forma combinada amb antígens 

citrul·linats.  

 

Així doncs, la introducció d’aquest nou aminoàcid en els pèptids que mantenen la citrul·lina a la 

seva estructura ha de permetre detectar de forma simultània tant la presència de resposta anti-

CarP com resposta ACPA, o de forma conjunta, la resposta AMPA. A més, s’ha demostrat que hi 

ha una correlació entre la presència d’aquestes dues famílies de forma simultània377 i que 

cadascuna d’elles, de forma independent, ha estat relacionada amb una pitjor progressió 

articular61,80,153,376, de tal manera que detectar-les de forma conjunta podria ser útil per 

discriminar de forma eficient la progressió cap a un escenari de major destrucció articular.  

 

Recentment, més enllà de la correlació amb l’afectació articular, s’ha identificat en estudis 

realitzats en el nostre grup de recerca125 la presència d’una major resposta anti-CarP, 

especialment de l’isotip IgA, en pacients que presenten malaltia pulmonar intersticial com a 

patologia extra-articular.  

 

Per tal d’estudiar el rol dels anti-CarP en relació a diferents fenotips clínic en la nostra cohort 

d’AR, tot i que s’han descrit a la literatura diferents assajos que empren antigen proteics com el 

FCS o el fibrinogen per la detecció d’aquest tipus d’anticossos149,378, es va decidir treballar amb 

estructures peptídiques. També per aquest estudi ens vam decantar pels pèptids, ja que tal i com 

s’ha mencionat prèviament són estructures químicament ben definides i que ens permeten 

assegurar la reactivitat de cada antigen de forma consistent i reproduïble. A més, per introduir 

les PTMs escollides en el disseny de l’estructura primària dels pèptids no es requereix l’ús de 
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reaccions enzimàtiques, sinó que només s’han d’addicionar els aminoàcids modificats, que estan 

disponibles comercialment, durant el procés de síntesi de fase sòlida. Per tant, l’elecció d’emprar 

pèptids enlloc de proteïnes ens va permetre treballar amb un mètode eficient i que ens va 

permetre controlar en tot moment les posicions en les quals es van incloure aquestes PTMs. Un 

altra avantatge d’aquests, és que tal i com s’havia donat en l’estudi de preparació dels 

microarrays, es va sintetitzar un pèptid control amb la mateixa puresa de forma paral·lela, de tal 

manera que es va poder determinar que la reactivitat era específica de les PTMs en tots els casos. 

Es primer lloc es van sintetitzar tres variants que van rebre el nom, en anglès de cyclic fibrin 

filaggrin citrullinated homocitrullinated peptide (1,2 o 3), o de forma abreujada, CFFCHP-1, 

CFFCHP-2 i CFFCHP-3. Es tracta de versions del pèptid CFFCP-1 en les quals es va introduir 

l’homocitrul·lina en la posició 620 i/o 625 del domini [Cit630] a-fibrina (617-631).  

 

Utilitzant aquests pèptids per la detecció d’anti-CarP i ACPA en la nostra població, es va observar 

com l’isotip predominant era la IgG, ja que estava present en un 60% dels pacients mentre que 

els isotips IgA i IgM, estaven presents en un percentatge menor de la població. La predominança 

de l’isotip IgG en els anti-CarP ha estat descrita també en la població d’AR 379, fet que concorda 

amb els resultats obtinguts en aquest estudi.  

 

Un cop definida la presència total d’AMPAs en la població d’estudi, l’anàlisi es va centrar en 

estudiar l’associació d’aquests autoanticossos amb diferents fenotips clínics característics de 

manifestacions de severitat en l’AR. Van ser considerats com a casos greus d’AR els pacients que 

presenten un elevat grau de destrucció articular (Larsen ≥18) i també els que presenten ILD. Es 

van fer, per tant, dos comparatives diferents: una de pacients amb grau de destrucció articular 

greu vs pacients amb grau de destrucció articular lleu i una altra de pacients d’AR-ILD vs AR-no-

ILD. L’associació d’una major resposta AMPA amb la presència d’aquestes característiques de 

gravetat de la patologia es va poder confirmar amb els diferents pèptids analitzats.  

 

Les diferències es van observar de forma més marcada en els isotips IgA i IgM, en els quals eren 

estadísticament significatives entre els pacients amb presentacions greus de l’AR en comparació 

amb els pacients sense aquestes presentacions. En l’isotip IgG, es va mostrar una lleugera 

tendència similar però no es va arribar a demostrar l’associació. Aquests resultats van coincidir i 

donen suport a alguns estudis previs on s’indicava que la presència d’ACPAs i anti-CarP estava 

associada tant a un dany articular major 61,80,153,376 com a la presència de malaltia pulmonar 

intersticial 125,380,381.  
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En l’anàlisi de la relació AMPA-ILD, els resultats obtinguts van donar suport també a publicacions 

prèvies del nostre grup en les que es descrivia una major resposta anti-CarP en aquests pacients 

i en els quals s’indicava que l’odds ratio era major en l’isotip IgA125. En aquell estudi la resposta 

va ser analitzada amb proteïnes carbamilades i un pèptid totalment homocitrul·linat com 

antígens, i aquesta vegada el resultat s’ha reproduït en el nostre estudi emprant pèptids amb  

dues PTMs. Les respostes AMPA determinades en el present estudi van estar especialment 

elevades en pacients d’ILD el cas del pèptid CFFCHP-1. En el cas dels pacients amb malaltia erosiva 

greu, la resposta AMPA estava elevada de forma similar en els tres pèptids emprats.  

 

Més enllà de les PTMs estudiades en els pèptids mixtes homocitrul·linats/citrul·linats, Juarez et 

al158  van descriure que alguns pacients d’AR presentaven també anticossos AAPA, és a dir, contra 

lisines acetilades, i els van trobar en pacients tant seropositius com seronegatius, indicant que 

podrien ser una família d’anticossos independents. Per aquesta raó, es va decidir estudiar aquesta 

PTM per dissenyar un pèptid final que va incloure les tres PTMs principals de forma seqüencial 

en la seva estructura. 

 

Per tal d’optimitzar el disseny d’aquest pèptid, es va realitzar un estudi preliminar que ens va 

permetre analitzar de forma senzilla la reactivitat en front a aquestes modificacions observada 

en la cohort de pacients d’AR en front a les 3 PTMs. Es van dissenyar i sintetitzar fins a 10 pèptids 

curts basats en l’estructura del domini a-fibrina (617-631), un dels quals mantenia la base del 

pèptid CFFCHP-1, que havia estat escollit ja que era el que presentava majors diferències en la 

resposta AMPA-IgA entre AR-ILD vs AR-no ILD, i en el qual s’afegia només l’acetil lisina. També en 

aquest cas es va dissenyar un pèptid control.  

 

En tres pèptids d’assaig (P2, P3 i P4) es va incloure una única PTM per pèptid mentre que en la 

resta de pèptids es van incloure diferents combinacions de PTMs. En la comparativa d’aquests 

tres primers pèptids es va observar com clarament la resposta majoritària segueix sent la resposta 

ACPA. Aquest petit estudi, però, ens va indicar que també existia resposta de forma independent 

a la presència de citrul·lina en els pacients d’AR ja que alguns dels sèrums van mostrar una alta 

reactivitat detectada només amb el pèptid que contenia l’homocitrul·lina i/o l’acetil lisina. A més, 

alguns van mostrar reactivitat en front a les dues modificacions post-traduccionals que afecten a 

la lisina però no van mostrar reactivitat en front del pèptid citrul·linat. Aquest resultat també es 

va observar, tot i que de forma tènue, en el resultat d’algun sèrum als pèptids 7 i 8, que no 

contenien citrul·lina però si les altres dues PTMs.  
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L’estudi dels pèptids 9, 10 i 11, que contenen les 3 PTMs de forma simultània, va ser el més 

rellevant cara al disseny racional del nou pèptid quimèric. En ell vam poder concloure que la 

reactivitat observada era molt similar pels tres antígens. En base als resultats previs obtinguts 

amb el CFFCHP-1, es va decidir que la millor opció pel disseny del nou pèptid triplement modificat, 

era la d’agafar l’estructura basal del pèptid P11 com a domini de fibrina a incloure en el nou 

pèptid quimèric.  

 

Això va donar lloc a la síntesi del nou pèptid, el CFFCHAP que presentava una homocitrul·lina a la 

posició 625 i una citrul·lina a la posició 630 i en el qual s’introduïa  com a novetat una acetil lisina 

a la posició 620 del domini a-fibrina (617-631). Va ser sintetitzat en fase sòlida. Novament es va 

treballar de forma paral·lela amb un pèptid control. Un cop obtingut l’antigen, es va emprar en 

els immunoassajos per tal de comparar la resposta AMPA (ACPA, anti-CarP i AAPA) en la mateixa 

cohort de pacients d’AR. Fins on arriba el nostre coneixement i hem pogut explorar, aquesta és 

la primera vegada que s’ha dissenyat un pèptid en el qual s’han introduït de forma seqüencial les 

tres modificacions post-traduccionals més rellevants en la mateixa seqüència en el context de 

l’AR.  

 

Després de realitzar els immunoassaigs per determinar la resposta AMPA amb aquest nou pèptid, 

es va mostrar que el rendiment del CFFCHAP era similar a l’observat en els altres tres pèptids que 

combinen la presència de citrul·lines i homocitrul·lines (CFFCHP-1, CFFCHP-2 i CFFCHP-3) en 

l’estudi general de la població d’AR. La introducció de la tercera modificació va revelar la 

presència d’una associació entre els nivells anti-AMPA-IgG i la presència d’ILD i de malaltia 

articular greu que no s’havia pogut confirmar amb els altres tres antígens.  

 

Per una banda, l’augment dels nivells anti-AMPA-IgG en pacients d’AR-ILD de forma significativa 

mostra que és necessària una investigació més exhaustiva per poder comprendre el paper de 

l’acetil lisina en la fisiopatologia de l’AR-ILD i així contextualitzar aquesta major resposta aquí 

trobada.  

 

Per altra banda, només amb el pèptid CFFCHAP es va detectar una associació també entre la 

positivitat anti-AMPA-IgG i la presentació de malaltia articular greu amb un major alt de 

destrucció. La identificació d’aquesta relació està en consonància amb un estudi recent de 

Studenic et al.159 en que es va estudiar aquesta mateixa resposta emprant un pèptid de vimentina 

del qual s’han fet diferents versions per incloure les diferents modificacions post-traduccionals 

de forma paral·lela (no simultània) i en el qual es va concloure que existeix una major taxa de 
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progressió en la destrucció articular en els pacients que presenten els tres tipus d’autoanticossos. 

Novament, la identificació d’aquesta associació, així com la confirmació d’aquesta resposta en 

estudis independents indica la necessitat de dissenyar noves estructures que incloguin altres 

dominis rellevants en el context de l’AR.  

 

Els resultats observats en els pèptids d’aquest estudi, que comparteixen una similaritat elevada 

en l’estructura, mostren que la reactivitat és variable tot i presentar estructures molt similars. 

Aquesta observació serveix per donar èmfasi en la importància d’escollir correctament el domini 

de proteïna en el qual s’introdueixen les modificacions per tal d’obtenir els resultats òptims en la 

discriminació de l’AR. Precisament aquesta és una limitació del nostre estudi ja que l’antigen que 

s’ha presentat, amb diferents combinacions de PTMs, està basat en només dues proteïnes 

rellevants en els pacients d’AR però no representa altres proteïnes que estan presents en el teixit 

sinovial com l’a-enolasa o la vimentina.  

 

Serà interessant en el futur treballar no només en l’anàlisi de l’efecte de les diferents PTMs en les 

estructures ja esmentades sinó en la introducció d’aquestes en fraccions derivades de dominis 

d’altres proteïnes per intentar abordar la necessitat que existeix d’identificar marcadors que 

permetin classificar els pacients que són susceptibles a desenvolupar una AR amb fenotip clínic 

greu. El desenvolupament d’aquests nous antígens podria donar lloc a la determinació de nous 

biomarcadors associats amb malalties severes com la ILD que permetrien una millora en el 

diagnòstic i el tractament d’aquestes complicacions en pacients d’AR. Addicionalment, cara a 

estudis futurs, també és interessant pensar en estudiar la resposta observada en pacients d’AR 

d’inici, o inclús en la fase preclínica, emprant els pèptids que presenten la combinació de les dues 

modificacions (homocitrul·linació i citrul·linació) en un mateix pèptid, ja que s’ha vist que la 

combinació de la detecció d’anti-CarP i ACPA conjuntament amb el paràmetre de positivitat del 

factor reumatoide dóna bon resultat en la identificació d’aquest subgrup de pacients155. Per 

confirmar la utilitat d’aquests pèptids en aquest context s’hauria de dur a terme un anàlisi en 

cohorts d’aquestes condicions. 

 

Recentment s’ha descrit un nou subtipus d’anticossos denominat anti-MAA161,167,168, que tenen 

com a diana les proteïnes modificades amb adductes de malondialdehid-acetaldehid, ha estat 

detectat en un elevat nombre de pacients ACPA-, fent que presenti un alt potencial com a 

biomarcador de l’AR  i pugui esdevenir útil en el diagnòstic de la malaltia. Per aquesta raó, ens 

vam posar com a objectiu descriure i analitzar la presència de resposta anti-MAA en la nostra 

cohort de pacients i així poder estudiar si hi havia alguna correlació entre aquests anticossos i la 
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gravetat de l’AR o amb algun fenotip clínic dels pacients inclosos en la nostra cohort d’AR 

establerta, tal i com s’havia pogut establir que es donava amb la resposta anti-CarP/AAPA.  

 
En aquesta ocasió, a diferència dels estudis que havíem dut a terme, i per tal de treballar en les 

mateixes condicions que les descrites en els treballs en els quals s’havia identificat inicialment 

aquest subtipus d’autoanticossos, es va decidir inicialment emprar proteïnes com antígens. Es va 

treballar, en primer lloc amb albúmina sèrica humana i posteriorment, els anàlisis es van ampliar 

i es va emprar també fibrinogen humà. Finalment, també es va treballar amb un antigen peptídic 

tal i com s’havia fet en els estudis previs ja mencionats per la detecció d’ACPA, anti-CarP i AAPA.   

 

En els múltiples assaigs realitzats per analitzar la presència d’anticossos anti-MAA en la nostra 

cohort de pacients d’AR, els nostres resultats mostren que l’alta sensibilitat mostrada en els 

diferents estudis prèviament descrits a la literatura no és reproduïble. El valor de sensibilitat més 

alt obtingut en el nostre anàlisi ha estat de 19,1% en l’isotip IgG fent servir com antigen el pèptid 

modificat. A més, l’anàlisi en la nostra cohort només ens va permetre detectar sèrums que es 

considerarien positius dels isotips IgG i IgA, mentre que en el cas de l’isotip IgM es va observar 

que els sèrums que formen part del grup control presentaven nivells més elevats que la pròpia 

població d’estudi de pacients d’AR i no es va poder classificar cap sèrum d’AR com a positiu. Fent 

servir la proteïna de referència, l’albúmina sèrica humana, els valors de sensibilitat van ser 

significativament inferiors que els descrits. Es van detectar anti-MAA en el 7,3% de pacients en 

l’isotip IgG i del 12,9% en l’isotip IgA, valors que no es van apropar en cap cas als descrits en els 

dos primers estudis publicats en relació a la presència d’anti-MAA en l’AR. En aquests estudis161,168 

es descriuen positivitats del 92% i del 80% respectivament en l’isotip IgG, del 73% i 52% 

respectivament en l’isotip IgG i del 38% i 18% en l’isotip IgM.  

 

Les grans diferències obtingudes ens van fer plantejar la possibilitat de que s’estigués cometent 

alguna errada en la realització dels assaigs. Conseqüentment, es van repassar tots els protocols 

que s’havien agafat de referència  per resoldre aquests dubtes. El primer dels factors que es va 

comprovar va ser la proteïna de referència utilitzada i el procediment realitzat per la seva 

modificació. Per assegurar que la verificació de la formació dels adductes s’havia dut a terme de 

forma exitosa, es va consultar amb els autors originals dels diferents estudis i es va poder 

concloure que les anàlisis s’havien dut a terme de forma adequada i que els nivells de 

fluorescència de la proteïna modificada amb MAA concordaven amb els esperables. A més, la 

preparació de l’antigen de forma repetitiva va mostrar resultats comparables entre les proteïnes 
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modificades en reaccions independents, de tal manera que es va assegurar que el procés de 

modificació de la proteïna era reproduïble.  

 

Un cop descartada la possible errada en la preparació de l’antigen HSA-MAA, es va analitzar 

l’assaig d’ELISA. Tampoc es va trobar en aquest punt cap diferència que pogués arribar a explicar 

les diferències de sensibilitat. Tots els passos s’havien donat de forma anàloga a l’assaig de 

referència i es va poder comprovar que els resultats obtinguts de les corbes de calibració incloses 

a cada assaig eren comparables a les obtingudes pels altres estudis.  

 

Un altre punt d’anàlisi va estar l’estudi del tractament estadístic de les dades ja que en la 

comparació d’aquest punt en cada assaig es poden observar diferències. Per exemple, en el 

primer treball161 es considera que la positivitat de la mostra ve determinada per un punt de tall 

que és el resultat de la mitjana + 2,5 desviacions estàndard dels valors obtinguts en la mostra 

control mentre que en el segon treball168 el càlcul del punt de tall es realitza amb el percentil 95 

d’aquest mateix grup de mostres, valor que torna a canviar en un tercer assaig382 on el càlcul es 

determina amb el percentil 90. Durant el procés de comprovació es van analitzar les dades 

determinant els punts de tall amb les diverses maneres descrites i es va poder confirmar que les 

diferències de sensibilitat no es podien justificar per aquest motiu ja que les diferències en els 

resultats van ser molt baixes. La repetició dels assaigs amb l’antigen HSA-MAA una segona vegada 

va donar lloc a respostes similars, que es van prendre com a confirmació de la validesa dels 

resultats obtinguts. Totes aquestes verificacions ens van permetre concloure, de forma raonada, 

que les discrepàncies en els resultats no es poden entendre com a conseqüència de cap 

divergència en els protocols.  

 

També en aquesta línia, un punt a remarcar és la diferència observada entre els resultats 

obtinguts en el primer estudi161 i el segon168, on les sensibilitats, tal i com s’ha exposat 

prèviament, mostren canvis marcats. El primer estudi mostra sensibilitats d’entre el 29 i el 93% 

mentre que en el segon, aquestes sensibilitats van del 17 al 83% en funció dels isotips analitzats. 

En la comparació individual per cada isotip es mostra com les diferències entre les sensibilitats 

són significativament diferents, sent més baixes en el segon estudi. En aquest cas, donat que els 

treballs són realitzats pel mateix grup, és d’esperar que la metodologia emprada (tal i com es 

descriu en els corresponents apartats de les publicacions) és la mateixa i per tant es podria 

descartar aquest factor com a causant de les diferències, fet que dóna suport a la hipòtesi que 

les diferències observades amb la nostra cohort tampoc han de respondre a diferències en la 

metodologia.  
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En les dues poblacions d’estudi existeixen diferències pel que fa a la mida (n=1720 vs n=284) i el 

percentatge de dones incloses (9,1% vs 37%). Aquestes divergències s’han observat també entre 

aquestes dues cohorts i la nostra (n=178), on són visibles sobretot en relació a algunes 

característiques demogràfiques. Per exemple, la nostra població està formada per una majoria 

de dones (78%), un valor molt proper a l’observat en diferents cohorts d’estudi de l’AR383–389 i que 

és representatiu de la major prevalença d’aquesta malaltia en dones que en homes. En canvi, en 

les cohorts emprades pels estudis del grup de la Universitat de Nebraska, aquest valor és molt 

diferent ja que en el seu cas les mostres provenen d’un registre de veterans de guerra i fins el 

91% de mostres són d’homes en el primer dels casos i del 63% en el segon estudi. Tot i les 

diferències observades en les proporcions home/dona dels dos estudis, hi ha una observació que 

es va mostrar en el primer estudi de Thiele et al161 com és la presència de nivells augmentats 

d’anti-MAA-IgA en homes, que també s’ha pogut observar en el nostre estudi. Aquesta 

observació apunta a que les diferències demogràfiques no serien suficients per justificar les 

diferències observades en termes de sensibilitat.  

 

No obstant, hi ha altres característiques de la mostra emprada en l’estudi original, el registre 

VARA, que podrien contribuir a l’alta presència d’anticossos anti-MAA reportada en aquesta 

població. Tal i com els mateixos autors mencionen 390, aquesta població està conformada per 

veterans de guerra dels Estats Units, i en l’estudi d’algunes característiques basals mostren alts 

nivells de comorbiditats com la malaltia cardiovascular, aterosclerosis, diabetis mellitus o malaltia 

crònica pulmonar obstructiva. Algunes d’aquestes malalties s’ha relacionat també de forma 

directa amb la presència d’anticossos anti-MAA170,391,392 que podrien explicar, com a mínim 

parcialment, que en aquesta població se’n detecti una presència més alta que en una població 

on aquestes comorbiditats són menys freqüents. Els autors fan referència a que dins la població 

s’ha trobat una associació entre la hiperlipèmia i els nivells més alts d’anti-MAA de l’isotip IgG, fet 

que també es replica en aquella pacients que tenen malalties cardiovasculars.  

 

A més, també s’han reportat altres factors que es donen especialment en aquestes poblacions 

com l’abús de l’alcohol393 com a conseqüència del síndrome d’estrès post-traumàtic o l’addicció 

a la nicotina 394 i l’alta prevalença del tabaquisme en la població de veterans 395,396. El tabaquisme 

i el consum d’alcohol de forma combinada, tal i com es dóna de forma elevada en aquesta 

població, podria contribuir a la formació d’adductes de MAA i lesions a nivell pulmonar397–399 de 

forma independent de la presència d’AR. En treballs realitzats pels mateixos autors, s’ha pogut 

establir que existeix també una relació entre la presència d’aquest tipus d’autoanticossos i la 
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malaltia hepàtica causada per l’alcoholisme 171,400. Aquests factors podrien ajudar a entendre la 

raó rere les diferències observades entre els estudis presentats i els resultats obtinguts en la 

nostra cohort.  

 

També en aquest sentit, un últim estudi171 publicat recentment pel mateix grup, on la cohort 

d’anàlisi està basada en personal militar en actiu enlloc de veterans de guerra, presenta resultats 

molt més propers als obtinguts amb la nostra cohort, amb sensibilitats marcadament més baixes 

que les inicials, d’entre el 8 i el 22% en funció de l’isotip i amb l’IgM amb els menors valors en la 

cohort d’AR en comparació amb la IgG i la IgA. Aquest treball es pot prendre com una confirmació 

de la validesa dels nostres resultats tret que són molt més propers i és de suposar que la 

metodologia experimental emprada en els immunoassaigs haurà estat la mateixa que ens els 

assaigs previs. En vista d’aquests resultats, resulta més plausible que les característiques de les 

cohorts emprades i les diferències observades estiguin relacionades.  

 

Entrant més en detall, a banda dels resultats globals de sensibilitat, que són evidentment més 

baixos en la nostra cohort, també hem trobat diferències en les comparacions que es presenten 

en els estudis originals. En aquests es mostra com els pacients CCP (+) presenten nivells més alts 

d’anti-MAA pels tres isotips que els CCP (-) i que el grup control, un fet que no s’ha reproduït en 

la nostra cohort. D’aquesta comparació resulta destacable, que tot i que presenten nivells 

menors, els pacients seronegatius presenten nivells més elevats que la població control. En el 

primer dels treballs161 es detecten aquests anticossos entre el 29 i el 88% dels pacients en funció 

de l’isotip analitzat mentre que en el segon168  la positivitat disminueix una mica però segueix 

sent considerable, amb valors que es mouen entre el 17 i el 66%. Sembla un descobriment  

esperançador cara a l’ús d’aquests anticossos com a potencials biomarcadors en aquest subgrup, 

que fins al moment no ha mostrat un component humoral clar i detectable que en pugui facilitar 

el diagnòstic de forma sensible i específica.  

 

Respecte al seu ús com a biomarcadors, no podem establir-ne l’especificitat respecte altres 

malalties ja que no s’ha inclòs pacients d’altres patologies per la seva comparació i per tant només 

podem comparar la sensibilitat obtinguda en la nostra cohort i establir-ne la comparació amb la 

població sana. En relació a la sensibilitat queda clar que la resposta observada és molt baixa en el 

subgrup CCP (-), i només es detecta una resposta major en comparació amb el grup control quan 

es fa servir l’antigen peptídic, fet que no s’ha reproduït amb l’HSA-MAA, amb el qual s’esperaria 

poder trobar una resposta similar a la presentada al treball original ja que és el mateix antigen. 

De fet, i com ja s’ha esmentat anteriorment, amb la proteïna HSA-MAA no només hem obtingut 
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resultats molt més baixos de sensibilitat amb els isotips IgA i IgG, sinó que en l’isotip IgM hem 

observat un menor nivell d’anticossos en els dos subgrups d’AR que en la població control.  

 

En el segon treball168 s’analitza la presència d’anticossos anti-MAA en pacients d’AR i en pacients 

de diferents malalties reumàtiques com l’artrosis o la espondiloartropatia, que poden presentar 

similituds fenotípiques amb l’AR i també amb el lupus eritematós sistèmic, el prototip de malaltia 

autoimmunitària sistèmica amb presència de diferents autoanticossos. Els propis resultats i 

conclusions exposats per Mikuls et al 168 mostren que els anticossos anti-MAA, presenten una alta 

sensibilitat en la mostra d’AR però no han estat capaços de discriminar de forma específica entre 

l’AR i les altres malalties.  

 

En els resultats es mostra que tot i que els nivells més alts d’anti-MAA dels isotips IgA i IgM es 

troben de forma estadísticament significativa en els pacients d’AR, aquests també es detecten en 

pacients de les altres malalties ja esmentades. A més, destaquen també que en el cas de l’isotip 

IgG els valors més alts es van observar en pacients de Lupus tot i que sense presentar diferències 

amb els d’AR. Per tant, ells mateixos conclouen que la presència d’aquests autoanticossos en 

diferents malalties inflamatòries reumàtiques no els ha permès discriminar els pacients d’AR de 

forma suficientment específica amb aquest biomarcador.  

 

Per altra banda, en un estudi recent167 es va poder establir una associació entre els nivells més 

alts d’anti-MAA i la presentació d’una manifestació extra-articular tant rellevant com la malaltia 

pulmonar intersticial. Donada la mortalitat prematura associada així com l’empitjorament de la 

qualitat de vida en els pacients d’AR-ILD, s’estan duent a terme diferents estudis que han permès 

trobar biomarcadors que estan associats a la seva presència, com els anticossos anti-CarP, els 

quals s’ha demostrat que es troben en nivells més elevats en aquesta subpoblació dins dels 

pacients d’AR125. La confirmació de la relació anti-MAA/AR-ILD seria rellevant tant com a criteri 

diagnòstic a tenir en compte per poder ajudar a la correcta classificació dels pacients amb AR-ILD 

com per poder generar coneixement sobre quins esdeveniments poden estar succeint en aquests 

pacients a nivell molecular per donar lloc a aquest tipus d’adductes que estarien relacionats amb 

l’ILD.  

 

En l’estudi167 es va mostrar com els pacients amb ILD presentaven majors nivells tant d’anti-MAA 

IgA com IgM, fet que tampoc vam poder reproduir amb la nostra cohort. En aquest cas, també 

existeixen diferents factors que poden contribuir a la presència d’aquestes diferències. Existeixen 

diferències de la prevalença d’ILD en les dues cohorts (4,7% en la cohort presentada per England 
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et al167 i 20,7% en la cohort de l’Hospital Clínic) així com les diferències demogràfiques ja 

observades en les comparacions prèvies com la predominança masculina en la seva cohort en 

comparació a la predominança femenina en la nostra. La nul·la associació detectada en la nostra 

cohort també podria ser conseqüència de la baixa sensibilitat observada de forma general. És a 

dir, com en la nostra cohort els nivells d’anticossos detectats han estat baixos i la sensibilitat 

general és baixa, és difícil poder observar diferències rellevants entre els grups ja que tots 

mostren respostes generalment baixes i similars.  

 

Degut als pobres resultats obtinguts emprant com a antigen l’albúmina sèrica humana, que el 

mateix grup de la Universitat de Nebraska reconeix que podria ser un factor limitant degut a que 

no és una proteïna relacionada amb l’AR, vam decidir explorar l’ús de nous antígens. Per aquest 

motiu vam diversificar en dos camins – en primer lloc vam seguir aprofundint en el camí dels 

antígens proteics modificant el fibrinogen com a conseqüència de la utilitat observada d’aquesta 

proteïna com antigen en altres estudis relacionats amb l’AR i altres PTMs. En segon lloc, es va 

decidir emprar un pèptid sintètic (CFFCMaP) pels avantatges que presenta en termes de 

reproduïbilitat dels assaigs i la facilitat de la seva caracterització completa. En aquest cas, per tal 

de fer un ús racional del sèrum disponible de la nostra col·lecció degut al seu alt valor mèdic, es 

va decidir en primer lloc només fer l’anàlisi en un dels isotips d’estudi. Es va escollir l’isotip IgG ja 

que és en aquest on s’havia observat nivells més alts d’anticossos en els estudis previs, a part de 

ser de forma generalitzada l’isotip més abundant en el sèrum humà401.  

 

Amb aquests nous estudis es va poder observar un augment clar de la sensibilitat en l’isotip IgG 

amb els dos antígens (fibrinogen-MAA i el pèptid CFFCMaP), que van presentar valors similars, 

del 18 i 19% respectivament. En el cas del fibrinogen es va dur a terme exactament el mateix 

protocol d’assaig que per l’albúmina sèrica humana, de tal manera que l’augment de la 

sensibilitat no estaria relacionat amb la metodologia sinó que seria atribuïble a la diferència 

d’antigen. En el cas del pèptid, el protocol emprat per l’immunoassaig va diferir donat que per 

unir el pèptid a la placa el procediment és diferent. El protocol en aquest cas va ser el mateix que 

en altres múltiples pèptids que s’han analitzat com a antígens, inclosos els assajos que han 

permès la detecció d’ACPA, anti-CarP i AAPA i que han permès la identificació de la relació entre 

la major presència d’AMPAs i AR greu,  i que es basen en l’ús de pèptids biotinilats.  

 

Emprant com antigen el fibrinogen-MAA sí que es va poder establir la presència de majors nivells 

d’anticossos en el subgrup CCP (+) respecte el grup control, però les diferències no van ser 

significatives en la comparació amb els pacients seronegatius. Tampoc es va poder observar 
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diferència entre el grup seronegatiu i el grup control. En canvi, emprant l’ús del pèptid CFFCMaP 

es va poder observar una diferència entre el grup CCP (+) i els controls que es va replicar entre el 

grup seronegatiu i els controls. Tampoc en aquesta ocasió es van observar diferències entre els 

dos subgrups d’AR. Així doncs, amb aquests antígens es va observar una relació entre les dues 

famílies d’anticossos, els ACPA i anti-MAA que s’havia descrit en els treballs anteriors161,168. La 

millora dels resultats obtinguts amb aquests assaigs confirma que el refinament dels mètodes per 

la detecció d’aquests anticossos pot suposar un enriquiment del coneixement al respecte de les 

implicacions que presenten aquests en els processos inflamatoris de l’AR.  

 

Amb els resultats obtinguts en la nostra cohort sembla clar que no s’ha pogut confirmar la 

importància d’aquests anticossos en l’AR. Els resultats obtinguts emprant la mateixa proteïna 

donen diferències molt significatives pel que fa a la sensibilitat obtinguda respecte els estudis 

previs. Tot i que podrien tenir una explicació parcial en les diferències clares entre les 

característiques de les cohorts d’estudi, no s’ha pogut confirmar quina és la causa entre la 

divergència dels resultats. La confirmació de la presència d’aquests anticossos anti-MAA en 

malalties molt diverses – des d’AR fins a colitis ulcerosa161,170–172,391 – posen de manifest que no 

són exclusius d’una patologia sinó que més aviat són una conseqüència de diferents processos 

inflamatoris que es donen com a conseqüència de l’estrès oxidatiu, que dóna lloc a processos 

com la peroxidació lipídica de les membranes. Aquesta hipòtesi està suportada pel fet que aquest 

processos donen lloc al malondialdehid, i de forma espontània a l’acetaldehid, necessària per la 

formació d’aquests adductes350. Tot i que no es doni de manera específica en l’AR no es pot 

descartar que tingui una implicació en la seva fisiopatologia i/o que contribueixi a la seva aparició 

o perpetuació. En aquest cas, els anticossos de la família anti-MAA es podrien utilitzar de forma 

complementària pel diagnòstic però amb els resultats obtinguts es mostra que no són un sistema 

d’autoanticossos rellevant en l’AR comparable als ACPA o anti-CarP donat que no mostren 

especificitat o sensibilitat que els recolzi com a sistema d’autoanticossos independent d’aquesta 

patologia. Aquests resultats obren la porta a fer nous estudis per comprendre el paper d’aquest 

tipus d’anticossos en l’AR però no poden donar suport al seu ús com a biomarcador discriminatiu 

per ser emprat en el diagnòstic de forma diferencial.  

 

Amb aquests resultats sembla clar que la resposta que es pot relacionar amb la presència d’AR és 

la del tipus ACPA, anti-CarP i AAPA. La resposta ACPA, però, no es troba exclusivament en els 

pacients d’AR sinó que s’ha observat també en pacients de patologies reumàtiques com el 

reumatisme palindròmic. En un estudi previ191 realitzat pel nostre grup en el que es va estudiar 

la resposta ACPA en pacients de RP de llarga durada i AR establerta es va poder concloure que 
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ambdós grups presenten aquesta resposta però en el cas dels pacients de RP aquesta és 

detectable de manera més restringida pel que fa als tipus d’isotips detectats i els nivells de 

positivitat i valors mitjans d’anticossos presentats 192,402. En base a aquests resultats, i donat que 

s’havia pogut dissenyar i sintetitzar exitosament nous antígens peptídics que permetien l’estudi 

de la resposta ACPA, anti-CarP i AAPA, es va decidir estudiar la resposta AMPA en un grup de 

pacients de RP de recent diagnòstic i comparar els resultats amb els obtinguts en la població d’AR 

establerta.  

 

Per dur a terme les diferents anàlisis es va treballar en aquest cas amb antígens proteics i 

peptídics prèviament validats en diversos estudis per la detecció d’anticossos en el context d’AR. 

Es va treballar en la determinació d’anti-CarP amb l’ús del FCS-CarP ja que es tracta d’un dels 

antígens més emprats per la detecció d’aquest tipus d’autoanticossos, tal i com queda demostrat 

en múltiples estudis en el que ha estat escollit amb aquest objectiu 80,377,403–405. Addicionalment, 

també es va treballar amb el fibrinogen, en aquest cas d’origen humà, en la seva forma 

carbamilada. El Fib-CarP és un altre antigen també àmpliament descrit en aquest context378,406–

408. La caracterització de les proteïnes tant carbamilades com control va ser essencial per poder 

obtenir uns resultats reproduïbles entre les diferents plaques i assegurar una homogeneïtat a 

nivell del grau de modificació de les proteïnes presentades. Per assegurar que els resultats 

obtinguts en cada anàlisi complien els requisits de reproduïbilitat per ser validats, es va 

comprovar la variabilitat entre plaques mitjançant l’ús de les rectes de calibratge i de controls 

inclosos en el disseny. Tots aquests paràmetres són essencials per assegurar el bon funcionament 

dels assaigs de determinació d’anticossos emprant antígens proteics, que com s’ha comentat 

prèviament, presenten una major complexitat pel que fa a la seva reproduïbilitat138.  

 

També en aquest cas els estudis van incorporar novament una estructura peptídica derivada del 

pèptid cíclic quimèric de fibrina i filagrina, CFFCP-1, que va servir de base per la incorporació de 

diverses homocitrul·lines en la seva seqüència i que havia estat prèviament emprat per l’estudi 

de la reactivitat amb altres modificacions post-traduccionals, com la citrul·lina142,261. L’estudi de 

la resposta anti-CarP amb aquest pèptid quimèric va requerir menys volum de sèrum que els 

anàlisis amb els antígens proteics, i la caracterització de la molècula va ser senzilla. Els assajos es 

van dur a terme també amb els pèptids prèviament emprats per la determinació de la resposta 

AMPA en la població d’AR establerta (CFFCHP-1, CFFCHP-2, CFFCHP-3 i CFFCHAP). Aquests 

pèptids havien estat prèviament descrits, emprats i validats com antígens per la detecció 

d’AMPAs en estudis previs amb una cohort de pacients d’AR i una cohort control formada per 

mostres rebudes del banc de sang238.  
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La comparació de les característiques demogràfiques de les dues cohorts ha mostrat que no hi 

ha diferències significatives pel que fa al % de dones representatiu de cada cohort (75,6% vs 

77,6%) ni tampoc pel que fa a l’edat. L’anàlisi de la presència d’anticossos emprats en el 

diagnòstic de l’AR, com són el FR i els ACPA mesurats amb el test CCP2 van confirmar que aquesta 

resposta és comparable entre els membres de les dues cohorts d’anàlisi escollides. En canvi, 

l’anàlisi de la resposta AMPA, analitzada emprant els pèptids amb múltiples PTMs, va mostrar 

clares diferències entre les dues cohorts. La resposta observada en el grup de RP va ser més baixa 

i restringida pel que fa a la presència de diferents isotips que l’observada en el grup d’AR. Com a 

tret en comú, es va observar que la resposta majoritària en les dues cohorts és la de l’isotip IgG. 

La resposta anti-AMPA-IgG és la més àmplia en tots dos grups, amb percentatges que oscil·len 

entre el 65 i el 70% en els casos d’AR i entre el 55 i el 60% en els casos de RP. No es va observar 

diferències significatives entre els dos grups comparats. 

 

Es va observar una presència marcadament inferior d’anti-AMPA-IgA i anti-AMPA-IgM, respecte 

l’anti-AMPA-IgG. En el cas de l’isotip IgA es van observar valors de positivitat màxims del 45% en 

els pacients d’AR i del 27% en el cas dels pacients de RP. A més, es van observar diferències 

estadísticament significatives entre la resposta anti-CFFCHP-2-IgA i anti-CFFCHP-3-IgA dels 

pacients de RP i els d’AR. En el cas de l’isotip IgM, la resposta anti-AMPA va ser en general  més 

baixa que en els altres dos isotips, ja que només es van detectar entre el 15 i 30% dels pacients 

en funció de l’antigen/grup d’anàlisi estudiat. En l’isotip IgM tampoc es van trobar diferències 

entre el grup de RP i AR.  

 

Si ens centrem exclusivament en la resposta anti-CarP, detectada tant per els antígens proteics 

carbamilats com pel pèptid totalment homocitrul·linat, les diferències observades entre els dos 

grups van ser encara més evidents. L’isotip IgG va seguir sent el predominant en les dues 

poblacions també en aquest subgrup d’anticossos, però tant el percentatge de positivitat com els 

nivells d’anti-CarP detectats amb els tres antígens testats són diferents en els dos grups. Mentre 

la positivitat es troba al voltant del 50% en la població d’AR, en la població de RP és 

significativament més baixa i la presència d’anti-CarP-IgG només es pot detectar en 

aproximadament el 25% de la població. Els nivells resposta positiva de  l’isotip IgA són 

marcadament més baixos que els de IgG en les dues poblacions, ja que la positivitat està al voltant 

del 20% en la població d’AR i del 15% en els pacients de RP. La resposta anti-CarP-IgA, va ser més 

alta en pacients d’AR que en els de RP, tal i com es va mostrar en els resultats obtinguts tant amb 
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el FCS-CarP com en el pèptid CFFHP. Aquestes diferències es van detectar tant pel que fa a la 

freqüència de la resposta com als nivells d’anti-CarP-IgA.  

 

Aquest fet es va replicar en l’isotip IgM, l’isotip en el qual es van detectar menys casos per les 

dues poblacions, aproximadament un 15% de casos en els pacients d’AR i 10% en els pacients de 

RP. En aquest isotip es van observar diferències significatives en els nivells observats però no en 

la freqüència de presentació d’aquests anticossos. Es va observar clarament la mateixa tendència, 

tot i que no es va arribar a assolir una significació estadística.  

 

Així doncs, la conclusió global de l’estudi amb diferents especificitats que permeten la detecció 

d’AMPAs i l’ús d’altres que permeten només la detecció d’anti-CarP és clara. La resposta general 

observada en el grup de RP està més restringida de forma global, tant pel que fa a la positivitat 

als diferents antígens/isotips com pel que fa als nivells detectats, que són més baixos. Aquests 

resultats concorden amb els estudis previs realitzats en el nostre grup, en que la distribució 

observada tant d’anti-CarP com d’ACPA i les diferències observades entre els dos grups, va ser 

similar a l’observada en aquest estudi amb pacients de RP de recent diagnòstic 191,192,402.  

 

Aquest perfil característic dels pacients de RP, amb un patró de reconeixement més restringit 

s’ha descrit també en algunes fases preclíniques d’AR, en els quals ja hi ha presència tant d’anti-

CarP com d’ACPA335,377. En aquests estadis també hi ha una predominança de l’isotip IgG, que 

apareix abans que els isotips IgA i IgM409. En el cas de l’AR s’ha vist com amb els anys, a mesura 

que el pacient s’apropa a la manifestació clínica de la malaltia, es comença a mostrar una resposta 

més àmplia de reconeixement d’epítops diversos i d’expansió dels isotips emprats.  

 

Aquesta expansió no es va observar en els pacients de RP establerta (és a dir, de llarga durada) 

inclosos en l’estudi de Castellanos-Moreira et al 191 sinó que es va observar un patró restringit de 

resposta anti-CarP. Els resultats obtinguts en aquesta anàlisi mostren una tendència molt similar 

a l’observada en l’estudi amb pacients de RP establert, fet que podria indicar que l’absència d’una 

resposta AMPA d’IgA, i especialment anti-CarP en tots els seus isotips podria estar associada a 

una menor taxa de progressió cap a AR en un subgrup de pacients amb RP.  
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A nivell global, en tots els resultats obtinguts durant el transcurs de la realització dels diversos 

estudis inclosos en aquesta tesi doctoral s’ha pogut comprovar l’àmplia utilitat que tenen els 

pèptids sintètics, i tot i que s’han emprat en menor mesura, les proteïnes per tal de generar 

antígens que ens permetin la detecció d’anticossos que tenen com a diana diferents PTMs en el 

context de l’AR. S’han tret conclusions interessants respecte l’ús de nous antígens que han 

permès comprovar la rellevància de la resposta anti-AMPA (ACPA, anti-CarP i AAPA) en l’AR i 

relacionar aquesta resposta amb diferents fenotips clínics. L’estudi futur de noves estructures 

que incloguin altres proteïnes diverses i/o combinacions de PTMs ajudarà, de ben segur, a 

millorar el potencial dels antígens peptídics en l’AR i altres malalties immunomediades. També 

serà interessant seguir el camí començat amb el desenvolupament del microarray peptídic 

incloent noves estructures peptídiques amb diferents PTMs per poder discernir si l’ús d’aquest 

tipus de suport ens pot ser de utilitat per estratificar els pacients d’acord amb diferents fenotips 

clínics i de veure si, amb la inclusió de nous antígens diveresos, se’n pot millorar el rendiment 

diagnòstic de forma global.  
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A continuació s’exposen les conclusions extretes dels diferents estudis realitzats com a part 

d’aquesta tesi.  

 

• S’ha desenvolupat una plataforma multiplex en la qual s’han inclòs 8 pèptids quimèrics 

citrul·linats que consten de dominis de diferents proteïnes humanes amb rellevància en el 

teixit sinovial dels pacients d’AR.  

 

• S’ha determinat que el sistema de diagnòstic miniaturitzat presenta un bon balanç 

sensibilitat/especificitat en l’anàlisi de mostres de sèrum de pacients d’AR, d’individus sans i 

de pacients de PsA. S’han assolit valors del 100% d’especificitat quan el punt de tall de 

positivitat es basa en la presència de 3 o més pèptids positius de forma simultània. El test ha 

servit per detectar de forma específica la resposta ACPA en els pacients d’AR.  

 

• S’han dissenyat i sintetitzat diferents antígens peptídics que presenten diferents PTMs a la 

seva estructura primària, els quals han permès la detecció d’AMPAs amb una elevada 

especificitat i una acceptable sensibilitat.  

 

• S’ha trobat una associació entre la presència i els nivells alts d’AMPAs i la presentació de 

fenotips més severs d’AR com són el major grau de destrucció articular i la manifestació de 

patologies extra-articulars com és l’ILD. Per aquesta determinació ha estat especialment 

rellevant l’ús del pèptid CFFCHAP, que presenta les tres PTMs (citrul·linació, 

homocitrul·linació i lisina acetilada.  

 

• L’obtenció d’antígens proteics que presenten adductes de MAA i la síntesi d’un pèptid 

modificat d’igual forma s’ha donat de forma exitosa i ha permès l’estudi de la resposta anti-

MAA.  

 

• Els anticossos anti-MAA han estat detectats en menys d’un 20% de la població d’AR testada, 

independentment del tipus d’antigen emprat. L’ús d’antígens amb més rellevància en l’AR, 

com són el fibrinògen i el pèptid quimèric de fibrina/filagrina, ha permès augmentar la 

sensibilitat de l’assaig, tot i no arribar a mostrar resultats adients per la consideració dels anti-

MAA com a biomarcadors discriminatius d’AR.  
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• La resposta immunitària AMPA detectada emprant els diferents pèptids i proteïnes com 

antígens és clarament diferent entre els pacients de PR i els pacients d’AR. En el cas dels 

pacients de PR, aquesta és inferior i està més restringida, tant en el nombre d’epítops 

reconeguts com en la presència dels diferents isotips analitzats (IgG, IgA i IgM).  

 

• L’absència d’isotips AMPA-IgA, i especialment d’anti-CarP, en els pacients de PR podria estar 

associat a una menor risc de progressió cap a AR.  
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Figure A. UPLC-MS characterization of CFECP. (a) Peptide Elution was performed on an Acquity UPLC 
BEH C18 column (2.1×100 mm, 1.7 μm) with a linear gradient of 5%-100% solvent B (20mM formic acid 
in ACN) into solvent A (20mM formic acid in water) over 10min at 0.3mL/min. (b) The mass spectrum 
was recorded in positive ion mode in the m/z 500-2500 range. Calculated m/z: [M+2H]+2=1915.46, 
[M+3H]+3=1277.31, [M+4H]+4=958.24, [M+5H]+5=766.79, [M+6H]+6=639.16, [M+7H]+7=547.99; 
experimental m/z: [M+2H]+2=1915.95, [M+3H]+3=1277.31, [M+4H]+4=958.48, [M+5H]+5=766.77, 
[M+6H]+6=639.15, [M+7H]+7=547.99  
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Figure B. UPLC-MS characterization of CEFCP. (a) Peptide Elution was performed on an Acquity UPLC 
BEH C18 column (2.1×100 mm, 1.7 μm) with a linear gradient of 5%-100% solvent B (20mM formic acid 
in ACN) into solvent A (20mM formic acid in water) over 10min at 0.3mL/min. (b) The mass spectrum 
was recorded in positive ion mode in the m/z 500-2500 range. Calculated m/z: [M+3H]+3=1431.02, 
[M+4H]+4=1073.51, [M+5H]+5=859.01; [M+6H]+6=716.01, [M+7H]+7=613.87, [M+8H]+8=537.26; 
experimental m/z: [M+3H]+3=1431.35, [M+4H]+4=1073.76, [M+5H]+5=859.20; [M+6H]+6=716.17, 
[M+7H]+7=614.00, [M+8H]+8=537.62 
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Figure C. UPLC-MS characterization of CVECP. (a) Peptide Elution was performed on an Acquity UPLC 
BEH C18 column (2.1×100 mm, 1.7 μm) with a linear gradient of 5%-100% solvent B (20mM formic acid 
in ACN) into solvent A (20mM formic acid in water) over 10min at 0.3mL/min. (b) The mass spectrum 
was recorded in positive ion mode in the m/z 500-2500 range. Calculated m/z: [M+3H]+3=1625.14, 
[M+4H]+4=1219.11, [M+5H]+5=975.49; [M+6H]+6=813.07; experimental m/z: [M+3H]+3=1624.78, 
[M+4H]+4=1218.84, [M+5H]+5=975.28; [M+6H]+6=812.89 
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Figure D. Relationship between fluorescence intensities (microarray) (RU) and the corresponding optical 
density units (ELISA) (OD) for RA patients (n). Two-way graphs and Spearman’s rank correlation 
coefficients (rs) with their 95% confidence interval (95%CI).  
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Figure E. ROC curves analysis from microarray results with chimeric fibrin-filaggrin citrullinated peptides 
(CFFCP1, CFFCP2, CFFCP3), chimeric vimentin-filaggrin citrullinated peptide (CVFCP), chimeric fibrin-
vimentin citrullinated peptide (CFVCP), chimeric enolase-filaggrin citrullinated peptide (CEFCP), 
chimeric vimentin-enolase citrullinated peptide (CVECP) and chimeric fibrin-enolase citrullinated peptide 
(CFECP) in the RA and BD cohorts of patients. 
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Table A. Number of discarded sera in RA, BD and PsA cohorts due to a high variability in the fluorescence 
intensity response units of corresponding triplicates spots for citrullinated and control peptides. 
 

RA (n = 70) 

 
 

Discarded sera  
CV > 25% 

 
Control 
peptide 

 
Discarded sera 

CV > 30% 

Discarded pairs 
Peptide or Control 

CV > 25%,30% 
Final pairs 

CFFCP1 20 (28.57%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36 (51.43%) 34 

CFFCP2 21 (30.00%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36 (51.43%) 34 

CFFCP3  10 (14.29%) CFFCP-R 21 (30.00%) 26 (37.14%) 44 

CFECP 16 (22.86%) CFECP-R 21 (30.00%) 32 (45.71%) 38 

CFVCP 0 (0.00%) CFVCP-R 13 (18.57%) 13 (18.57%) 57 

CVECP 15 (21.43%) CVECP-R 13 (18.57%) 24 (34.29%) 46 

CEFCP 6 (8.57%) CEFCP-R 21 (30.00%) 25 (35.71%) 45 

CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 13 (18.57%) 18 (25.71%) 52 

BD (n = 70) 

 Discarded sera 
CV > 30% 

Control 
peptide 

Discarded sera 
CV > 30% 

Discarded pairs 
Peptide or Control 

CV > 30% 
Final pairs 

CFFCP1 7 (10.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 20 (28.57%) 50 

CFFCP2 20 (28.57%) CFFCP-R 14 (20.00%) 30 (42.86%) 40 

CFFCP3  14 (20.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 24 (34.29%) 46 

CFECP 10 (14.29%) CFECP-R 11 (15.71%) 18 (25.71%) 52 

CFVCP 3 (4.29%) CFVCP-R 7 (10.00%) 10 (14.29%) 60 

CVECP 13 (18.57%) CVECP-R 7 (10.00%) 17 (24.29%) 53 

CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 11 (15.71%) 13 (18.57%) 57 

CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 7 (10.00%) 14 (20.00%) 56 

PsA (n = 70) 

 Discarded sera 
CV > 30% 

 
Control 
peptide 

Discarded sera 
CV > 30% 

Discarded pairs 
Peptide or Control 

CV > 30% 
Final pairs 

CFFCP1 9 (12.86%) CFFCP-R 3 (4.29%) 12 (17.14%) 58 

CFFCP2 29 (41.43%) CFFCP-R 3 (4.29%) 32 (45.71%) 38 

CFFCP3  11 (15.71%) CFFCP-R 3 (4.29%) 14 (20.00%) 56 

CFECP 8 (11.43%) CFECP-R 14 (20.00%) 18 (25.71%) 52 

CFVCP 1 (1.43%) CFVCP-R 6 (8.57%) 7 (10.00%) 63 

CVECP 10 (14.29%) CVECP-R 6 (8.57%) 15 (21.43%) 55 

CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 14 (20.00%) 17 (24.29%) 53 

CVFCP 7 (10.00%) CVFCP-R 6 (8.57%) 13 (18.57%) 57 
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Table B. Reactivity of RA, BD and PsA cohorts to each citrullinated peptide. 

 

RA BD PsA 

Number of 
sera reacting 

Number of 
positive (%) 

Number of 
sera reacting 

Number of 
positive (%) 

Number of 
sera reacting 

Number of 
positive (%) 

CFFCP1 34 20 (58.8) 50 1 (2.0) 58 0 (0.0) 

CFFCP2 34 23 (67.7) 40 0 (0.0) 38 1 (2.6) 

CFFCP3 44 35 (79.6) 46 0 (0.0) 56 0 (0.0) 

CFECP 38 30 (80.0) 52 1 (1.9) 52 5 (9.6) 

CFVCP 57 21 (36.8) 60 1 (1.7) 63 0 (0.0) 

CVECP 46 39 (84.8) 53 1 (1.9) 55 3 (5.5) 

CEFCP 45 38 (84.4) 57 1 (1.8) 53 0 (0.0) 

CVFCP 52 42 (80.8) 56 1 (1.8) 57 0 (0.0) 
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