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IV. Resumen 

Introducción: El Microbioma humano es esencial en diversos procesos fisiológicos, 

incluida la inmunidad, no obstante, eventos disbióticos y aumento en la permeabilidad 

intestinal (PI) conducen al desarrollo de enfermedades autoinmunes (EAI) como la Artritis 

Reumatoide (AR) que origina cambios patogénicos en la membrana sinovial y hueso debido 

a mecanismos que involucran la producción de Anticuerpos Antiproteínas Citrulinadas 

(ACPAs), estimulados por péptidos modificados por enzimas Peptidil Arginina Deiminasas 

(PADs) humanas. Objetivo: Evaluar la expresión de enzimas homólogas de PADs (Hs-

PADs) o Arginina Deiminasas (ADs) y citrulinomas en miembros de la microbiota humana, 

y determinar ACPAs microbianos y anticuerpos anti-Zonulina (AbsZON) en pacientes con 

AR. Material y Métodos: Se trata de un estudio de casos y controles no pareado realizado 

en Guadalupe, Zac., 10 casos confirmados con diagnóstico de AR seropositiva fueron 

comparados con 10 controles de tipo vecindario. Los métodos empleados fueron cultivos 

microbianos, Western blot (WB), ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

indirecto (ELISA-I) y competitivo (ELISA-C), elución y prueba de Óxido Nítrico. Se 

utilizaron 17 cepas microbianas y anticuerpos policlonales (pAbs) específicos del péptido 

sintético derivado de los residuos 100-200 de PAD2 humano (pAb anti-PAD2), y del 

fragmento recombinante de los aminoácidos 326 y 611 de PAD4 humano (pAb anti-PAD4), 

además de un pAb anti-citrulina humano, ACPAs de afinidad y sueros humanos; el análisis 

estadístico fue descriptivo e inferencial mediante las pruebas no paramétricas de Kruskal-

Wallis y U de Mann-Whitney generadas en los programas SPSS y GraphPad Prism, además 

de Razón de Momios (RM) y coeficiente de correlación de Spearman (rs). Resultados: 

Patógenos de Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota albergan homólogos de PADs/ADs 

(Hs-PADs/ADs) y antígenos citrulinados (AgCIT), que fueron reactivos a ACPAs de 

pacientes con AR (casos) quienes además presentaron niveles elevados de AbsZON en 

comparación con los controles y asociación positiva con AR. Conclusión: Los citrulinomas 

microbianos y Hs-PADs/ADs son abundantes en el microbioma humano y podrían estar 

involucrados en la producción de ACPAs. Los AbsZON sugieren aumento en la PI identifica 

como posible factor de riesgo en AR. Los presentes hallazgos, podrían representar el vínculo 

molecular entre la disbiosis, la PI y la patogénesis de AR.  
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V. Abstract 

Introduction: The human microbiome it is essential in various physiological 

processes, including immunity; however, dysbiotic events and increased intestinal 

permeability (IP) lead to the development of autoimmune diseases (AID) such as 

Rheumatoid Arthritis (RA), which causes pathogenic changes in the synovial 

membrane and bone due to mechanisms that involve the production of Anti-

Citrullinated Protein Antibodies (ACPAs), stimulated by peptides modified by human 

Peptidyl Arginine Deiminases (PADs) enzymes. Objective: To evaluate the expression 

of homologs enzymes of PADs (Hs-PADs) or Arginine Deiminases (ADs) and 

citrullinomas in members of the human microbiota, and to determine microbial ACPAs 

and anti-Zonulin antibodies (AbsZON) in patients with RA. Material and Methods: 

This was an unmatched case-control study conducted in Guadalupe, Zac., 10 confirmed 

cases with a diagnosis of seropositive RA were compared with 10 neighborhood-type 

controls. The methods used were microbial cultures, Western blot (WB), enzyme-

linked immunosorbent assays (ELISA) indirect (I) and competitive (C), elution and 

Nitric Oxide test. We used 17 microbial species and specific polyclonal antibodies 

(pAbs) of the synthetic peptide derived from residues 100-200 of human PAD2 (anti-

PAD2 pAb) and the recombinant fragment of amino acids 326 and 611 of human PAD4 

(anti-PAD4 pAb), in addition to an human anti-citrulline pAb, affinity ACPAs and 

human sera; The statistical analysis was descriptive and inferential using the non-

parametric Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests generated in the SPSS and 

GraphPad Prism programs. In addition to the Odds Ratio (OR) and Spearman 

correlation coefficient (rs). Results: Pathogens of Firmicutes, Proteobacteria, and 

Ascomycota harbor homologs of PADs/ADs and citrullinated antigens (AgCIT), which 

were reactive to ACPAs of RA patients (cases) who also presented elevated levels of 

AbsZON compared to controls and a positive association with RA. Conclusion: 

Microbial citrullinomas and Hs-PADs/ADs are extensive in the human microbiome 

and could be involved in the production of ACPAs. AbsZON suggest increased IP 

identified as a possible risk factor in RA. The present findings could represent the 

molecular link between dysbiosis, IP and RA pathogenesis. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

El microbioma humano corresponde al conjunto de microorganismos y sus genomas, 

ubicados en diversas regiones anatómicas, siendo el intestino el mayormente colonizado 

desde el nacimiento, estos incluyen bacterias, virus, hongos y arqueas [1-4]. En personas 

sanas, el ~70% de las especies tienen una relación simbiótica con el huésped, pero 

disminuyen considerablemente dependiendo del estado de salud [5,6]. No obstante, la 

microbiota subdominante pertenece a especies transitorias que pueden tener potencial 

patogénico [7]. Las filas microbianas dominantes son Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria y Proteobacteria [8], siendo Ascomycota otro filo que se encuentran en menor 

medida [9]. 

El ecosistema microbiano es complejo y puede ser afectado por numerosas variables 

que alteran el equilibrio de los microorganismos, provocando disbiosis [10,11], una 

condición que estimula respuestas inmunes locales y sistémicas desreguladas [12,13] 

mediadas por mecanismos que conducen a la autoinmunidad [14,15] y al desarrollo de 

enfermedades autoinmunes (EAI) [8,16]. Simultáneamente, la permeabilidad intestinal (PI), 

translocación microbiana (TM) y mimetismo molecular también están asociados [17,18], no 

obstante, la genética del huésped es crucial para su desarrollo [19]. En consecuencia, el tejido 

diana puede estar alejado del intestino, como es el caso de la Artritis Reumatoide. 

Esta EAI origina cambios patogénicos en la membrana sinovial y hueso debido a 

mecanismos que involucran la producción de ACPAs, estimulados por diversos péptidos 

citrulinados modificados por enzimas PAD2 y PAD4 humanas [20-22], es preciso señalar, 

que la AR puede originarse en localizaciones mucosas, incluidos el intestino y la cavidad 

bucal [23]. Dicho esto, se ha considerado que la translocación de enzimas microbianas puede 

influir en una mayor citrulinación de péptidos a través de mecanismos de filtración y 

migración a las articulaciones [24], sin embargo, los mecanismos moleculares no han sido 

dilucidados. 
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En suma, la capacidad de algunas enzimas bacterianas para modificar péptidos 

potencialmente artritogénicos se ha documentado clínica y experimentalmente. No obstante, 

la existencia e implicaciones clínicas sobre homólogos de PADs (Hs-PADs) y citrulinomas 

microbianos ha sido poco explorada [25-35] y de manera análoga los estudios de PI en 

pacientes con AR también son escasos. Es factible proponer que algunos miembros de la 

microbiota humana (MH) poseen la maquinaria catalítica para citrulinar proteínas, promover 

la generación de ACPAs y contribuir a la ruptura de la tolerancia inmunológica en personas 

predispuestas, que, de manera simultánea, presenten aumento en la PI y permita la filtración.  

Por esta razón, en la presente investigación se estudió la expresión de enzimas Hs-

PADs/ADs y citrulinomas microbianos en 17 miembros de la MH pertenecientes a 

Proteobacteria, Firmicutes y Ascomycota. Al mismo tiempo, se evaluaron Abs anti-

microbianos y AbsZON en casos (AR) y controles. Se demostró que algunos patógenos de 

Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota albergan enzimas Hs-PADs/ADs y citrulinomas 

microbianos, que son reactivos a ACPAs de pacientes con AR; también se comprobó que los 

pacientes presentan AbsZON elevados en comparación con los controles. Estos hallazgos, 

podrían representar el vínculo molecular entre los microorganismos de una microbiota 

disbiótica, la PI y la patogénesis de la AR.  

El estudio se llevó a cabo en los Laboratorios de Inmunología y Biología Molecular de 

la Unidad Académica de Ciencias Biológicas, Campus Guadalupe, de la Universidad 

Autónoma de Zacatecas, bajo el financiamiento del Consejo Nacional de Humanidades 

Ciencias y Tecnologías (CONAHCyT) con número 1084935 y el UAZ CA-5. 

Autoinmunidad. Esta tesis puede ser citada como: Pérez-Pérez ME., Bollain-y-Goytia JJ. & 

Delgadillo-Ruiz L. Citrulinación endógena y homólogos de PADs/ADs en miembros de la 

microbiota humana y anticuerpos anti-Zonulina de pacientes con Artritis Reumatoide. 

Laboratorios de Inmunología y Biología Molecular, UACB, UAZ. 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 

2.1. Microbiota Humana (MH) 

La MH se define como el conjunto de microorganismos que residen sobre y dentro del 

cuerpo humano, incluye bacterias, virus, hongos y arqueas que se ubican en diversas regiones 

anatómicas (Figura 2.1), mientras que el microbioma humano se refiere a los genomas 

microbianos interactuando entre sí y con su huésped de maneras complejas que en diversos 

momentos implican simbiosis, mutualismo, antagonismo o depredación [36]. El sitio 

mayormente colonizado es el intestino y al conjunto de microorganismos se le denota 

microbiota intestinal (MI).  

 

 

Figura 2.1: Ubicación de la microbiota humana en diversas regiones anatómicas. Adaptada de Sig Transduct Target Ther, 

2022. Hou et al. [37]. 
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2.2. Microbiota Intestinal (MI) 

La MI humana comprende aproximadamente 40 billones de microorganismos y se 

estiman más de 2000 especies que varían según la anatomía gastrointestinal (GI) en términos 

de fisiología, pH, tensión de O2, tasas de flujo (rápido desde la boca hasta el ciego, más lento 

después), disponibilidad de sustrato y secreciones del huésped [3]. El estómago, duodeno, 

yeyuno, íleon, ciego y colon forman el tracto GI y el entorno se vuelve progresivamente más 

anaeróbico desde el estómago hasta el colon y cada sección del tracto GI presenta un nicho 

ecológico único como un sistema abierto en el que los nutrientes entran y los desechos salen 

de forma intermitente [38-40]. 

La composición microbiana de los espacios mucosos y epiteliales del tracto GI, es muy 

diversa, dominada por bacterias, de las cuales el 90% perteneces a los filos Firmicutes y 

Bacteroidetes. Las Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia y Fusobacteria 

completan el 10% restante junto con el componente fúngico (0.1%) principalmente del filo 

Ascomycota [8,9,38]. Los Bacteroidetes son bacterias Gram negativas, no formadoras de 

esporas, anaeróbicas y aeróbicas, con forma de bastón; dentro de este filo podemos encontrar 

al género Prevotella y Bacteroides (sacarolíticas) [41] y al género Porphyromonas; que junto 

con Prevotella son patógenos de la cavidad bucal [42] y algunos Bacteroides pueden causar 

infecciones, siendo B. fragilis y B. thetaiotaomicron las especies mayormente aisladas. La 

capacidad del filo Bacteroidetes para degradar polisacáridos explica por qué prosperan en el 

tracto GI [43]. 

El filo Firmicutes comprende bacterias Gram positivas y está compuesto por más de 

200 géneros, entre ellos Lactobacillus, Enterococcus y Staphylococcus, estos se pueden 

encontrar en el suelo, el agua, la piel y el tracto GI e incluyen bacterias aerobias, anaerobias, 

formadoras de esporas, saprofitas y patógenas. Los Firmicutes como Staphylococcus aureus 

(S. aureus) pueden producir toxinas proteicas [8,38] y algunos miembros participan en el 

metabolismo de ácidos biliares que, al parecer, desempeñan un papel fundamental en la 

inflamación intestinal y el desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) [44]. 
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Las Actinobacterias son bacterias Gram positivas que constituyen uno de los filos 

bacterianos más grandes; producen aproximadamente dos tercios de todos los antibióticos de 

origen natural de uso clínico, múltiples compuestos anticancerígenos, antihelmínticos y 

antifúngicos [38]. De hecho, son de los primeros colonizadores de recién nacidos que 

contribuyen a la maduración del Sistema Inmune (SI) y algunas cepas son consideradas 

probióticas [45]. Dentro de los comensales GI se encuentra el género Bifidobacterium, pero 

también incluye especies patógenas de Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y 

Propionibacterium [46]. 

El filo Proteobacteria se dividen en seis clases: α, β, γ, δ, ε y ζ con base en el parentesco 

molecular determinado por análisis filogenético del gen 16S rRNA [47]. Los géneros 

notables son Escherichia, Salmonella, Shigella, Desulfovibrio y Helicobacter, aunque 

también incluye a la familia Enterobacteriaceae. Algunos patógenos entéricos de este filo son 

Shigella flexneri, Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae y Helicobacter pylori 

y un rasgo común es la tinción Gram negativa, que indica la presencia de lipopolisacárido en 

la membrana externa [38]. 

Por otro lado, el filo Verrucomicrobia alberga a Akkermansia muciniphila que 

representa del 1 al 4% de la población bacteriana del colon [48]. Esta bacteria es un miembro 

importante ya que degrada las mucinas para producir ácidos grasos de cadena corta (AGCC), 

que nutren al huésped y lo incitan a compensar con la producción de más mucinas, 

manteniendo la dinámica de estas proteínas [49]. Por el contrario, el filo Fusobacteria está 

formado por bacterias Gram negativas, comúnmente presentes en el tracto GI humano y 

animal, y los estudios filogenéticos recientes han sugerido agruparlas en un filo distinto 

[50,51]. 

El filo Ascomycota es el componente fúngico de la MH que ha sido descuidado debido 

a su escasa riqueza en comparación con las bacterias, sin embargo, la capacidad de los hongos 

para modular la respuesta inmune del huésped lo han convertido en un componente de estudio 

fundamental. 
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Las levaduras más representativas son los géneros Cándida y Saccharomyces que 

contienen el mayor número de especies descritas de interacción con el huésped humano. Por 

un lado, el género Cándida ha sido el más estudiado, sin embargo, el género Saccharomyces, 

ha ganado un papel en las investigaciones sobre la interacción humana en la salud y la 

enfermedad [9]. Los avances en la investigación del microbioma han mejorado nuestra 

comprensión de su relación con la fisiología y patología humana, gracias al progreso 

tecnológico. 

2.2.1. Técnicas empleadas para estudiar la MI  

Las técnicas de cultivo convencionales subestiman el número real de especies y las 

limitadas condiciones solo favorecen a especies de crecimiento rápido y no exigentes sobre 

aquellas presentes en bajas concentraciones, que requieren condiciones de cultivo inusuales 

y/o requisitos nutricionales complejos [52]. Algunas dependen de otros microorganismos 

“alimentación cruzada” y algunas solo crecerán en nichos con un rango estrecho de pH y/o 

potencial redox, lo que puede ser difícil de mantener in vitro. Los avances metodológicos en 

técnicas de cultivo anaeróbico son tediosos, requieren de mucho tiempo y de equipo 

especializado [53]. Además, algunas bacterias pueden estar vivas, pero no ser cultivables 

[38] y la imposibilidad de una identificación inequívoca sin métodos moleculares. 

El desarrollo de enfoques metagenómicos independientes del cultivo ha permitido el 

estudio de microbiotas complejas [52]; los métodos de secuenciación de alto rendimiento 

usan el RNAr 16S amplificado por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase 

chain reaction, por sus siglas en inglés) y la secuenciación rápida de todos los fragmentos de 

Ácido Desoxirribonucléico (DNA, Deoxyribonucleic acid por sus siglas en Inglés), permiten 

la identificación de los microorganismos presentes y sus genes metabólicos.  
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Además de los avances en las técnicas de Secuenciación de Nueva Generación (NGS, 

Next Generation Sequencing por sus siglas en inglés) y especialmente a través de enfoques 

basados en amplicones dirigidos al DNA ribosomal y a la región espaciadora transcrita 

interna (ITS, internal transcribed spacer por sus siglas en inglés), que es el principal 

biomarcador genómico de los hongos [54]. Sin embargo, una serie de desafíos técnicos han 

obstaculizado la aplicación de la metagenómica al estudio del microbioma, principalmente 

preparación de muestras, extracción de DNA genómico de hongos y escasez de genomas y 

proteomas de referencia en bases de datos públicas. 

Por lo que el cultivo in vitro, pese a los problemas que pueda enfrentar, sigue siendo el 

método principal para la investigación de comunidades microbianas, necesario para el 

aislamiento y la caracterización fenotípica, bioquímica e inmunológica [55]. No obstante, los 

impresionantes avances recientes en las tecnologías GNS, junto con los avances y las 

innovaciones en metagenómica, metabolómica, multiómica, bioinformática y herramientas 

de inteligencia artificial, han brindado perspectivas para caracterizar mejor las poblaciones 

microbianas y sus funciones [38]. 

2.2.2. Funciones de la MI y factores que influyen en su composición  

La MI brinda beneficios esenciales para la salud humana, como la prevención de la 

colonización por patógenos, la desintoxicación de ácidos biliares, el metabolismo de 

carbohidratos no digeribles y la generación de matabolitos. Así pues, se estima que la 

microbiota podría proporcionar el 86% de vitamina B6, 37% de vitamina B9, 31% de 

vitamina B12 y 27% de vitamina B3 de la cantidad diaria recomendada [56-60]. No obstante, 

existen factores que influyen en su composición siendo el nacimiento quien marca el inicio 

de la colonización microbiana, sin embargo, su desarrollo se ve afectado por múltiples 

factores como la administración de antibióticos en el embarazo o la dieta materna [4,61,62].  
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Recientemente, se ha revelado un nuevo modo de transmisión horizontal del 

microbioma de madre a hijo y se estima que solo el 9% de la MI corresponde a antecedentes 

genéticos [63,64]. Otros factores como el modo de nacimiento, la lactancia o alimentación 

con fórmula y la introducción de antibióticos o alimentos sólidos también han sido asociados 

[65-69]. El microbioma de un bebé en sus primeros tres años de vida se distingue del 

microbioma de un adulto y un factor importante en la adultez es la dieta, mientras que otros 

factores como el estrés, condiciones ambientales, ingesta de medicamentos, estilo de vida, 

trastornos y procedimientos médicos pueden modificar su composición [70-73].  

De manera análoga, se ha descrito que un componente de inmunidad adaptativa ya está 

presente en el feto humano y cuando se introducen alimentos sólidos, se produce un cambio 

en la composición de su comunidad bacteriana intestinal, aumenta la diversidad 

metabolómica y evoluciona hacia una microbiota más parecida a la adulta. A este período se 

le llama “ventana de oportunidad” debido a que las señales externas tienen un profundo 

impacto en la salud de por vida, en la evolución de la microbiota y en el Sistema inmune (SI), 

de tal modo que los múltiples cambios que sufre la microbiota durante las primeras etapas de 

vida, conducen a un establecimiento posnatal temporal del SI intestinal (Figura 2.2). 

Un hallazgo importante ha sido la revelación de sus interacciones donde los 

microorganismos transforman y metabolizan sustancias derivadas de la dieta y del huésped 

para generar un conjunto diverso de metabolitos con importantes resultados locales y 

sistémicos, construyendo una red de vías de señalización inmunológica [4,36]. 
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Figura 2.2: Factores ambientales que determinan el desarrollo de la MI y el SI. Adaptada de Front. Immunol, 2021. 

Kalbermatter et al. [4]. 
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2.3. Sistema Inmunitario (SI) 

El SI está constituido por células y moléculas responsables de la inmunidad, la cual se 

define como protección frente a la enfermedad, y su función fisiológica es la defensa contra 

microbios infecciosos, sustancias extrañas no infecciosas y productos de células dañadas o 

malignas, que de forma conjunta y coordinada a la introducción de estas sustancias, el SI 

presenta respuestas mediadas por reacciones tempranas de la inmunidad innata y tardías de 

la inmunidad adaptativa, independientemente de la consecuencia fisiológica o patológica 

[74]. Al conjunto de células y moléculas inmunitarias que realizan funciones especializadas 

en un sitio anatómico particular se le conoce como SI regional que abarca el SI cutáneo (piel) 

y el SI de mucosas [4]. 

2.3.1. Sistema Inmune de Mucosas (SIM) 

El SIM es un grupo especializado de células inmunitarias innatas y adaptativas que 

cumplen funciones de barrera muy importantes, principalmente con los epitelios que 

protegen al huésped de infecciones y agresiones ambientales en las superficies de las 

membranas mucosas. Estas superficies son inmunológicamente únicas, ya que actúan como 

interfaz principal entre el huésped y el entorno físico y desempeñan funciones protectoras y 

reguladoras en las barreras mucosas broncopulmonar, genitourinaria y digestiva (Figura 2. 

3) [75]. 
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Figura 2.3: Sistema inmune de mucosas. Adaptada de Nature immunolog, 2010. Gill et al. [58]. 

 

2.3.1.1 Sistema inmune digestivo 

El SI digestivo comprende la capa mucosa, células inmunes hematopoyéticas, 

estructuras linfoides organizadas, la lámina propia (LP) y el epitelio [76]. Dado que el 

intestino soporta una gran carga antigénica, requiere de una respuesta rápida e inespecífica, 

para mantener la homeostasis y proteger al organismo de la entrada de patógenos, esta es la 

inmunidad innata. 

2.3.1.1.1 Inmunidad innata en el tracto gastrointestinal 

Está mediada por el recubrimiento epitelial mucoso, que impide la invasión microbiana 

gracias a uniones intercelulares herméticas, la secreción de moco y la producción de 

moléculas antimicrobianas como las defensinas. 



12 

 

Las células inmunitarias innatas efectoras de la LP son los macrófagos, las células 

dendríticas (CD), las células linfoides innatas (CLI) y los mastocitos.  También, una 

comunidad de linfocitos intraepiteliales (LIE) T como los γɤ (LTγɤ), defienden contra los 

microbios en la BEI. La capa mucosa es la primera línea de defensa, compuesta por 

glicoproteínas mucosas (MUC) y mucinas O- glicosiladas que se unen a las células epiteliales 

intestinales (CEI) y cubren la superficie apical; el moco cumple funciones importantes: 1. 

Protege contra la invasión de patógenos, 2. Construye una barrera física entre los microbios 

y el tejido del huésped, 3. Protege contra la auto digestión del tejido intestinal y 4. Modula la 

expansión de diferentes cepas bacterianas y la composición de toda la comunidad. 

Las mucinas también sirven como fuente de nutrientes para algunas bacterias, que las 

escinden para utilizarlas como fuente de energía que, a su vez, liberan AGCC beneficiosos 

para el huésped [4,77]. El moco contiene péptidos antimicrobianos (PAM) como las 

defensinas, procedentes de células de Paneth, e inmunoglobulina secretora tipo A (IgAs) 

derivadas de células plasmáticas (CP) LP. Así pues, las células innatas de la mucosa detectan 

la presencia de microbios a través de receptores de reconocimiento de patrones (RRP), tanto 

en el contexto de una infección como en condiciones homeostáticas.  

Algunas moléculas microbianas se unen a estos receptores como el lipopolisacárido 

(LPS), un componente de la pared celular externa de las bacterias Gram negativas que 

posteriormente activan mecanismos inmunes innatos. Esta activación puede desencadenar un 

estado proinflamatorio para la eliminación de patógenos o inducir tolerancia a los comensales 

al aumentar la producción de mucinas y PAM y a su vez, promover el recambio de CEI y 

mediar en la supervivencia de las células madre. Cabe resaltar que la composición y función 

de las células inmunitarias puede cambiar durante el envejecimiento [4,78,79]. 

2.3.1.1.2. Inmunidad adaptativa en el tracto GI 

El SI adaptativo comprende cúmulos subepiteliales de tejido linfoide [74]. Estos 

compartimentos se pueden clasificar en sitios inductivos y sitios efectores.  



13 

 

Los inductivos corresponden a los Nódulos Linfáticos Mesentéricos (NLM) que drenan 

el intestino, y al tejido linfoide asociado al intestino (GALT, Gut-Associated Lymphoid 

Tissue por sus siglas en inglés) que constituyen las Placas de Peyer (PP) del íleon (intestino 

delgado), el apéndice vermiforme y los Folículos Linfoides Aislados (FLA) que se 

distribuyen a lo largo del intestino delgado y grueso. Otros tipos de GALT multifoliculares 

son los tejidos linfoides rectales [80-83] y aunque la existencia de GALT se conoce desde 

hace siglos, su potencial para regular las respuestas inmunes, no están completamente claras 

[76]. 

Las PP son sitios de cebado inmunológico adaptativo que contienen varios nichos 

micro anatómicos especializados para el inicio y propagación eficiente de respuestas 

inmunes, sus folículos están asociados con la luz intestinal y poseen un Epitelio especializado 

Asociado al Folículo (EAF) que está escasamente cubierto por moco, pero rico en CEI 

especializadas llamadas células M que transportan antígeno libre y unido a IgA hacia las PP. 

De hecho, el EAF contiene LIE, pero su función aún no está clara [84-87]. Por su parte, las 

células M forman bolsas que permiten la interacción con células inmunes que se encuentran 

en la Cúpula Subepitelial (CSE) dominada por CD Presentadoras de Antígenos (CPA) 

profesionales que extienden sus dendritas a través de poros transcelulares para tomar 

muestras del antígeno luminal.  

Asociado con la CSE está el folículo de células B que contiene Centros Germinales 

(CG) activos y alrededor, hay una zona de células B vírgenes rodeadas por una Zona 

Marginal (ZM) más grande que contiene células B de memoria, predominantemente de los 

isotipos IgA e Inmunoglobulina tipo M (IgM) y células B que generan respuestas innatas a 

antígenos T independientes [88-93]. Consecuentemente, la activación y respuesta de células 

B en el intestino dan forma a la MI a través de la secreción de IgA. De este modo, cuando las 

células B vírgenes alcanzan el estado maduro, pueden activarse y diferenciarse hacia Células 

Plasmáticas (CP) quienes pueden encontrar antígenos en áreas extra foliculares dentro de la 

LP; este proceso induce su transformación en CP secretora de IgM. 
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Alternativamente, las células B pueden ingresar a las áreas foliculares ubicadas en las 

PP donde interactúan estrechamente con células CD4+ previamente activadas [94]. Junto a 

estos folículos, las PP contienen zonas de células T perifoliculares que sirven como 

reservorios para células T vírgenes y de memoria enriquecidas con células T de memoria 

central (Tmc) CD4+, células T reguladoras (Treg) FOXP3+ y células T foliculares auxiliares 

(Tfh) (Figura 2.4).  

 

Figura 2.4: Composición celular de un folículo de PP humanas. Adaptada de Mucosal Immunology, 2021. Morbe et al. [76]. 

 

También se ha considerado que las PP humanas son sitios clave para la inducción de 

respuestas de anticuerpos (Abs, Antibodies por sus siglas en inglés) intestinales, que 

contribuyen a la maduración de CEI y pueden desempeñar un papel en la eliminación de 

clonas de células B autorreactivas [95-98]. Por último, los sitios efectores corresponden al 

epitelio y a la LP en donde se encuentran las células inmunes innatas y adaptativas preparadas 

para promover la inmunidad protectora frente a la MI y la integridad de la BEI [76]. 
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2.4. Barrera Epitelial Intestinal (BEI) y uniones celulares 

La BEI es la última barrera defensiva formada de una sola célula de espesor que 

absorbe nutrientes y bloquea la entrada de moléculas inmunogénicas como patógenos, 

endotoxinas y proteínas dietéticas no digeribles, evita que lleguen a la LP subyacente para 

que no se infiltren en el cuerpo, por lo que cuidar su integridad es importante para mantener 

la salud. Esta barrera, incluye CEI y un sistema de uniones celulares complejas compuestas 

por uniones estrechas (TJ, tight junctions por sus siglas en inglés), uniones Adherentes (AJ, 

Adherent junctions por sus siglas en inglés) y desmosomas [99,100]. 

2.4.1 Uniones Estrechas (TJ) 

Las TJ forman una red ramificada continua y estrecha entre las membranas de las 

células vecinas, lo que lleva al sellado completo del espacio intercelular apical y están 

compuestas por más de cuarenta proteínas, entre ellas, una estructura transmembrana 

compuesta por Claudinas, Ocludinas y Moléculas de Adhesión de Unión (JAM, Junction 

Adhesion Molecules por sus siglas en inglés) que regulan y determinan la permeabilidad, 

permitiendo el ingreso selectivo de moléculas y evitando la migración de proteínas y lípidos 

desde el lado apical al basolateral. [101-104].  

A saber, existen dos tipos de Claudinas, las selladoras y las formadoras de poros, cada 

una tiene diferente especificidad por cationes o aniones y selectividad por tamaño iónico, 

estas regulan el flujo de iones y la pérdida de electrolitos [104]. Por su parte, las ocludinas 

son fosforiladas y están relacionadas con la regulación de la difusión intermembrana y 

paracelular de moléculas pequeñas. Finalmente, las proteínas JAM caracterizadas por su 

similitud con inmunoglobulinas (Igs), contienen un dominio PDZ (Acrónimo que combina 

las primeras letras de tres proteínas, PSD95, DigA y ZO-1) citoplásmico involucrado en la 

adhesión célula-célula y también se han implicado en la proliferación y migración celular. 

[105-108]. 
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La estructura transmembrana se une al citoesqueleto a través de una placa 

citoplasmática de proteínas de andamiaje como Zonula Occludens (ZO 1-3) quienes 

contienen tres dominios PDZ y un dominio GUK (homólogo de guanilato quinasa) que se 

unen al extremo C de las claudinas y ocludinas respectivamente. Adicionalmente, se unen 

Cingulinas y proteínas involucradas en la transducción de señales [109-112]. Las regiones 

C-terminales de ZOs interactúan con microfilamentos de actina y miosina a quienes se les 

atribuye un papel importante en la regulación de la apertura y sellado del complejo. De esta 

manera, la miosina participa en la regulación del ensamblaje, mientras que la actina se une a 

las proteínas de andamiaje citoplasmático (Figura 2.5) [113-117]. 

 

 

Figura 2.5: TJ en células epiteliales intestinales. Adaptada de Int. J. Mol. Sci. 2021. Paradis et al. [118]. 
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Al mismo tiempo, las TJ actúan como sitios para la integración y transmisión de señales 

necesarias para la regulación de su ensamblaje y la polarización celular. También participan 

en la modulación de la expresión génica necesaria para la diferenciación celular, 

proliferación, y en respuesta al estrés. Además, para su maduración y mantenimiento, son 

esenciales las AJ que son estructuras subcelulares construidas a partir de receptores de 

cadherina clásicos que median las interacciones físicas entre células. Su principal proteína 

implicada en el ensamblaje es la E-cadherina, cuyo dominio intracelular está asociado con 

p120, ß-catenina y a-catenina, formando un complejo que se une a los filamentos de actina 

[119,120]. 

Además, al regular la organización del citoesqueleto de actina subyacente, se establece 

un centro para la señalización celular y la regulación de la transcripción génica. Finalmente, 

los desmosomas proporcionan resistencia mecánica al contacto intercelular célula-célula en 

el epitelio y su composición incluye dos subtipos de cadherinas transmembrana, a saber, las 

desmogleínas y desmocolinas. Estas proteínas, a través de la unión con placofilina y 

desmoplaquina, pueden unirse a filamentos intermedios proporcionando estabilidad al estrés 

mecánico debido al movimiento peristáltico del intestino. En suma, el complejo TJ es el 

principal regulador de la permeabilidad paracelular y el único modulador fisiológico de este 

complejo, es la Zonulina [121-124]. 

2.3.1.1 Zonulina 

La Zonulina es una proteína humana análoga de la toxina Zot de Vibrio cholerae, que 

regula el complejo TJ y permite la permeabilidad paracelular. Se ha señalado que grandes 

cantidades de Zonulina pueden liberarse de biopsias intestinales, siendo el receptor de 

quimiocina CXC tipo 3 (CXCR3) el principal responsable de su liberación en el intestino 

[125-127].  
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Además, la Zonulina contiene un motivo similar al factor de crecimiento epidérmico 

(EGF, Epidermal Growth Factor por sus siglas en inglés) y al péptido activador del receptor 

activado por proteinasa 2 (PAR2, Proteinase Activated Receptor 2 por sus siglas en inglés) y 

se sabe que la transactivación del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, 

Epidermal Growth Factor Receptor por sus siglas en inglés) es inducida por PAR2 a través 

de la vía Ras-MAP-cinasa (Mitogen-Activated Protein kinases por sus siglas en inglés) que 

tiene un impacto importante en los procesos epiteliales [128-131]. 

Pues bien, la activación de PAR2 induce el recambio de fosfatidil inositol (PPI, 

Phosphatidyl Inositol por sus siglas en inglés) y la estimulación de la fosfolipasa C, lo que 

conduce a la activación de Diacilglicerol (DAG) y la liberación de calcio (Ca2+) intracelular 

a través del incremento de inositol trifosfato (IP-3) que a su vez, induce la activación de PKC 

(Protein Kinase C por sus siglas en inglés) [132-134] y causa despolimerización y reducción 

de la densidad periférica de las fibras de actina, lo que lleva a un reordenamiento 

citoesquelético y fosforilación de ZO-1, provocando su dislocación de la membrana celular 

[135] que finalmente, conduce a un desmontaje transitorio del complejo TJ y por 

consiguiente, al aumento de la permeabilidad paracelular (Figura 2.6) [136]. 

 

Figura 2.6: Modulación del complejo TJ por Zonulina. Adaptada de Int. J. Mol. Sci., 2023. Veres-Székely et 

al. [129]. 
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Se ha descrito que los agentes luminales microbianos pueden activar la liberación de 

Zonulina dependiente de CXCR3 [137] conduciendo a la respuesta primaria de 

diferenciación mieloide 88 (MyD88, Myeloid Differentiation por sus siglas en inglés) y un 

estudio en ratones describe que el daño por LPS es un mecanismo dependiente de CXCR3 

relacionado con la vía de señalización del Factor Nuclear Kappa B (NF-kB, Nuclear Factor 

KB por sus siglas en inglés) [138]. Pues bien, el efecto de la vía de la Zonulina en la 

regulación de la PI ha sido respaldado por estudios clínicos de fase 2 que demuestran el efecto 

beneficioso del antagonista de la Zonulina acetato de larazotida (AT-1001) [139]. 

No obstante, los mecanismos involucrados en la dinámica del complejo TJ no están del 

todo dilucidados y se limita la comprensión de su papel en la prevención de la invasión de 

microbios residentes del intestino. Sin embargo, se ha propuesto que la Disbiosis Intestinal 

(DI) puede alterar estos mecanismos de regulación. 

2.5. Disbiosis Intestinal (DI) 

La DI es un término general que refiere el desequilibrio de la MI relacionado con 

resultados desfavorables, así pues, es causada por una inestabilidad en su composición 

funcional y actividades metabólicas [140-143]. Numerosas variables, incluidas infecciones, 

nutrición, ejercicio, hábitos de sueño, exposición a antibióticos y una serie de 

comorbilidades, podrían contribuir a la inestabilidad de la MI [105,106]. En consecuencia, 

puede ocasionar alteraciones en la integridad de la BEI provocando un aumento en la 

permeabilidad intestinal (PI) y, por consiguiente, desregulación de las rutas de señalización 

que causan no solo trastornos GI sino también de otros órganos y sistemas distales (Figura 

2.7) [140-144]. 
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Figura 2.7: Disbiosis y aumento en la PI. Adaptada de Sig Transduct Target Therpy, 2022. Hou et al. [37]. 

 

2.6. Permeabilidad Intestinal (PI)  

Sólo una fina capa de epitelio especializado separa nuestros órganos internos de 

billones de microbios intestinales [145] que, por un lado, debe evitar que nos invadan [146-

148] y, aun así, permitir el paso de moléculas beneficiosas para el huésped, esto suele ocurrir 

por vía paracelular o transcelular a través de enterocitos. Además, una tercera vía, sin 

restricciones, se activa en sitios de daño erosivo y ulcerativo donde la pérdida de integridad 

celular permite el aumento de PI y en consecuencia, el paso de iones, metabolitos e incluso 

bacterias completas [149,150]. 
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Por si fuera poco, mientras algunas bacterias beneficiosas ejercen efectos protectores 

de barrera [151], otras aprovechan los mecanismos reguladores de las TJ para la invasión 

[148,152], por ende, las proteínas de integridad de barrera pueden ser objetivos directos de 

los microbios, a saber, recientemente se han descrito las capacidades de los patógenos para 

atacar a las TJ con el objetivo de promover la invasión de la mucosa intestinal y la 

diseminación al huésped [118]. Sumado a esto, otros factores entre los que destacan los 

fármacos, contribuyen a su ruptura [148,150,153-155]. 

2.6.1. Mecanismos de ataque al complejo TJ por bacterias 

En estado estacionario, el SIM permite que algunos comensales y patógenos accedan 

más allá de la capa epitelial sin causar daño [146,147], como mecanismos de inducción de 

IgA en un contexto no inflamatorio y tolerancia de células T. En vista de ello, algunos 

comensales dentro de los tejidos linfoides promueven la tolerancia al inducir interleucina 

(IL)-10 e IL-22 por las CD y CLI3, respectivamente, que inhiben respuestas de células T 

auxiliares 17 (Th17, T helper por sus siglas en inglés) y facilitan la colonización microbiana, 

por el contrario, en presencia de defectos inmunes estos comensales podrían diseminarse 

[156,157]. 

Por esta razón, algunos patógenos han desarrollado estrategias para explotar las células 

de muestreo y facilitar su invasión, incluidos los pili que median la adhesión y los sistemas 

de secreción tipo III y IV que inyectan proteínas efectoras en las células huésped [146-148]. 

Aunado a esto, algunos patógenos han logrado el paso paracelular [158,159] y bajo este 

contexto, los comensales también podrían acceder a través de esta vía [152], además se han 

revelado las principales proteínas del complejo TJ como blanco de patógenos en el proceso 

de infección (Tabla 2.1) [118]. 

Finalmente, más allá de la absorción fisiológica microbiana por células huésped, y 

según el contexto o el tipo de bacteria, la translocación de microbios puede ocurrir como 

resultado de DI, aumento de PI y alteraciones en el SIM [78,160,161]. 
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Tabla 2.1. Principales proteínas del complejo TJ, blancos de patógenos. 

Patógenos Proteínas 

Ocludina Claudinas ZO 1-3 

1.  Aeromonas hydrophila  Disociación +/− degradación del complejo TJ  

2. Campylobacter jejuni  Modificación de la distribución celular 
 

Disociación +/− degradación del complejo TJ 

3. Clostridium difficile Modificación de la distribución 

celular 

 
Modificación de 

distribución celular 

Disociación +/− degradación de 

C-TJ 

Disociación +/− 

degradación C-TJ c 

4. Clostridium perfringens  Modificación de la distribución celular 
 

5. Escherichia coli ECEA, 

ECEH, ECEP, ECET, K12. 

ECEA/ECEH: Modificación de la distribución celular 

ECEP/ECET: Modificación de la distribución celular + Disociación +/− degradación del 

complejo TJ 

ECEP/K12: Modificación de la expresión génica + Variación en la cantidad de proteína 

6. Helicobacter pylori  Disociación +/− degradación del complejo TJ 

7. Listeria monocytogenes  Modificación de la distribución celular 
 

8. Salmonella typhimurium  Variación en la cantidad de proteína + Modificación de la distribución celular 

9. Staphylococcus aureus  Variación en la cantidad de 

proteína 

 
Variación en la cantidad 

de proteína 

10. Shigella flexneri  Variación en la cantidad de proteína + Modificación de la distribución celular 

11. Vibrio cholerae  Variación en la cantidad de 

proteína+ Modificación de la 

distribución celular 

 
Variación en cantidad de 

proteína+ Modificación de 

distribución celular 

12. Yersinia enterolitica  Variación en la cantidad de 

proteína 

Variación 

en cantidad proteína 

+ Modificación y 

distribución celular 

Variación en la cantidad 

de proteína 

13. Candida albicans  Variación en la cantidad de proteína 

ECEA = E. coli enteroagregativa, ECEH = E. coli enterohemorrágica, ECEP = E. coli enteropatógena, ECET = E. coli 

enterotoxigenica. 

 

2.7. Translocación Microbiana (TM) 

La capacidad de los microbios para translocarse depende de factores de virulencia, de 

su capacidad para competir dentro del nicho GI, de su abundancia y proximidad a la BEI y 

de evadir las defensas inmunes. Otro factor que contribuye con lo anterior, es la evasión de 

la barrera vascular intestinal (BVI) y la barrera linfática intestinal (BLI). Así pues, las 

bacterias que atraviesan el sistema capilar invaden la circulación enterohepática y viajan al 

hígado a través de la vena porta [148,152,162-166]. Además, la propagación de fragmentos 

microbianos, toxinas y factores inflamatorios derivados del intestino, incluida la Zonulina, 

llegan a órganos distantes [129]. 
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Se ha documentado la translocación de Enterococcus y Lactobacillus en huéspedes 

propensos a la autoinmunidad, dichos géneros parecen ser predominantes en condiciones 

patológicas [167,168], asimismo, patógenos como Enterococcus gallinarum (E. gallinarum), 

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Proteus mirabilis (P. mirabilis) translocan a los 

NLM en ratones gnotobióticos (libres de gérmenes) humanizados que juntos promueven 

respuestas Th17 [152,169]. En definitiva, la MI que ingresa al organismo, que logra atravesar 

las barreras naturales y alterar el SIM, ahora se considera un factor importante en el inicio o 

exacerbación de EAI [37,38]. 

2.8. Influencia del microbioma en autoinmunidad  

La causa de las EAI se debe a una falla en la tolerancia inmunológica que desencadena 

una respuesta inmune a las propias moléculas [170]. Varios estudios han revelado que la MI 

puede ser el origen en la ruptura de la tolerancia, o contribuir al desarrollo de estos trastornos 

[16]. El SI y la microbiota colaboran para integrar los brazos innato y adaptativo de la 

inmunidad para que las respuestas inmunológicas y tolerogénicas se determinen y finalicen 

de la mejor manera [171]. Así pues, no es sorprendente que el intestino contenga la mayor 

cantidad y diversidad de compartimentos y células inmunes del cuerpo [74,76]. De este 

modo, se ha propuesto que cuando esta relación mutualista se ve afectada por eventos 

disbióticos, se producen respuestas inmunes locales y sistémicas desreguladas [12,13].  

A continuación, se presentan los mecanismos que conectan la DI con las vías 

autoinmunes implicadas en el desarrollo de enfermedades. 

2.8.1. Mecanismos de la inmunidad innata 

Los mecanismos innatos involucran disfunción de CD intestinales relacionadas con la 

inmunidad y la tolerancia debido a cambios en poblaciones bacterianas [14]. Por otro lado, 

la ausencia de MI en ratones impacta en la formación, flexibilidad y actividad de CLI [172], 

se deteriora la formación de neutrófilos, y la función fagocítica.  
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Por su parte, la MI que se dirige al nicho que promueve la hematopoyesis en la medula 

ósea, controla la generación de neutrófilos [173] y el dominio 1 de oligomerización de 

nucleótidos del receptor citosólico (NOD1, nucleotide oligomerization domain 1 por sus 

siglas en inglés) reconoce el peptidoglicano de la MI y mejora la capacidad de destrucción 

de los neutrófilos [174]. También se ha descrito que los ratones libres de gérmenes tienen 

densidades de mastocitos intestinales más bajas, pero porcentajes sistémicos más altos. 

Así mismo, el peptidoglicano y el LPS activan el macrófago C a través de los receptores 

tipo toll (TLR, Toll-like receptor por sus siglas en inglés) TLR2 y TLR4 respectivamente 

[175] y ETEC induce daño en la BEI, que podría ser evitado mediante la transferencia de 

células asesinas naturales (NK, natural killer por sus siglas en inglés) de la LP, además de 

aumentar la expresión del transductor de señal y activador de la transcripción 3 (p-STAT3, 

signal transducer and activator transcription 3), tirosina cinasa 2 (p-TYK2, Tyrosine kinase 

2, por sus siglas en inglés) e IL22R1, que son factores importantes en la función de la BEI 

junto con ZO-1, Claudina y Ocludina [176]. 

Sumado a esto, los Lactobacillus plantarum (L. plantarum) tienen la capacidad de 

aumentar la expresion de IL-22 y de miembros de la familia del receptor de citotoxicidad 

natural (NCR, natural cytotoxicity receptor por sus siglas en inglés) en células NK; una 

característica que las hace especiales es su capacidad para discriminar entre lo “propio” y lo 

“no propio” a través del sistema de vías de señalización formado por receptores activadores 

e inhibidores [177,178]. 

2.8.2. Mecanismos de la inmunidad adaptativa  

Un mecanismo propuesto es el desequilibrio de células TCD4+ (Th1 disminuida en 

ausencia de Bacteroides fragilis, Th2, Th17 y Tfh aumentadas por el incremento de bacterias 

filamentosas segmentadas (BFS) y reducción de Treg por la disminución de Clostridium 

cluster. Otro es el agotamiento de células CD8+ y su citotoxicidad en ratones libres de 

gérmenes. Finalmente, se observa la disminución de otras células inmunes periféricas como 

las células B de la ZM, disfunción de CD plasmocitoides y NK invariantes (NKi) [179]. 
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También la disminución de butirato derivado de la MI reduce el metabolismo celular, 

afecta la memoria de células CD8+ activadas y perjudica las respuestas de recuperación 

óptimas después del reencuentro con el antígeno, ya que se sabe que los metabolitos 

microbianos guían el recableado metabólico para permitir su transición como células de 

memoria [15]. Por su parte, las células B pueden funcionar como CPA y generar una cantidad 

significativa de citocinas, además de producir Abs. En suma, las células B reguladora (B reg) 

que producen IL-10, tienen la capacidad de reducir la inflamación autoinmune [180]. 

Otros mecanismos que vinculan al microbioma con la autoinmunidad son la PI, la TM 

y el mimetismo molecular que provoca una activación cruzada de células 

inmunomoduladoras a autoantígenos. Sin embargo, la genética del huésped es crucial para la 

detección de antígenos relacionados con el antígeno leucocitario humano (HLA, human 

leukocyte antigen por sus siglas en inglés); todas ellas, son pistas esenciales para 

desencadenar respuestas autoinmunes [12,19]. No obstante, en ocasiones el tejido diana 

puede estar alejado del intestino, como es el caso de la AR. 

2.9. Artritis Reumatoide (AR) 

La AR es una enfermedad heterogénea, no transmisible clasificada en la categoría de 

enfermedades del sistema osteomuscular y del tejido conjuntivo; se define como EAI 

sistémica con actividad inflamatoria y conjuntamente se describe como poliartritis simétrica 

con un curso crónico gradual y persistente que afecta principalmente a las articulaciones de 

las manos y los pies [181] en las que se desarrollan distintos procesos que deterioran el 

cartílago y el hueso, conduciendo a incapacidad. 

La prevalencia global se estima en el 1% de la población general siendo más frecuente 

en mujeres mayores de 40 años en una proporción 3:1 y puede presentarse en distintos grupos 

etarios. Así pues, esta enfermedad es tratable desde el momento del diagnóstico, pero se sabe 

que comienza a desarrollarse tiempo antes de que aparezcan las manifestaciones clínicas 

[182]. 
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2.9.1. Manifestaciones clínicas de la AR  

Las principales manifestaciones son la rigidez matutina, hinchazón de las 

articulaciones que afecta a más de tres, con sensibilidad en las metacarpofalángicas y 

metatarsofalángicas. La afectación de la articulación axial y de la columna cervical es menos 

común. Las articulaciones temporomandibulares y cricoaritenoideas también pueden verse 

afectadas. La presentación clínica y el curso de la enfermedad varían entre los pacientes, y 

algunos tienen poliartritis de inicio muy agudo [181,183]. La inflamación y el dolor se inicia 

en membrana sinovial y posteriormente en cartílago, ligamentos, cápsula y hueso. 

Otros órganos pueden ser afectados como el pulmón, riñón, piel, ojos y corazón, e 

incluso sistemas como el neurológico y hematopoyético. También se hace presente la fatiga, 

malestar general, depresión, fiebre y pérdida de apetito, sin embargo, muchos de estos 

síntomas pueden exacerbarse como consecuencia de algún factor desencadenante [184]. 

2.9.2. Etiología y Fisiopatología de la AR  

Múltiples factores, como los genéticos, tabaquismo, autofagia, y microorganismos 

infecciosos se han asociado con AR y es necesario recalcar su papel en la generación de 

antígenos citrulinados [185]. En primer lugar, la participación de los alelos HLA clase II que 

codifican las cadenas de proteínas alfa y beta expresadas en la superficie celular de CPA es 

crucial para la patogénesis. Por ende, el alelo DRB1*0401, que codifica una secuencia 

particular ubicada entre los residuos 60 a 74 de la región hipervariable 3 de la cadena beta, 

se conoce como "epítopo compartido", que es fundamental para la unión de autoantígenos. 

Por lo tanto, el “epítopo compartido” parece aumentar la susceptibilidad de los 

individuos a desarrollar AR, ya que el 50% de los pacientes que albergan este alelo son 

positivos para el FR y el 90% desarrolla complicaciones graves o manifestaciones 

extraarticulares. A su vez, el epítopo compartido permite la translocación de calreticulina, 

que aumenta la señalización dependiente de Ca2+ lo que permite que se activen las enzimas 

PADs [186,187]. 
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2.9.2.1. Enzimas PADs y el proceso de citrulinación 

Las PADs de mamíferos pertenecen a una familia de enzimas hidrolasas que convierten 

la peptidilarginina en residuos de peptidilcitrulina en el proceso de citrulinación de proteínas. 

Este proceso también es conocido como deiminación en donde las enzimas PADs modifican 

el grupo guanidino. En esta reacción, la hidrólisis de los átomos de nitrógeno de la cadena 

lateral de la arginina da como resultado la formación de citrulina y amoniaco como producto 

secundario (Figura 2.8). Las PADs interactúan con sitios de unión específicos en proteínas y 

debido al grupo guanidino, la arginina tiene una carga positiva a pH fisiológico mientras que 

la citrulina no tiene carga (neutra), por lo que la carga general de la proteína disminuye por 

la citrulinación [188]. 

 

Figura 2.8: Mecanismo químico de la citrulinación de proteínas. Adaptada de Acc Chem Res. 2019, Mondal et 

al. [188]. 

 

Durante esta reacción, la pérdida de la carga positiva puede influir en los enlaces de 

hidrógeno y la interacción iónica y, por lo tanto, interferir con la estructura proteica 

organizada, lo que lleva a la desestabilización o incluso a la supresión de las interacciones 

inter e intramoleculares afectando su función y vida media.  
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Este proceso es Ca2+ dependiente, y requiere de altas concentraciones para la 

activación de PADs, un mecanismo fisiológico son las vías de señalización de la 

apoptosis, en las cuales, los niveles de Ca2+ intracelular son muy superiores al estado 

basal y culminan en la activación de PADs [185]. 

Por el contrario, la citrulinación también se presenta en una amplia gama de tejidos 

inflamatorios, lo que confirma que es un proceso asociado a la inflamación que generalmente, 

debe ser tolerado por el SI [189]. Ahora bien, existen cinco isoformas de PADs humanas, 

pero PAD2 y PAD4 se han implicado en la AR debido a su presencia en células inmunes y 

tejido sinovial [21,22]. Por un lado, PAD4 citrulina proteínas a través de trampas 

extracelulares de neutrófilos (NET), que son importantes para las respuestas antimicrobianas, 

pero también aumentan en la AR, lo que estimula las respuestas autoinmunes.  

Por otro lado, PAD2 no es necesaria para la formación de NET, pero sí para la 

citrulinación articular. Adicionalmente, se ha sugerido que las trampas extracelulares de 

macrófagos (MET) contribuyen al conjunto de antígenos citrulinados dependientes de PAD2 

y PAD4 [190-194]. Finalmente, los efectos de la actividad de PADs se han explorado 

mediante espectrometría de masas de alta resolución, lo que facilita la detección precisa de 

la citrulinación de residuos, y con los datos ómicos actuales se han podido proporcionar los 

patrones de expresión de las isoformas de PADs, incluidos sus sustratos. 

Así pues, tan pronto se activan las PADs, comienzan a citrulinar numerosas proteínas, 

que incluyen α-enolasa, fibronectina, vimentina, fibrinógeno, filagrina, colágeno tipo II 

(CII), entre otras, estas pueden ser propensas a la citrulinación en las articulaciones. Dicho 

esto, la citrulinación aberrante puede crear neoepítopos citrulinados que generan 

autoinmunidad y pueden inducir defectos conformacionales que dañan las estructuras 

tisulares y provocan hiperinflamación (Figura 2.9) [188,189,195]. 
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Figura 2.9: Citrulinación de proteínas celulares y de matríz extracelular. Adaptada de Trends Cell Biol. 2022, Yu & Proost. 

[189]. 

 

Como consecuencia, la presentación de los diversos péptidos citrulinados por parte de 

las CPA estimula los linfocitos T autorreactivos vírgenes, Th1, Th17 y Th2; los Th1 provocan 

la activación de los macrófagos en la articulación sinovial mediante la secreción de Factor 

de Necrosis Tumoral (TNF, Tumor necrosis factor por sus siglas en inglés) proinflamatorio. 

A su vez, Th17 produce IL-17, IL-1 y TNF-α, que afectan a los condrocitos, osteoclastos y 

fibroblastos y, por consiguiente, los condrocitos producen enzimas degradantes de colágeno 

y metaloproteinasas de matriz (MPM), de igual manera, los fibroblastos se transforman en 

fibroblastos similares a sinoviocitos (FLS, Fibroblast-Like Synoviocytes por sus siglas en 

inglés), que producen citocinas proinflamatorias conduciendo a la destrucción de la matriz 

extracelular (MEC). 
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De esta manera, los linfocitos T autorreactivos estimulan a las células B autorreactivas 

para que produzcan ACPAs. Así pues, los Autoanticuerpos (AuAbs) pueden unirse a 

neutrófilos y macrófagos y provocar la formación de pannus y daño al cartílago. También 

pueden formar un complejo inmunológico que provoca dolor en las articulaciones y 

destrucción ósea (Figura 2.10). Además de las modificaciones postraduccionales como la 

citrulinación, otros descubrimientos recientes en la patogénesis de la AR involucran 

modificaciones epigenéticas, glicosilación y autofagia [185]. 

 

 
Figura 2.10: Fisiopatología de la Artritis Reumatoide. Adaptada de Cell, 2021. Mueller et al. [185]. 
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2.9.2.2. Autoanticuerpos implicados en la patogénesis y el desarrollo de la AR. 

Los anticuerpos del FR interactúan con la región Fc (Fragmento cristalizable) de la 

Inmunoglobulina tipo G (IgG) acumulada en la membrana sinovial inflamada, y podrían 

inducir localmente complejos inmunes en los sitios inflamatorios sinoviales, lo que podría ir 

seguido de la activación del complemento y la infiltración de leucocitos. Tienen una 

sensibilidad del 60 al 90% y una especificidad del 48 al 92% en pacientes con AR establecida, 

pero están presentes con menos frecuencia en la AR temprana (<50%). A saber, el isotipo de 

Inmunoglobulina tipo M (IgM) del FR de baja afinidad se produce por moléculas microbianas 

como LPS. Dicho esto, los isotipos en AR comienzan con IgM, seguida de IgA y, finalmente, 

de IgG y pueden estar presentes en etapa preclínica. 

Un título alto indica pronóstico desfavorable, mayor actividad con daño articular más 

hostil, tasas de remisión disminuidas, mayor prevalencia de manifestaciones extraarticulares 

y aumento en la morbilidad [185,196]. 

2.9.2.3. Anticuerpos Anti-Proteínas Citrulinadas (ACPAs) 

La respuesta de ACPAs comienza desde la especificidad fina y la propagación del 

epítopo, hasta el aumento del título y la alteración del isotipo comenzando con IgM, IgA y 

finalmente IgG por lo que se detectan niveles elevados de IgM e IgA en aproximadamente el 

60% de los pacientes. El proceso continúa con la elaboración de la diversidad estructural de 

Abs y, en consecuencia, podría conducir a la activación de más procedimientos efectores 

inmunitarios. Por consiguiente, se pueden producir AuAbs tras la exposición de péptidos 

citrulinados en personas predispuestas genéticamente y, de acuerdo con su especificidad, se 

pueden dividir en dos clases [185]. 

Los ACPAs “promiscuos” que son específicos solo para la cadena lateral de citrulina 

pero pueden interactuar con múltiples epítopos siempre y cuando no haya otra cadena lateral 

circundante que pueda inhibir la interacción.  
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Estos predominan en suero antes y después del inicio de AR, sin embargo, hasta el 

momento no se ha identificado ninguna bioactividad patógena. Por otro lado, los ACPAs 

“privados” que interactúan con la cadena lateral de citrulina y son altamente específicos, 

reconocen la citrulina de forma similar a la identificación de la cadena lateral de aminoácidos 

proximales que facilita la interacción, contribuyen al reconocimiento específico de epítopos 

citrulinados de proteínas articulares, lo que indica que son artritogénicos. 

Cabe señalar que en pacientes negativos a ACPAs, se han observado otros 

autoanticuerpos, incluido anti-proteínas carbamiladas, anti-malondialdehído, Anti-BRAF, 

anti-CarP, anti-Sa, y anti PAD3/PAD4 [185]. 

2.9.3. Diagnóstico y tratamiento de la AR 

La Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR, European League against 

Rheumatism por sus siglas en inglés) y el Colegio Americano de Reumatología (ACR, 

American College of Rheumatology por sus siglas en inglés), sugieren realizar la puntuación 

de actividad de la enfermedad (DAS-28, Disease Activity Score y SDAI, Simplified Disease 

Activity Index, por sus siglas en inglés) que incluye la evaluación del número de 

articulaciones afectadas, nivel de marcadores de inflamación aguda y puntuación de bienestar 

general [183] (Tabla 2.2 ). Aunado a ello, la serología FR y ACPAs se determinan de forma 

rutinaria como marcadores séricos que clasifican al grupo seropositivo con una sensibilidad 

>80% y una especificidad del 98%. Adicionalmente, se ha demostrado que el isotipo IgA de 

ACPAs es detectable antes del inicio de la AR y alrededor de un tercio de pacientes 

seronegativos forman ACPAs de isotipo IgA [196-198]. 
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Tabla 2.2: Criterios de clasificación del ACR/EULAR. 

A. Participación articular  

1 articulación grande 0 

2-10 articulaciones grandes 1 

1-3 articulaciones pequeñas (c/s afectación de AG) 2 

4-10 articulaciones pequeñas (c/s afectación de AG) 3 

> 10 articulaciones (al menos una pequeña) 5 

B. Serología   

FR (-) y CCP (-)  0 

FR (+ bajo) o CCP (+ bajo)  2 

FR (+ alto) o CCP (+ alto)  3 

C. Reactantes de fase aguda  

 PCR normal y VSG normal 0 

PCR anormal o VSG anormal 1 

D. Duración de los síntomas  

 <6 semanas 0 

  ≥6 semanas 1 

 

Por su parte, los fármacos antiinflamatorios no esteroides (AINE), como ibuprofeno, 

naproxeno, ketoprofeno, piroxicam, diclofenaco y celecoxib, se utilizan como terapia 

sintomática. No obstante, los fármacos antirreumáticos modificadores de la enfermedad 

(FAME) son un conjunto heterogéneo de agentes que representan la base del tratamiento de 

la AR [199], estos se pueden clasificar como sintéticos convencionales (FAMEsc), como el 

metotrexato, sulfasalazina, leflunomida e hidroxicloroquina; sintéticos dirigidos (FAMEsd) 

como tofacitinib y baricitinib; y biológicos (FAMEb) como adalimumab, tocilizumab, 

secukinumab, abatacept y anakinra. Así pues, el metotrexato representa el FAMEcs de 

primera elección y en caso de contraindicación se utiliza leflunomida o sulfasalazina.  

Por el contrario, en pacientes que no responden al tratamiento, o con mal pronóstico, 

se recomienda añadir un FAMEb o un FAMEsd. Finalmente, los esteroides, aunque eficaces 

para reducir el dolor, se utilizan como complemento debido a sus efectos secundarios y solo 

de forma temporal [200]. 
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Debido a que algunos pacientes experimentan una mejoría cuando son tratados con 

antibióticos, se han sumado esfuerzos para dilucidar el vínculo entre la AR y los 

microorganismos infecciosos [201]. 

2.9.4. Implicaciones del microbioma humano en AR 

Se ha documentado que la AR puede originarse en mucosas, incluidos el intestino y la 

cavidad bucal [23] y los mecanismos que vinculan a la microbiota con la AR, incluyen DI, 

PI, TM y citrulinación de péptidos, que se correlacionan con la actividad de la enfermedad. 

La DI en pacientes con AR se caracteriza por la pérdida de Bacteroidetes con un crecimiento 

excesivo de Prevotella copri (P. copri) en el intestino, y también en pacientes tratados con 

metotrexato. Este fenómeno es especialmente común en pacientes que portan el "epítopo 

compartido" [202-207]. Otros microbios específicos como Collinsella y Eggerthella forman 

parte del perfil microbiano de AR [18]. 

Así pues, se conoce que la DI está asociada al aumento de PI en pacientes con AR; en 

primer lugar, se observa acortamiento de vellosidades y lesiones del colon, incluso, en las 

primeras etapas de la enfermedad, en segunda instancia, presentan proteínas de TJ alteradas, 

y, además, la inflamación de las mucosas y respuestas inmunes también se hacen presentes. 

Finalmente, se han reportado biomarcadores séricos aumentados, encontrando asociación 

con la actividad de la enfermedad que sugiere una conexión con la inflamación sistémica. Al 

mismo tiempo, se menciona que esto facilita la citrulinación de péptidos, ya que permite la 

TM y sus enzimas [17,18], sin embargo, el papel molecular aún no está claro. 

Por su parte, los estudios in vitro y en animales demostraron la relación entre la fuga y 

translocación de microbios, encontrando bacterias, DNA y/o fragmentos de pared celular en 

membrana sinovial y los estudios moleculares han evidenciado que las bacterias pueden 

migrar a la periferia y contribuir a la inflamación sinovial. Esto sugiere que la migración a 

las articulaciones es a través del sistema sanguíneo (p. ej., CD) y utilizan apéndices de 

fimbrias para invadir los fibroblastos. 
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Otros estudios in vitro han encontrado expresión de proteínas proinflamatorias como 

IL-6 en fibroblastos sinoviales en presencia de bacterias [202-204]. Por otro lado, se ha 

demostrado que la filamina A y la N-acetilglucosamina-6-sulfatasa son idénticas a los 

epítopos generados por Prevotella [204]. Otro dato que respalda la aseveración anterior es la 

asociación de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) que es importante en Reumatología 

debido a la capacidad de su enzima homóloga de PADs (llamada pPAD) para la citrulinación 

de péptidos potencialmente artritogénicos [25]. 

 La enzima pPAD, es una agmatina deiminasa y no está relacionada genéticamente con 

las PADs eucarióticas, sin embargo, está relacionada evolutivamente con PAD2 y PAD4 

humanas ya que catalizan la misma reacción química, y estructuralmente, es un pariente 

cercano de las ADs, una forma extendida de L-arginina deiminasas [208,209]. 

2.10. Homólogos de PADs/ADs (Hs-PADs/ADs) 

Las enzimas ADs se conservan en una variedad de bacterias y hongos, donde 

desempeñan un papel importante en el metabolismo de la arginina y en la adaptación a su 

entorno, en respuesta a condiciones ambientales cambiantes. Contienen un dominio PAD 

catalítico (PAD_C) distante, pero carecen de otros dominios que tienen las PADs de 

mamíferos, poseen una secuencia muy divergente y diferentes especificidades de sustrato.  

Por su parte, la vía ADs proporciona energía en condiciones anaeróbias y de manera 

similar, la L-arginina que es una molécula esencial en la formación de biopelículas, es 

catalizada por ADs y convertida en L-citrulina, luego se siguen pasos de conversión 

metabólica que finalizan con la producción de Trifosfato de Adenosina (ATP, Adenosine 

Triphosphate por sus siglas en inglés), amoníaco y dióxido de carbono (CO2). Esta reacción 

es una desaminación en la que se elimina un grupo amino (NH₂) de la L-arginina para 

convertirse en L-citrulina (Figura 2.11) [28]. 
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Figura 2.11: Esquema de la vía de las Arginina Deiminasas. Adaptada de Int. J. Mol. Sci.,2023. Weawsiangsang et al.  

[28]. AOA, antiportador arginina/ornitina; ADs, arginina deiminasa; OTC, ornitina transcarbamilasa; CK, carbamato quinasa. 

 

Por otro lado, las PADs se encuentran en menos del 1% de especies bacterianas y son 

más prevalentes dentro de las cianobacterias (se encuentran en el 11% de cianobacterias). 

Interesantemente, ningún eucariota que diverja antes de opisthokonta tiene un homólogo 

PADs detectable [29]. Finalmente, otro factor involucrado en la patogénesis de la AR es la 

vía de señalización Óxido Nítrico Sintasa/Óxido Nítrico (NOS/NO, Nitric oxide 

synthase/Nitric oxide por sus siglas en inglés). 

2.11. Vía de señalización NOS/NO y citrulinación microbiana. 

Estudios recientes han documentado, que las vías de señalización NOS/NO 

desempeñan un papel clave en la patogénesis de la AR, donde la sobreproducción de NO 

puede inducir la generación y liberación de citocinas inflamatorias y actuar como gas de 

radicales libres para acumularse y desencadenar estrés oxidativo [210]. Por su parte, el NO 

en bacterias y hongos participa como molécula de señalización en la regulación del 

crecimiento, desarrollo, estrés abiótico, metabolismo y en la regulación de la virulencia; el 

mecanismo más frecuente para su biosíntesis es la oxidación del aminoácido L-Arginina que 

se oxida y se convierte en L-Citrulina y NO a través de la NOS. 
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En varios hongos, la producción de NO se produce solo en condiciones de estrés 

[211]. Hipotéticamente, la MI y las enzimas microbianas pueden influir en la citrulinación 

de proteínas con las consiguientes respuestas inmunes en la AR a los péptidos citrulinados 

[18]. Sin embargo, la evidencia que existe hasta el momento se limita a unos cuantos 

microorganismos (P. gingivalis, E. coli, Eggerthella y Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa). De hecho, los sujetos con AR pueden portar niveles elevados 

de aminoácidos de citrulina y/o péptidos citrulinados. Cabe mencionar que otras moléculas 

microbianas también podrían provocan hipercitrulinación, como la ornitina de Eggerthella 

[212] y otras moléculas de Aa [213] que también son microbios asociados. 

Es importante mencionar que los citrulinomas microbianos han sido poco explorados 

y solo se restringen a P. gingivalis y E. coli, cuyos antígenos citrulinados, han sido descritos 

[27,214]. No obstante, la influencia de citrulinomas microbianos en el desarrollo o 

exacerbación de la enfermedad también es limitada y los mecanismos de migración 

microbiana a las articulaciones se atribuyen a un aumento en la PI. 
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CAPÍTULO 3. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

La AR afecta al 1% de la población general, causa inflamación, dolor, destrucción del 

cartílago y erosión del hueso, su aparición se ha asociado con disbiosis microbiana y 

permeabilidad intestinal, sin embargo, los mecanismos moleculares que los vincula, no han 

sido dilucidados, y en vista de la limitada evidencia experimental sobre homólogos de las 

moléculas fisiopatológicas implicadas en la enfermedad, como son las PADs y antígenos 

citrulinados, así como pocos estudios sobre PI en pacientes que la padecen, es factible 

formular las siguientes preguntas: ¿Miembros de la microbiota humana poseen homólogos 

de PADs/ADs y citrulinomas?, ¿Los ACPAs de pacientes con AR son reactivos a antígenos 

microbianos?, ¿Los pacientes con AR presentan aumento en la permeabilidad intestinal?. Por 

lo tanto, evaluar la expresión de homólogos de PADs/ADs y citrulinomas en miembros de la 

microbiota humana, y determinar ACPAs microbianos y AbsZON en pacientes con AR, 

permitirá ampliar el conocimiento sobre el papel patogénico molecular que desempeña el 

microbioma humano y la permeabilidad intestinal en la patogénesis de la AR, también 

contribuirá a conocer sus implicaciones clínicas y al desarrollo de nuevas terapias. 
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CAPÍTULO 4. HIPÓTESIS 

Miembros de la microbiota humana albergan homólogos de PADs/ADs y antígenos 

endógenamente citrulinados reactivos a ACPAs de pacientes con AR, positivos para 

AbsZON. 

Tabla 4.1. Operacionalización de variables 

VARIABLES DEFINICIÓN CONCEPTUAL 
DEFINICIÓN 

OPERACIONAL 

ACPAs  
Anticuerpos contra proteínas autólogas 

citrulinadas en pacientes AR 
Evaluación en suero por ELISA 

FR Anticuerpos IgG unidos a IgM en pacientes AR 
Evaluación en suero por 

aglutinación en placa 

VSG 
Velocidad de sedimentación globular que 

indica actividad inflamatoria 

Evaluación en sangre por 

Wintrobe 

*PADs/ADs 

microbianas 

Enzimas Peptidil Arginina 

Deiminasas/Arginina Deiminasas expresadas 

en microbiota 

Evaluación en m.o. por Western 

blot 

*Citrulinomas 

microbianos 

Antígenos citrulinados expresados en 

microbiota 

Evaluación en m.o. por Western 

blot 

*ACPAs 

microbianos 

Anticuerpos anti-proteínas citrulinadas de 

pacientes AR con especificidad microbiana 

Evaluación en suero por Western 

blot 

*AbsZON 
Anticuerpos contra Zonulina que indica 

permeabilidad intestinal 

Evaluación en suero por ELISA 

competitivo 

*Variable dependiente 
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CAPÍTULO 5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Evaluar la expresión de Hs-PADs/ADs y AgCIT en miembros de la microbiota 

humana, y determinar los niveles séricos de ACPAs microbianos y AbsZON de pacientes 

con AR. 

5.2. Objetivos particulares 

1. Aislar y caracterizar especies microbianas. 

2. Realizar cultivos y obtener extractos microbianos. 

3. Cuantificar, separar y transferir proteínas microbianas. 

4. Determinar la expresión de Hs-PAD2/PAD4 y AgCIT en extractos microbianos. 

5. Determinar la actividad de citrulinación en cultivos microbianos. 

6. Formar grupos de estudio de pacientes AR y controles y determinar biomarcadores de AR. 

7. Determinar la reactividad antimicrobiana y el isotipo de Inmunoglobulina reactivo. 

8. Obtener ACPAs de afinidad de sueros AR y determinar su reactividad frente a AgCIT-M. 

9. Determinar AbsZON. 
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CAPÍTULO 6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Diseño de investigación 

6.1.1. Tipo de estudio 

Se trata de un estudio de casos y controles no pareado. Se realizó de acuerdo con los 

principios éticos de la Asociación Médica Mundial y con base en la Declaración de Helsinki 

de 2013; fue aprobado por el Comité de Ética e Investigación del Hospital General “Dr. José 

Haro Ávila”, Fresnillo, Zac (HGF001/08/23). 

6.1.2. Población y muestra 

Se evaluaron 20 individuos procedentes del estado de Zacatecas: 10 casos con 

diagnóstico de AR, según los criterios de clasificación del ACR/EULAR que acudieron a 

consulta ambulatoria público/privada (9 mujeres y 1 hombre, con una edad promedio de 

50±14 años) fueron comparados con y 10 controles de tipo vecindario (6 mujeres y 4 

hombres, con una edad promedio de 25±5 años) a quienes se les invitó e informó la finalidad 

de participar en el estudio.  

6.1.3. Criterios de inclusión 

Se incluyeron en el grupo de los casos (AR), pacientes evaluados por un Reumatólogo 

que tuvieran el diagnóstico según los criterios de clasificación del ACR/EULAR 2010 y 

acudieran a exámenes de laboratorio en el departamento de Inmunología y Biología 

Molecular, UACB, UAZ, y en el grupo de los controles, se incluyeron individuos sanos sin 

AR. Ambos grupos incluidos en este estudio firmaron un consentimiento informado. 

6.1.4. Criterios de exclusión y eliminación 

Se excluyeron los individuos que retiraron el consentimiento informado antes o durante 

el estudio y se eliminaron aquellos cuyas muestras serológicas fueron hemolizadas. 
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6.1.5. Material biológico 

6.1.5.1. Suero 

Se obtuvieron muestras serológicas mediante venopunción de los casos (AR n=10) y 

controles (n=10), para la medición de biomarcadores de AR, reactividad antimicrobiana y 

biomarcadores de permeabilidad intestinal. Se realizó extracción de sangre venosa, la cual se 

colectó en tubos sin ningún tipo de anticoagulante. Las muestras sanguíneas fueron 

centrifugadas a 1,500 rpm durante 15 minutos y se almacenaron a -20°C en el Biobanco de 

los Laboratorios de Inmunología y Biología Molecular, UACB, UAZ hasta su uso. Las 

muestras se manipularon solamente con objetivo científico. 

6.1.5.2. Cepas microbianas 

Se emplearon 17 especies microbianas, algunas se obtuvieron de aislados clínicos en 

el Hospital General de Fresnillo, Zac. y fueron proporcionadas por el Laboratorio microbiano 

del mismo hospital, otras son cepas de referencia tipo ATCC procedentes del cepario 

microbiano del Laboratorio de Microbiología de la Unidad Académica de Ciencias Químicas, 

UAZ. Las especies microbianas sirvieron como fuentes antigénicas para evaluar los objetivos 

microbianos y su posterior reactividad con los grupos de estudio. 

6.2. Preparación de medios de cultivo 

Se prepararon medios de cultivo de aislamiento y transporte. Todos los medios tienen 

instrucciones de preparación por el respectivo fabricante. 

6.2.1. Agar sangre.  

Se disolvieron 40 g del medio deshidratado en 1L de agua destilada, se dejó reposando 

de 5 a 10 minutos (min), después de hervir durante 1 min, se esterilizó a 121°C (15 libras de 

presión) durante 15 min, posteriormente se dejó enfriar a 45-50°C para vaciar en cajas Petri 

estériles y finalmente conservar a 4°C.  
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6.2.2. Agar Biggy.  

Se suspendieron 11 g del medio en 250 mL de agua destilada, se calentó con agitación 

suave hasta completar la disolución del polvo y se hirvió durante 1 min cuidando de no 

sobrecalentar; se enfrió y conservó como se describió anteriormente. 

6.2.3. Agar manitol salado.  

Se suspendieron 56 g del medio en 500 mL de agua destilada, se calentó con agitación 

suave hasta completar dilución del polvo y se hirvió durante 1 min, se esterilizó a 121°C 

durante 15 min; se enfrió y conservó como se describió anteriormente. 

6.2.4. Agar MacConkey.  

Se suspendieron 25 g del medio en 500 mL de agua destilada, se calentó con agitación 

suave hasta la completa dilución del polvo y se hirvió durante 1 min, se esterilizó a 121°C 

durante 15 min, se enfrió y conservó como se describió anteriormente. 

6.2.5. Medio Stuart.  

Para el medio de transporte se rehidrataron 4 g del medio en 250 mL de agua destilada, 

se calentó hasta el punto de ebullición para disolverlo por completo, se esterilizó y distribuyó 

en tubos estériles; se enfrió y conservó como se describió anteriormente. 

6.3. Aislamiento de especies microbianas según su origen 

6.3.1. Aislados clínicos. 

La obtención de los aislados clínicos fue realizada por profesionales de la salud, se 

obtuvieron muestras de heridas quirúrgicas (77.7% de abdomen, 18.6% de extremidades y 

3.7% de tórax), sangre y materia fecal de pacientes internados en el hospital, éstas fueron 

colocadas en medio de transporte Stuart y enviadas al laboratorio de Bacteriología dentro del 
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HGF. Las muestras se registraron en libros destinados a los distintos tipos de cultivo 

(bacteriológico y/o hematológico). 

Se rotularon cajas Petri con folio, fecha y tipo de cultivo dado en recepción para 

identificar cada muestra. Se flamearon pinzas para posteriormente sacar el hisopo del tubo 

Stuart. Se inoculó muestra en los medios agar sangre, MacConkey, manitol salado y Biggy 

dando movimientos suaves para evitar rompimiento del medio. Se flameó asa de siembra 

hasta rojo vivo para esterilizar, se quemó en una orilla de caja Petri y continuó con el estriado 

del medio. Se llevó a incubadora con temperatura de 36°C, en el caso del agar sangre se 

colocó primero en la cámara anaeróbica y posteriormente en incubadora. 

6.3.2. Aislados alimentarios.  

Para el aislamiento de L. casei se preparó una dilución primaria del alimento BIO-4, 

permitiendo una distribución uniforme de los microorganismos contenidos en la muestra, 

según lo establecido en la norma (NOM-110-SSA1, 1994). Preparación y dilución de 

muestras de alimentos. Se pesaron 10 gr del alimento y se diluyeron en 90 mL de solución 

de fosfatos; se dejó reposar 1 h y se tomó 1 mL de la solución, enviando a caldo MRS por 48 

h, transcurrido el tiempo se sembró en agar MRS tomando una asada para su siembra por 

estría cerrada. La levadura de pan se empleó para aislar a S. cereviseae. Se disolvió 1 g de 

levadura de pan en 100 mL de PBS 1X y se centrifugó a 1,500 rpm, se retiró el sobrenadante 

y el sedimento se resuspendió nuevamente en 100 mL de PBS 1X para posteriormente tomar 

un asa y estriar en cajas Petri, con agar MH y finalmente se incubó a 25°C durante 48 h.   

6.4. Identificación de especies microbianas 

Posterior a la incubación se identificaron las bacterias Gram positivas y Gram 

negativas; para esto, se colocaron tubos de ensayo en casets previamente rotulados para 

identificación, se agregaron 3 mL de solución salina estéril; se tomaron dos tubos por cultivo, 

uno para realizar dilución y otro para el blanco. Se tomó aplicador estéril para facilitar la 

toma de colonias de bacterias y así preparar diluciones en tubos de ensayo con movimientos 
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circulares hasta disolver colonias en la solución salina. Se colocó el tubo de ensayo en 

nefelómetro para conocer la turbidez de la dilución. 

Para bacterias Gram negativas la turbidez debe indicar un valor entre 5.5-6 (6x108 

UFC/mL), mientras que para bacterias Gram positivas debe indicar un valor de 6.5-7 (7x108 

UFC/mL). Posteriormente, se identificaron cajas Petri, se abrió tubo de ensayo y se tomó 

hisopo con pinzas para inocular muestra; con asa estéril se estriaron los medios de cultivo de 

aislamiento, posteriormente, se incubó a 36°C. Después se tomó micropipeta para Gram 

negativa o Gram positiva dependiendo el caso y realizó pase al blanco, mezclando con tres 

succiones. Cada micropipeta indica cantidad diferente, para Gram negativa son 145 µL y 

para Gram positiva 280 µL.  

Finalmente, se colocó tarjetas GP y AST-GP75 (para bacterias Gram positivas) o GN 

y AST-GN271 (para bacterias Gram negativas) y se colocó caset para dar inicio al proceso. 

La caracterización bioquímica de los aislados se realizó mediante el equipo VITEK® 2 

Compact de la empresa bioMérieux en el HGF. 

6.5. Cultivos microbianos 

Para la resiembra, los microorganismos fueron colocados en caldos nutritivos a 37°C 

por 24 h. Se realizó la siembra por estría cerrada en cajas Petri en agar sólido correspondiente 

a cada microorganismo y se incubaron por 48 h a 37°C (Tabla 6.1). 
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Tabla 6.1. Cepas microbianas empleadas en el estudio. 

n Fila Género Especie Origen Agar 

1 Firmicutes Lacticaseibacillus L. casei Alimento MRS 

2  Enterococcus E. faecalis Aislado clínico MacConkey 

3  Staphylococcus S. epidermidis Aislado clínico Mannitol salado 

4  Staphylococcus S. aureus CR-ATCC 25923 Mannitol salado 

5 Proteobacteria Proteus P. mirabilis Aislado clínico MacConkey 

6  Proteus P. vulgaris Aislado clínico MacConkey 

7  Escherichia E. coli CR-ATCC 25922 MacConkey 

8  Klebsiella K. pneumoniae Aislado clínico MacConkey 

9  Klebsiella K. oxytoca Aislado clínico MacConkey 

10  Citrobacter C. freundii Aislado clínico MacConkey 

11  Morganella M. morganii Aislado clínico MacConkey 

12  Pseudomonas P. aeruginosa Aislado clínico Agar sangre 

13  Acinetobacter A. baumannii Aislado clínico Agar sangre 

14 Ascomycota Cándida C. albicans Aislado clínico CHROMagar 

15  Cándida C. glabrata Aislado clínico BIGGY 

16  Cándida C. tropicalis Aislado clínico CHROMagar 

17  Saccharomyces S. cerevisiae Alimento Papa y Dextrosa 

CR = Cepa de referencia 

 

6.6. Resiembras y conservación de microorganismos 

Para viabilizar las cepas microbianas se sembraron en AMH y fueron incubadas a 37°C 

por 24 h. Posteriormente se sembraron en caldos nutritivos a 37°C por 24 h. Su conservación 

se realizó por medio de triplicados en tubos con AMH e inundados con aceite mineral a Tr y 

en congelación a -80 °C. Las réplicas se utilizaron para conservación y resiembras de trabajo. 
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6.7. Extracción de proteínas microbianas 

6.7.1. Extracción de proteínas bacterianas.  

Para la extracción de proteínas bacterianas, se colectaron 500 μL de colonias en tubo 

eppendorf y se realizaron 2 lavados con 500 μL de PBS 1X, después de resuspender 

suavemente y centrifugar a 5,000 rpm por 3 min en el equipo HERMLE® Z 323 K (centrífuga 

de alta velocidad universal con sistema de enfriamiento), el pellet se resuspendió en 500 μL 

de buffer de extracción y se adicionaron 40 μL de inhibidor de proteasas para ser incubado 

en hielo, posterior a la sonicación de muestras en el equipo Ultrasonic Processor GEX 130 

PB con 3 ciclos de 10 segundos (s) cada uno, intercalando con 2 min de incubación en hielo 

a una amplitud de 60%, se centrifugaron por 15 min a 10,000 rpm a 4°C para después colocar 

el sobrenadante en tubos eppendorf. Finalmente, se realizaron alícuotas de 100 μL y se 

almacenaron a -80 ºC hasta su uso. 

6.7.2. Extracción de proteínas micóticas.  

Para la extracción de proteínas micóticas del género Cándida se colectaron en tubos 

eppendorf 500 μL de colonias y se realizaron 2 lavados con 500 μL de PBS 1X, después de 

resuspender suavemente y centrifugar a 5,000 rpm por 3 min en el equipo HERMLE® Z 323 

K, el precipitado celular se maceró en mortero adicionando 500 μL de nitrógeno líquido hasta 

obtener un polvo fino, se pasó a un tubo eppendorf y se adicionaron 500 μL de buffer de 

extracción más 40 μL de inhibidor de proteasas para ser incubado en hielo, posterior a la 

sonicación en el equipo Ultrasonic Processor GEX 130 PB con 10 ciclos de 20 seg cada uno, 

intercalando con 2 min de incubación en hielo a una amplitud de 60%, se centrifugó por 20 

min a 10,000 rpm a 4°C para después colocar el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf  y 

se etiquetó como “Fracción de proteínas citoplásmicas”.  
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El precipitado se resuspendió nuevamente con 500 μL de buffer de extracción más 40 

μL de inhibidor de proteasas y se identificó como “Fracción de proteínas de membrana” 

ambas muestras fueron almacenadas en alícuotas de 100 μL y se almacenaron a -80 ºC hasta 

su uso. Para obtener los extractos proteicos de S. cerevisiae se realizó el mismo 

procedimiento que en bacterias.  

6.8. Cuantificación de proteínas microbianas 

La cuantificación de proteínas de los extractos microbianos, se realizó por el método 

de Bradford, empleando una curva estándar albúmina sérica bovina (BSA, bovine serum 

albumin por sus siglas en inglés) a una concentración de 1µg/µL. La determinación se realizó 

en microplaca y se obtuvieron las lecturas de absorbancia en el Fotómetro para microplacas 

MultiskanTM FC Thermo ScientificTM a una longitud de onda de 595 nm. Finalmente, los 

valores de absorbancia fueron extrapolados a unidades de concentración. 

6.9. Gel de poliacrilamida con dodecyl sulfato de sodio (SDS-PAGE) 

Se realizaron geles de poliacrilamida al 10% (Tabla 6.2) y se igualaron las 

concentraciones de los extractos microbianos para colocar 20 µg de proteínas por carril, estas 

fueron diluidas en buffer de carga (Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, 4.4% p/v de SDS, 10% de β-

mercaptoetanol, 44.4% v/v de glicerol, 0.02% de azul de bromofenol), después de exponerlas 

a 95 ºC por 5 min se colocaron en hielo por 10 min. Se cargó el marcador de peso molecular 

(MW, Molecular Weight por sus siglas en inglés) Precision Plus ProteinTM Dual Color 

Standards, #1610374 de BIO-RAD y las muestras; se realizó la separación de las proteínas 

bajo condiciones reductoras en cámara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Handcast 

Systems de BIO-RAD, se usó buffer de corrida 1X (Glicina, Tris-Base, SDS y H2Od) y se 

sometieron a 80 V (volts) durante 2.5 h.  
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Una vez que el azul de bromofenol llegó a la parte inferior del gel, se detuvo la corrida 

y posteriormente el gel se colocó en una disolución de fijado (CH3OH 50%, CH3COOH 10% 

y 40% de H2Od) por 5 min y enseguida en una disolución de teñido (Coomassie, (NH4) 2SO4, 

H3PO4 85%, CH3OH y H2O destilada) durante 2 h, al término, se lavó con H2Od (agua 

destilada) hasta quitar el exceso de colorante. El agua fue retirada y se adicionó solución 

desteñidora por 30 min en agitación (CH3OH 5%, CH3COOH 7% y 88% de H2Od), 

finalmente, el gel se lavó con abundante H2Od hasta dejar de percibir el ácido acético. 

 

Tabla 6.2. Preparación de gel de poliacrilamida al 10%. 

Reactivo Gel separador Gel concentrador 

H2Od 3.360 mL 1.525 mL 

Acryl/Bis (30%) 2.350 mL 325 µL 

Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 1.167 mL - 

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 - 625 µL 

SDS 10% 70 µL 25 µL 

AP 10% 70 µL 25 µL 

TEMED 4 µL 5 µL 

 

6.10. Transferencia de proteínas microbianas 

Después de la separación de las proteínas microbianas mediante electroforesis, los 

geles fueron puestos en contacto con membranas de nitrocelulosa (NITROCEL MEMB, Bio-

Rad, BIO1620115, CA, EE. UU.) con el objetivo de transferir las proteínas microbianas; las 

condiciones de transferencia fueron de 2 h y la unión no específica de los anticuerpos se 

bloqueó con leche descremada al 5% diluida en PBS 1X por 2 h. 
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6.11. Detección de Hs-PADs/ADs por Western Blot (WB) 

Las enzimas homólogas de PADs/ADs se identificaron aplicando pAbs comerciales: 

IgG de conejo anti-PAD2 (PA5-19474; Invitrogen; 1 μg/mL, Waltham, MA, EE. UU.) que 

reconoce el péptido sintético derivado de los residuos 100– 200 de PAD2 humano (Uniprot 

ID#Q9Y2J8, Ginebra, Suiza) e IgG de conejo anti-PAD4 (PA5-22317; Invitrogen; diluido 

1:500) que reconoce un fragmento recombinante correspondiente a la región entre los 

aminoácidos 326 y 611 de PAD4 humano (ID de Uniprot # Q9UM07) en leche-PBS 1X al 

3% durante 18 h a 4 ºC y se incubaron con balanceo suave; se usó Ab secundario anti-IgG 

de conejo conjugado con peroxidasa de rábano (HRP, horseradish peroxidase por sus siglas 

en inglés) (ab97051 de Abcam, Cambridge, Reino Unido) diluido 1:10,000 en leche-PBS 1X 

al 3% e incubados durante 2 h a 4 ºC en oscuridad.  

Como control proteico constitutivo se utilizó el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-

HSP70 de Invitrogen (MA5-45208) a dilución 1:1,000 en leche-PBS al 3% incubándose 

durante 18 h a 4 ºC con balanceo suave; el Ab secundario fue anti-ratón conjugado con HRP 

a una dilución 1:10,000 en leche-PBS 1X al 3% incubándose durante 2 h a 4 °C en oscuridad. 

Las bandas inmunorreactivas se detectaron mediante quimiluminiscencia de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante (ClarityTM Western ECL Substrate Cat # 170-5061 BIO 

RAD). 

6.12. Detección de Antígenos Citrulinados (AgCIT) microbianos por WB 

Las proteínas citrulinadas en los extractos microbianos se detectaron mediante un 

anticuerpo policlonal comercial IgG anti-citrulina humana (ab100932) puesto en contacto 

con los antígenos microbianos contenidos en membranas, a una dilución de 1:500 en leche-

PBS 1X al 3% e incubados durante 18 h a 4 °C; y un Ab secundario anti-IgG humano 

conjugado con HRP (ab 6858 Abcam) diluido 1:10,000 en leche-PBS 1X al 3% durante 2 h 

a 4 °C, incubado en oscuridad. Las bandas inmunorreactivas se detectaron y analizaron como 

se describió anteriormente. 
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6.13. Determinación de biomarcadores de AR 

6.13.1. Determinación de Velocidad de Sedimentación Globular (VSG) 

Para medir la VSG se usó el procedimiento de Wintrobe, para ello se tomó 1 mL de 

sangre venosa anticoagulada con EDTA y se colocó en tubo de Wintrobe (tubo de vidrio con 

un diámetro de 3 milímetros (mm) y graduado en mm en una escala de 0 a 10 cm), se dejó 

reposar a TA durante 1 h en un soporte para mantener la posición vertical; al término, se 

cuantificó la sedimentación en mm desde el borde superior del plasma hasta la base del 

paquete globular.  

6.13.2. Determinación de Factor Reumatoide (FR) 

Se realizó una prueba de aglutinación de látex con el Kit LiCON RaPET FR, se 

agregaron 40 μL de las muestras no diluidas de los pacientes en diferentes celdas de la placa, 

así como un C+ y C- en distintas celdas. Después se agregaron 40 μL del reactivo de látex a 

un lado de las muestras en cada celda y posteriormente se mezclaron cubriendo toda la 

superficie de las celdas. Se giraron las placas manualmente por 2 min y finalmente se observó 

la presencia o ausencia de aglutinación. En caso de aglutinación se realizaron diluciones 

seriadas 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 para determinar la concentración en UI/mL. 

6.13.3. Determinación de Anticuerpos Anti-Proteínas Citrulinadas (ACPAs) por ELISA 

Las muestras serológicas de pacientes con AR y sueros control fueron sometidas a una 

prueba ELISA para la determinación de anticuerpos anti-CCP utilizando el kit comercial 

Euroimmun (EA 15.059.601 G). Para ello, las muestras diluidas 1:100 se colocaron en 

pocillos que contenían péptidos citrulinados y se incubaron durante 1 h, seguido de lavados. 

Se añadió el anticuerpo IgG antihumano conjugado con HRP durante 30 min; se realizaron 

lavados adicionales; y posteriormente se añadió el sustrato Trimetil Benzidina (TMB) 

durante 15 min. La reacción se detuvo con ácido sulfúrico (H2SO4) 0.2 M y las absorbancias 

(ABS) se obtuvieron por espectrofotometría a 450 nm y se realizaron cálculos para obtener 

unidades de concentración. 
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6.14. Reactividad antimicrobiana de sueros AR y controles por WB 

La reactividad antimicrobiana y el isotipo de Igs humana involucrada, se determinó 

usando los sueros de los casos (AR) y sueros de los controles sobre los antígenos microbianos 

contenidos en membranas, a una dilución de 1:2,000 en leche-PBS 1X al 3% durante 18 h a 

4 ºC incubados con balanceo suave; y los Abs secundarios anti-IgG (ab 6858 Abcam) y anti-

IgA humanos (A18781 de Invitrogen) conjugados con HRP diluidos 1:10,000 en leche-PBS 

1X al 3% durante 2 h a 4 ºC incubados en oscuridad. Las bandas inmunorreactivas se 

detectaron y analizaron como se describió anteriormente. 

6.15. Obtención de ACPAs de afinidad por Elución 

Se empleó el suero de uno de los casos (AR), que fue positivo en la prueba de anti-

CCP para obtener ACPAs de afinidad; Se utilizó una placa ELISA comercial con péptidos 

citrulinados (Euroimmun Kit EA 15.059.601 G) para la incubación del suero durante 1 h. 

Después de lavados, los anticuerpos específicos unidos a los péptidos se incubaron con 

glicina 0.2 M (pH 2.6) durante 18 h a 4 °C para su elución, posteriormente, fueron colectados 

en tubos y neutralizados con Tris Base (pH 8.6). Los ACPAs de afinidad se pusieron en 

contacto con antígenos microbianos en ensayos de WB. 

6.16. Reactividad de ACPAs en extractos microbianos por WB 

Se utilizaron los ACPAs de afinidad para evaluar la reactividad contra antígenos 

microbianos “citrulinados” marcados por el pAb anti-citrulina humano: para ello, fueron 

puestos en contacto los ACPAs de afinidad con los antígenos microbianos contenidos en 

membranas e incubados durante 18 h a 4 °C con balanceo suave. El Ab secundario conjugado 

con HRP que se empleó fue el anti-IgG (ab 6858 Abcam) diluido 1:5,000 en leche-PBS 1X 

al 3% durante 2 h a 4 °C incubados en oscuridad. Las bandas inmunorreactivas se detectaron 

y analizaron como se describió anteriormente. 



53 

 

6.17. Actividad de citrulinación en cultivos microbianos 

La actividad de citrulinación de las especies se realizó en los cultivos con Reactivo de 

Griess. La producción de L-Citrulina se determinó mediante la síntesis del NO. Para lograr 

esto, los microorganismos se cultivaron en medio sólido, como se describió anteriormente. 

A las cajas de Petri correspondientes a cada especie se les añadió 1 mL de reactivo de Griess 

(087K5013 SIGMA, St. Louis, MO, USA); esto se dejó por 15 min para luego tomar un 

volumen de 300 μL que se colocó en placa de ELISA. El cambio de color se interpretó como 

la producción de ON/L-Citrulina, desde un tono amarillo o marrón (dependiendo del medio 

sólido, agar MH o MRS) hasta un tono rosado-rojizo. La ausencia de un color rosado-rojizo 

fue signo de no producción de ON/L-Citrulina. 

6.18. Determinación de anticuerpos anti-Zonulina (AbsZON) por ELISA 

Se utilizó el kit comercial AbZON que aplica la técnica de inmunoensayo enzimático 

competitivo (ELISA-C) utilizando el antígeno Zonulina y un Ab específico de Zonulina 

conjugado con HRP “AbZON-HRP”. Los controles, calibradores y las muestras de ambos 

grupos de estudio (dilución 1:10-100 μL/pozo) se incubaron junto con el conjugado AbZON-

HRP (50 μL/pozo) en la placa de micro titulación precubierta durante 1 h a 37 °C. Después 

se realizó decantación y 5 lavados; a continuación, los pocillos se incubaron con el sustrato 

TMB para la enzima HRP que formó un complejo colorido enzima-sustrato, finalmente se 

agregó H2SO4 0.2 M para detener la reacción.  

La intensidad del color se midió por espectrofotometría a 450 nm en lector de 

microplacas y es inversamente proporcional a la concentración de Abs contra la Zonulina 

(AbsZON), ya que los AbsZON de las muestras y los AbsZON-HRP compiten por los sitios 

de unión al antígeno. Dado que el número de sitios es limitado, a medida que AbsZON de las 

muestras ocupa más sitios, quedan menos sitios para unir el conjugado AbsZON-HRP. Se 

realizó una curva estándar que relaciona el valor de ABS con la concentración de los 

estándares, de manera que la concentración de AbsZON en cada muestra se interpola a partir 

de esta curva estándar. 
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6.19. Análisis de imágenes 

Las imágenes de los geles fueron capturadas en el Fotodocumentador Gel Logic 212 

PRO para su visualización digital, y el peso molecular de las proteínas representadas como 

bandas se estimó con el software Carestream MI. De igual manera, las imágenes de la 

reactividad del mAb y pAbs comerciales, así como de los sueros de los grupos de estudio, 

fueron capturadas en un generador de imágenes molecular ChemiDoc XRS (BIO-RAD) y 

analizadas con el software Image LabTM 2.0 (BIO RAD). 

6.20. Procesamiento de la información 

Todos los datos se registraron en el programa de Microsoft Excel en tablas, que 

permitieron trabajar de manera ordenada, cuya disposición facilitó la obtención de datos 

estadísticos. 

6.21. Análisis estadístico 

Los datos se representaron con estadística descriptiva e inferencial. Para comparar la 

expresión de Hs-PAD2/PAD4 y AgCIT, se utilizó la prueba de Kruskal Wallis, y para 

comparar la reactividad de sueros, se empleó la prueba U de Mann Whitney, ambas, no 

paramétricas, y los datos se expresaron como medianas y rangos empleando la INT. 

Adicionalmente, se realizó el coeficiente de correlación de Spearman (rs) entre la expresión 

de AgCIT vs la expresión de Hs-PAD2/PAD4, y de Actividad de citrulinación, además de 

los niveles de AbsZON vs biomarcadores serológicos. Se consideró significancia estadística 

un valor de p ≤ 0.05.  

Las asociaciones entre AbsZON con AR, se evaluaron mediante Razón de Momios. 

Las pruebas y gráficos se generaron en los programas SPSS versión 24 y GraphPad Prism 

versión 8.0. 
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CAPÍTULO 7. RESULTADOS 

7.1. Los extractos microbianos muestran concentraciones de proteínas variadas. 

Se presentan las concentraciones de proteínas microbianas en µg/µL y se aprecian 

marcadas variaciones en cada uno de los extractos por lo que se igualan para su corrimiento 

homogéneo en los geles (Tabla 7.1). 

 

Tabla 7.1. Concentraciones de proteínas microbianas. 

Filas microbianas Extracto microbiano Concentración µg/µL 

Proteobacteria 

P. mirabilis 3.19 

P. vulgaris 2.85 

E. coli 4.8 

K. pneumoniae 3.4 

K. oxytoca 2.71 

C. freundii 5.26 

M. morganii 2.92 

P. aeruginosa 2.62 

A. baumanii 3.36 

Firmicutes 

L. casei 3.8 

E. faecalis 0.52 

S. epidermidis 3.82 

S. aureus 4.49 

Ascomycota 

C. albicans 3.96 

C. glabrata 3.34 

C. tropicalis 4 

S. cerevisiae 4.69 
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7.2. Las cepas microbianas presentan perfiles antigénicos diferidos 

Se presentan los patrones electroforéticos de las 17 especies clasificadas en filas 

microbianas y se puede apreciar la diversidad de antígenos expresados como bandas de 

diferentes densidades (Figura 7.1) cuyos pesos moleculares estimados se presentan en las 

Tablas 7.2-7.4. 

 

 

Figura 7.1: SDS-PAGE. Perfiles antígenos microbianos. La imagen muestra el patrón electroforético de las especies 

pertenecientes a las filas Proteobacteria: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. coli, 4. K. pneumoniae, 5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 

7. M. morganii, 8. P. aeruginosa, 9. A. baumanii, Firmicutes: 10. L. casei, 11. E. faecalis, 12. S. epidermidis, 13. S. aureus, y 

Ascomycota:14. C. albicans, 15. C. glabrata, 16. C. tropicalis, 17. S. cerevisiae. MW = Peso molecular, del inglés: Molecular 

Weight. 
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Tabla 7.2. Estimación del peso molecular de proteínas del filo Proteobacteria. 

No. Bandas 

P. mirabilis P. vulgaris E. coli K. pneumoniae K. oxytoca C. freundii M. morganii P. aeruginosa A. baumanii 

kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa 

1 191.1 190.5 193.2  192.4 191.7 193.57 183.2 189.1 

2 86.33 71.83 91.43  91.56 83.93 78.93 83.21 88.43 

3 70.67 60.17 72.96 83.39 86.33 70.41 69.39 58.84 87.5 

4 60.5 53.5 64.97 72.41 71.67 62.76 61.05 49.91 76.43 

5 53.33 43.69 51.36 67.26 54.33 52.04 55.1 46.45 72.28 

6 49.62 41.52 43.92 50.42 50 47.47 51.36 43.73 59.52 

7 44.91 37.75 41.49 44.74 44.63 44.48 48.5 40.93 42.33 

8 41.71 35.95 34 41.58 41.71 41.58 45.79 36.9 36.7 

9 39.92 33.05 32.28 34.44 37.75 34.44 43.92 35.13 32.38 

10 37.75 31.32 29.28 29.11 32.42 30.11 41.77 26.77 27.11 

11 32.42 23.5 24.95 25.2 23.1 28.69 39.24 24.9 25 

kDa = Kilodalton 

 

Tabla 7.3. Estimación del peso molecular de proteínas del filo Firmicutes. 

No. Bandas L. casei E. faecalis S. epidermidis S. aureus 

kDa kDa kDa kDa 

1  192.4 193.2 193.57  

2 92.19 89.06 90.61 70.83 

3 72.83 74.33 75 68 

4 67 64.33 63.83 53.33 

5 49.81 60 57.83 44.72 

6 45.86 57.33 53.83 41.71 

7 43.31 51.33 47.36 39.83 

8 37.38 47.55 41.52 37.78 

9 35.26 45.01 39.92 35.62 

10 32.95 40.2  37.57 32.63 

11  37 32.59  30.84 

kDa = Kilodalton 
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Tabla 7.4. Estimación del peso molecular de proteínas micóticas del filo Ascomycota. 

No. Bandas 
C. albicans C. glabrata C. tropicalis S. cerevisiae 

kDa kDa kDa kDa 

1 192.4 193.2  193.57 

2 91.56 98.93 93.93 92.03 

3 87.86 90.36 71.43 82.65 

4 71.6 74.32 59.01 71.6 

5 59.86 54.42 54.25 57.48 

6 51.83 45.7 46.91 46.17 

7 42.99 43.73 43.45 42.58 

8 41.20 41.02 41.77 33.7 

9 36.21 36.56 32.33 24.95 

10 32.14 33.58 27.86  28.06   

11 27.68  25.05 26.92 24.24 

kDa = Kilodalton 
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7.3. Las proteínas microbianas se transfieren de forma homogénea. 

Las membranas de nitrocelulosa teñidas con rojo de ponceau, conservan los antígenos 

microbianos de manera homogénea y similar a los mostrados con azul de coomassie en los 

geles (Figura 7.2). 

 

 
Figura 7.2: Transferencia de proteínas microbianas. La imagen muestra los antígenos microbianos transferidos a membranas 

de nitrocelulosa de las especies pertenecientes a las filas Proteobacteria: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. coli, 4. K. 

pneumoniae, 5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 7. M. morganii, 8. P. aeruginosa, 9. A. baumanii, Firmicutes: 10. L. casei, 11. E. 

faecalis, 12. S. epidermidis, 13. S. aureus, y Ascomycota:14. C. albicans, 15. C. glabrata, 16. C. tropicalis, 17. S. cerevisiae. 

MW = Peso molecular, del inglés: Molecular Weight. 
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7.4. Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota albergan Hs-PAD2. 

El pAb anti-PAD2 demostró la presencia de bandas reactivas en el 78% de especies del 

filo Proteobacteria, con masas moleculares de ~85 kDa, ~75 kDa y ~35 kDa; el 50% de 

especies del filo Firmicutes (~85 kDa, ~48 kDa y ~45 kDa); y el 75% de especies del filo 

Ascomycota (~45 kDa). Las bandas reactivas corresponden a homólogos de PAD2 y 

presentan ligeras diferencias en el peso molecular en comparación con los de la enzima PAD2 

humana (75 kDa). Además, los resultados sugieren que los homólogos microbianos de PAD2 

son igualmente inmunogénicos porque son reconocidos por el pAb anti-PAD2 específico de 

humano, probablemente porque algunos dominios microbianos comparten homología con las 

enzimas PAD2 de los mamíferos (Figuras 7.3, 7.4). 

 

 

Figura 7.3: Western blot. Hs-PAD2 presentes en miembros de la microbiota. Se muestra la presencia de enzimas 

homólogas de PAD2 en miembros de las filas Proteobacteria: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. coli, 4. K. 

pneumoniae, 5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 7. M. morgannii, 8. P. aeruginosa, 9. A. baumannii, Firmicutes: 10. 

L. casei, 11. E. faecalis, 12. S. epidermidis, 13. S. aureus, y Ascomycota: 14. C. albicans, 15. C. glabrata, 16. 

C. tropicalis, y 17. S. cerevisiae. En la parte inferior de cada blot, se muestra la expresión de la proteína 

constitutiva que permitió realizar la normalización. 
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Figura 7.4: Comparación de la expresión de Hs-PAD2 en filas microbianas. Se muestra la comparación de la expresión de 

homólogos de PAD2 en las filas Proteobacteria, Firmicutes y Ascomycota sin encontrar diferencias, según la prueba de 

Kruskal-Wallis, ns = no significativo. 

 

7.5. Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota albergan Hs-PAD4 

El pAb anti-PAD4 demostró la presencia de bandas reactivas en el 56% de especies del 

filo Proteobacteria, con masas moleculares de ~45 kDa y ~35 kDa; el 50% de especies del 

filo Firmicutes (~45 kDa) y el 75% de especies del filo Ascomycota (~45 kDa). Las bandas 

reactivas corresponden a homólogos de PAD4 y presentan diferencias en comparación con 

la masa molecular de la enzima PAD4 humana (74 kDa), sin embargo, es similar al de pPAD 

de P. gingivalis, y ADs de E. coli y S. aures (45-47 kDa). 
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Además, los resultados sugieren que los homólogos microbianos de PAD4/ADs 

también son inmunogénicos porque son reconocidos por el pAb anti-PAD4 específico de 

humano, probablemente porque algunos dominios microbianos compartan homología con las 

enzimas PAD4 de los mamíferos (Figuras 7.5, 7.6), sin embargo, falta evidencia estructural 

que lo respalde. 

 

 
Figura 7.5: Western blot. Hs-PAD4 presentes en miembros de la microbiota. Se muestra la presencia de enzimas homólogas 

de PAD4 en las filas Proteobacteria: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. coli, 4. K. pneumoniae, 5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 7. 

M. morgannii, 8. P. aeruginosa, 9. A. baumannii, Firmicutes: 10. L. casei, 11. E. faecalis, 12. S. epidermidis, 13. S. aureus, y 

Ascomycota: 14. C. albicans, 15. C. glabrata, 16. C. tropicalis y 17. S. cerevisiae. En la parte inferior de cada blot, se muestra 

la expresión de la proteína constitutiva.  
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Figura 7.6: Comparación de la expresión de Hs-PAD4 en filas microbianas. Se muestra la expresión de homólogos de PAD4 

en las filas Proteobacteria, Firmicutes y Ascomycota sin diferencias estadísticas, según la prueba de Kruskal-Wallis, ns = no 

significativo. 

 

7.6. Citrulinomas microbianos están presentes en Firmicutes, Proteobacteria y 

Ascomycota.  

Se demostró que el pAb anti-citrulina humano comercial reconoce múltiples bandas 

microbianas que se observaron a niveles moleculares de ~30, 35, 40, 45 y 65 kDa. Este 

resultado sugiere que los microorganismos tienen la capacidad de citrulinar antígenos ya que 

algunos péptidos microbianos están citrulinados endógenamente (Figuras 7.7, 7.8). 
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Figura 7.7: Western blot. Citrulinación de Ags en miembros de la microbiota. Se muestra la expresión de proteínas 

endógenamente citrulinadas en miembros de las filas Proteobacteria: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. coli, 4. K. pneumoniae, 

5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 7. M. morgannii, 8. P. aeruginosa, 9. A. baumannii, Firmicutes: 10. L. casei, 11. E. faecalis, 12. S. 

epidermidis, 13. S. aureus, y Ascomycota: 14. C. albicans, 15. C. glabrata, 16. C. tropicalis y 17. S. cerevisiae. En la parte 

inferior de cada blot, se muestra la expresión de la proteína constitutiva. 
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Figura 7.8: Comparación de la expresión de AgCIT en filas microbianas. Se muestra la expresión de antígenos citrulinados 

como medianas y rangos en las filas Proteobacteria, Firmicutes y Ascomycota, sin mostrar diferencias significativas entre los 

3 grupos, según la prueba de Kruskal-Wallis, ns = no significativo. 
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7.7. La expresión de AgCIT se asocia con la expresión de Hs-PAD2 y PAD4 en 

Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota. 

Los AgCIT se correlacionaron con PAD2 y PAD4, encontrando una correlación 

positiva media en Proteobacteria (rs = 0.393/0.418), una correlación positiva perfecta en 

Firmicutes (rs = 1.00/1.00) y una correlación positiva considerable en Ascomycota (rs = 

0.400/0.800) (Figuras 7.9-7.11). 

 

     

Figura 7.9: Correlación de la expresión de AgCIT vs Hs-PAD2/PAD4 en Proteobacteria. Se muestra la expresión de antígenos 

citrulinados y enzimas homólogas de las especies pertenecientes al filo Proteobacteria, mostrando una correlación positiva 

media, mediante el coeficiente de correlación de Spearman. El análisis estadístico permitió presentar solo valores de expresión 

positivos después de la normalización con la proteína constitutiva HSP70. El valor de p corresponde a la significancia de la 

correlación. 
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Figura 7.10: Correlación de la expresión de AgCIT vs Hs-PAD2/PAD4 en Firmicutes. Se muestra la expresión de antígenos 

citrulinados y enzimas homólogas de las especies pertenecientes al filo Firmicutes, mostrando una correlación positiva perfecta, 

mediante el coeficiente de correlación de Spearman. El análisis estadístico permitió presentar solo valores de expresión 

positivos después de la normalización con la proteína constitutiva HSP70. El valor de p corresponde a la significancia de la 

correlación. 

 
Figura 7.11: Correlación de la expresión de AgCIT vs Hs-PAD2/PAD4 en Ascomycota. Se muestra la expresión de antígenos 

citrulinados y enzimas homólogas de las especies pertenecientes al filo Ascomycota, mostrando una correlación positiva 

considerable, mediante el coeficiente de correlación de Spearman. El análisis estadístico permitió presentar solo valores de 

expresión positivos después de la normalización con la proteína constitutiva HSP70. El valor de p corresponde a la significancia 

de la correlación. 
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7.8. Especies patógenas sugieren citrulinación de Ags por Hs-PAD2/PAD4. 

El 89% de especies de Proteobacteria expresó antígenos citrulinados (AgCIT) y se 

correlacionó con la expresión de Homólogos de PAD2/PAD4 (Hs-PAD2/PAD4) presentes 

en el 56% del filo, curiosamente, el 33% no presentó correlación ya que expresó AgCIT, pero 

no las enzimas homólogas. Además, el 50% de Firmicutes expresó AgCIT que se 

correlacionó con la expresión de Hs-PAD2/PAD4. Por último, el 75% del filo Ascomycota 

expresó AgCIT que también se correlacionó con la expresión de Hs-PAD2/PAD4. De manera 

que, estas especies presentan la capacidad de citrulinar endógenamente sus proteínas y es 

muy probable que sus enzimas Hs-PAD2/PAD4 estén catalizando la reacción. 

Interesantemente, todas ellas son especies patógenas (Figura 7.12). 

 
Figura 7.12: Porcentaje de expresión de AgCIT, Hs-PAD2 y Hs-PAD4 por especie. Se muestra un gráfico de barras apiladas 

que representa el porcentaje de expresión en los 17 miembros de la MH, pertenecientes a las filas Proteobacteria, Firmicutes y 

Ascomycota. 
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Tabla 7.5. Asociaciones de AgCIT vs Hs-PAD2/PAD4 en especies de Proteobacteria. 

 

AgCIT vs Hs-PAD2 AgCIT vs Hs-PAD4 

rs p rs p 

P. mirabilis 1.00 0.022   

P. vulgaris* * * * * 

E. coli 1.00 0.002 1.00 0.002 

K. pneumoniae -1.00 0.002   

K. oxytoca -0.86 0.001 -1.00 0.002 

C. freundii   0.50 0.091 

M. morgannii 1.00 0.002 1.00 0.001 

P. aeruginosa -1.00 0.002 -1.00 0.002 

A. baumannii   1.00 0.002 

No expresó AgCIT ni enzimas Hs-PAD2/PAD4* 

 

Tabla 7.6. Asociaciones de AgCIT vs Hs-PAD2/PAD4 en especies de Firmicutes. 

 
Antígenos citrulinados vs PAD2 Antígenos citrulinados vs PAD4 

rs p rs p 

L. casei* * * * * 

E. faecalis* * * * * 

S. epidermidis 1.00 0.002 0.86 0.001 

S. aureus 1.00 0.002 1.00 0.002 
No expresó AgCIT ni enzimas Hs-PAD2/PAD4* 

 

Tabla 7.7. Asociaciones de AgCIT vs Hs-PAD2/PAD4 en especies de Ascomycota. 

 
Antígenos citrulinados vs PAD2 Antígenos citrulinados vs PAD4 

rs p rs p 

C. albicans 1.00 0.002 0.866 0.001 

C. glabrata 1.00 0.035 1.00 0.035 

C. tropicalis * * * * 

S. cereviseae 1.00  0.002 1.00 0.002 
No expresó AgCIT ni enzimas Hs-PAD2/PAD4* 
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7.9. Especies patógenas de Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota, presentan 

actividad de citrulinación por la vía NOS/NO. 

La actividad de citrulinación se presentó en el 50% de Firmicutes, en el 50% de 

Ascomycota y en el 57% de Proteobacteria (Figura 7.13). De las 8 especies que presentaron 

actividad de citrulinación solo el 88% se correlacionó con la expresión de AgCIT (Tabla 7.8). 

Es probable que el resto de especies carezca de la NOS y citrulinen por una vía diferente. 

 

 
Figura 7.13: Determinación de la actividad de citrulinación en cultivos microbianos. Se muestra el porcentaje de especies de 

cada fila microbiana que presentó actividad de citrulinación por la vía NOS/NO. RG = Reactivo de Griess, MH = agar Mueller-

Hinton, MRS = agar Man Rogosa Sharp. L.c = L. casei, E.f = E. faecalis, S.e = S. epidermidis, S.a = S. aureus, C.a = C.albicans, 

C.g = C.glabrata, C.t = C. tropicalis, S.c = S. cerevisiae, P.m = P. mirabilis, P.v = P. vulgaris, E.c = E. coli, K.p = K. 

pneumoniae, C.f = C. freundii, M.m =M. morgannii y A.b = A. baumannii. K. oxytoca y P. aeruginosa no fueron determinadas 
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Tabla 7.8. Asociaciones de AgCIT vs Actividad de citrulinación en especies. 

 

Actividad de citrulinación vs Antígenos citrulinados  

rs p 

P. mirabilis 1.00 0.001 

P. vulgaris* * * 

E. coli 1.00 0.001 

A. baumannii 1.00 0.001 

S. epidermidis 1.00 0.001 

S. aureus 1.00 0.001 

C. albicans 1.00 0.001 

C. glabrata 1.00 0.001 

Presentó actividad de citrulinación, pero no antígenos citrulinados* 

7.10. Los casos (AR) presentaron biomarcadores serológicos positivos. 

Los sueros AR tuvieron un título promedio de anticuerpos anti-CCP de 345.20±332 

U/mL, de los cuales, el 90% correspondieron a pacientes del género femenino (F) y el 10% 

al masculino (M), con un promedio de edad de 50±14 años, VSG de 24±17 mm/h y FR de 

34±35 (Tabla 7.9). Los sueros control, arrojaron valores negativos de los cuales el 40% 

correspondían a sujetos del género F y el 60% al género masculino (M) con una edad 

promedio de 25±5 años. 

Los parámetros clínicos medidos muestran claramente la marcada diferencia entre 

grupos. Esto permitió a su vez, clasificar a los pacientes AR como seropositivos debido a que 

el parámetro clínico de mayor puntaje según los criterios de clasificación del ACR/EULAR 

es la presencia de anticuerpos anti-CCP positivos a títulos elevados. 
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Tabla 7.9. Datos clínicos de pacientes con AR. 

n Edad Género VSG mm/h FR U/mL CCP U/mL 

1 62 F 39 40 282 

2 36 F 20 40 226 

3 58 F 43 0 383 

4 28 F 4 20 244 

5 33 F 6 0 128 

6 49 F 26 0 119 

7 51 F 20 80 1260 

8 48 M 12 80 323 

9 71 F 8 0 283 

10 36 F - 80 204 

x̄ 50 

9F/1M 

23.60 34.00 345.20 

DS 14.22 17.29 35.34 331.56 

CCP = Determinación de AuAbs anti- Péptidos citrulinados (valor de referencia ≥ 5 U/mL), FR = Factor Reumatoide (valor de 
referencia ≥ 20 U/mL), VSG = Velocidad de Sedimentación Globular (valor de referencia, de15-20 mm/h). 

 

7.11. La reactividad antimicrobiana se incrementa en los casos (AR) y el isotipo IgG es 

mayormente reactivo. 

Se investigó la presencia de anticuerpos de clase IgG en los sueros como una huella 

digital de eventos disbióticos y se encontró que los pacientes con AR muestran Abs de clase 

IgG dirigidos contra diversas proteínas microbianas, en contraste con las muestras de sueros 

control que mostraron niveles más bajos. Sin embargo, la reactividad es inespecífica y puede 

corresponder solo a Abs antimicrobianos, ya que no hay certeza del reconocimiento hacia 

AgCIT microbianos. Además, la reactividad de Abs IgA no mostró diferencias entre grupos 

(Figuras 7.14 y 7.15). No obstante, se encontró una correlación positiva débil (rs = 0.146) 

entre Abs IgG antimicrobianos y ACPAs IgG (Tabla 7.10). 
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Figura 7.14: Diferencias en la reactividad anti-microbiana en sueros AR y controles. Un panel representativo de WB muestra 

el reconocimiento inmunológico de IgG en sueros AR y una menor reactividad en los sueros control. La reactividad a bandas 

inespecíficas puede corresponder solo a Abs antimicrobianos. Las líneas corresponden a: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. 

coli, 4. K. pneumoniae, 5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 7. M. morgannii, 8. P. aeruginosa, 9. A. baumannii, 10. Lactobacillus sp., 

11. E. faecalis, 12. S. epidermidis, 13. S. aureus, 14. C. albicans, 15. C. glabrata, 16. C. tropicalis, and 17. S. cerevisiae. 

 



74 

 

 
Figura 7.15: Isotipo de Igs reactivas a Ags microbianos en casos (AR) y controles. Se muestra que el isotipo IgG participa 

principalmente en la reactividad de las proteínas microbianas, y la diferencia entre grupos es altamente significativa (p=0.0007), 

mientras que la reactividad del isotipo IgA no muestra diferencias entre grupos (p=0.3023) según la prueba de Kruskal wallis. 

Un valor de p ≤ 0.05 se consideró significativo. 

 

Tabla 7.10. Asociación de Abs antimicrobianos en pacientes con AR. 

 rs p 

Abs IgG anti-microbianos vs Abs IgG Anti-CCP  0.146 0.312 

 

7.12. Los ACPAs de afinidad reconocen AgCIT. 

Se pudo demostrar que los ACPAs de afinidad de pacientes AR específicos para 

péptidos citrulinados, reconocen algunas bandas microbianas de ~30, 45 y 65 kDa, que 

coinciden con bandas reactivas al pAb anti-citrulina comercial, revelando una coincidencia 

del 40% en Proteobacteria, 33% en Firmicutes y 40% en Ascomycota (Figura 7.16). 
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Este resultado refuerza que algunos péptidos microbianos están citrulinados 

endógenamente y muestra que los ACPAs de pacientes con AR, tienen afinidad por estos 

péptidos. 

 

 
Figura 7.16: Reactividad coincidente entre ACPAs de afinidad vs pAb anti-citrulina. La expresión de antígenos citrulinados se 

muestra mediante la reactividad con pAb anti-citrulina comercial y los ACPAs de afinidad. Las líneas corresponden a proteínas 

de diferentes especies: 1. P. mirabilis, 2. P. vulgaris, 3. E. coli, 4. K. pneumoniae, 5. K. oxytoca, 6. C. freundii, 7. M. morgannii, 

8. P. aeruginosa, 9. A. baumannii, 10. Lactobacillus sp., 11. E. faecalis, 12. S. epidermidis, 13. S. aureus, 14. C. albicans, 15. 

C. glabrata, 16. C. tropicalis, and 17. S. cerevisiae. 
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7.13. Los casos (AR) presentan niveles elevados de AbsZON 

Se demostró la presencia de niveles elevados de AbsZON en los casos (AR) en 

comparación con el grupo control (Figura 7.17), lo que podrían indicar un aumento en la PI.  

 

Figura 7.17. Diferencias en los niveles de AbsZON en casos (AR) y controles. Se muestran los niveles séricos de AbsZON 

elevados en los casos (AR) en comparación con los controles, y la diferencia entre grupos es altamente significativa (p = 

0.0002), según la prueba U de Mann-Whitney. Un valor de p ≤ 0.05 se consideró significativo. 

 

7.14. Los AbsZON se asocian positivamente con AR. 

Los AbsZON se presentaron en 9 individuos en el grupo de los casos (AR) y en 1 

individuo en el grupo de los controles. El resultado es una prevalencia del 90% y 10%, 

respectivamente. Al evaluar la relación entre los AbsZON y AR se encuentra una asociación 

positiva: el riesgo de tener AbsZON es 81 veces mayor en los individuos con AR, comparado 

con individuos sanos, la cual es significativa, ya que los IC 95% no abarcan el valor nulo, 

teniendo una variabilidad de esta asociación 5.02 veces mayor, o tan grande como 941.2 

veces mayor (Tabla 7.12-7.14). En este caso, el riesgo atribuible en la población es 0.88; en 

otras palabras, los AbsZON en la población general, son responsables del 88% de los casos 

de AR. 
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Tabla. 7.11. Tabla de contingencia para la exposición a AbsZON. 

Exposición a AbsZON 

 
Expuestos No expuestos TOTAL 

Casos (AR) a (9) b (1) n1 (10) 

Controles c (1) d (9) n0 (10) 

Total m1 m0 N (20) 

a=individuos que desarrollaron el evento y estaban expuestos, b= individuos que desarrollaron el evento y que no estaban expuestos, c= 

individuos que no desarrollaron el evento y estaban expuestos, d= individuos que no desarrollaron el evento y no estaban expuestos, 
m1=total de individuos expuestos, m0=total de individuos no expuestos, n1=total de casos, n0=total de controles, N=total de la población 

en estudio. 

 

Tabla 7.12. Frecuencias de AbsZON en casos y controles, y Razón de Momios (RM). 

 Prevalencia de 

exposición 
Momios de exposición RM 95% IC 

Casos (AR) a/n1 90% a/b 9 
ad/bc              

81 
5.02-941.2 

Controles c/n0 10% c/d 0.11 

 

Tabla 7.13. Interpretación de los resultados. 

 Interpretación 

RM = 1 No hay asociación Los AbsZON no están asociados con AR 

RM < 1 Asociación negativa 

Los AbsZON están asociados de manera inversa con 

AR, es decir, los AbsZON disminuyen la posibilidad de 

desarrollar AR. 

RM >1 Asociación positiva 
Los AbsZON se encuentran asociados positivamente 

con AR. 
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7.15. Los AbsZON se asocian con biomarcadores serológicos de pacientes AR. 

Se encontró una correlación positiva con la edad de los pacientes (rs=0.479), con la VSG 

(rs=0.285) y con el FR (rs=0.165) (Tabla 7.11), lo que puede corresponder que, a mayor 

edad, inflamación y niveles elevados de anticuerpos del FR, se presenta mayor PI. 

 

Tabla 7.14. Asociaciones de AbsZON y biomarcadores serológicos de AR. 

 rs p 

AbsZON vs Edad 0.479 0.004 

AbsZON vs VSG 0.285 0.045 

AbsZON vs FR 0.165 0.251 
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CAPÍTULO 8. DISCUSIÓN 

El microbioma humano es un elemento importante que sirve como interfaz en 

huéspedes humanos con EAI [16] incluyendo la AR, su aparición se ha asociado con DI y PI 

[17, 18], sin embargo, los mecanismos moleculares, no han sido dilucidados. La evidencia 

experimental sobre Hs-PADs, citrulinomas microbianos y generación de ACPAs por la MH, 

son limitados, así como los estudios de PI, en pacientes con AR. Por lo tanto, en el presente 

trabajo se estudió la expresión de Hs-PAD2/ PAD4 y citrulinomas en miembros de la MH 

pertenecientes a las filas Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota, Asimismo, se determinó, 

si los sueros ACPAs de pacientes AR, reconocen proteínas microbianas citrulinadas. 

Además, se evaluó si los casos (AR) presentan niveles elevados de AbsZON asociados con 

la enfermedad. 

Los resultados son: 1. Las filas Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota albergan Hs-

PAD2/PAD4, 2. Los Citrulinomas microbianos están presentes en Firmicutes, Proteobacteria 

y Ascomycota, 3. La expresión de AgCIT se asocia con la expresión de Hs-PAD2/PAD4, 4. 

Las especies patógenas de Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota sugieren citrulinación 

de Ags por Hs-PAD2/PAD4, 5. Las especies patógenas de Firmicutes, Proteobacteria y 

Ascomycota, presentan actividad de citrulinación por la vía NOS/NO, 6. La reactividad 

antimicrobiana se incrementa en los casos (AR) y el isotipo IgG es mayormente reactivo, 7. 

Los ACPAs de afinidad reconocen AgCIT, 8. Los casos (AR) presentan niveles elevados de 

AbsZON, 9. Los AbsZON se asocian positivamente con AR, 10. Los AbsZON se asocian 

con biomarcadores serológicos de AR. 

Cummings et al., (2021) reportan Hs-PADs/ADs en las filas Cyanobacteria, 

Actinobacteria y Proteobacteria e infieren que han sido introducidos en mamíferos por 

trasnferencia de genes horizontal [29]. Estos resultados coinciden parcialmente con los 

obtenidos en el presente estudio ya que se detectó que las filas Firmicutes, Proteobacteria y 

Ascomycota albergan Hs-PAD2 y PAD4. 
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Cabe mencionar que la aportación de estos autores solo se basa en análisis de datos en 

los bancos de información disponibles, por lo que los hallazgos presentados en este estudio 

ganan peso ya que aportan evidencia experimental, y sugieren que el filo Firmicutes y 

Ascomycota deben considerarse como nuevas filas que albergan Hs-PADs/ADs. 

Las PADs son enzimas conservadas filogenéticamente que catalizan la 

deiminación/citrulinación postraduccional de proteínas, provocando cambios estructurales y 

funcionales [21] y el homólogo microbiano asociado ha sido pPAD, dicha enzima bacteriana, 

tiene un peso molecular de 47 kDa [215]. Aunado a esto, un análisis evolutivo reciente, 

muestra conservación filogenética entre PAD2 y PAD3 humano con enzimas ADs de E. coli 

VCS257 (GenBank: EDV68547.1) y S. aureus (GenBank: BBA25170.1) en cuyo genoma se 

identificó una masa molecular entre 40-50 kDa, además, se ha postulado que la conformación 

terciaria de ADs de E. coli y S. aureus puede ser más similar a la PAD4 humana, sin embargo, 

falta evidencia que lo respalde [29].  

Estos reportes, coinciden parcialmente con los encontrados en la presente 

investigación, ya que 9 especies expresaron Hs-PAD4 y 8 especies, Hs-PAD2 con masas 

moleculares similares a las antes mencionadas, no obstante, los Hs-PAD2 de las especies 

analizadas en este estudio, presentaron masas moleculares similares a la de PAD2 humana. 

Esto podría sugerir que las enzimas microbianas identificadas, presenten algunos dominios 

que compartan homología con enzimas humanas debido a que son igualmente funcionales e 

inmunogénicas, sin embargo, falta evidencia estructural que respalde. 

Ahora bien, las bacterias Gram negativas y Gram positivas pueden utilizar sus 

PADs/ADs para la liberación de vesículas de membrana externa (OMV, outer membrane 

vesicles por sus siglas en inglés) y vesículas de membrana (MV, membrane vesicles por sus 

siglas en inglés) que facilitan la transferencia de moléculas [216,217]. Kosgodage et al., 

(2019) comprobaron que las OMV de E. coli contienen Hs-PADs/ADs además de proteínas 

citrulinadas [27]. Por su parte, los únicos citrulinomas bacterianos identificados hasta el 

momento son en P. gingivalis y en E. coli VCS257 [27, 214]. 
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Por el contrario, los presentes resultados muestran citrulinomas en 10 bacterias (P. 

mirabilis, E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, C. freundii, M. morgannii, P. aeruginosa, A. 

baumannii, S. epidermidis, S. aureus) y 3 levaduras (C. albicans, C. glabrata y S. cereviseae). 

Interesantemente, el citrulinoma bacteriano identificado en P. gingivalis parece estar 

limitado a 6 proteínas [214], mientras que en E.coli VCS257 se reportan 11 proteínas 

metabólicas relacionadas con la respuesta al estrés, expresadas como bandas en el rango de 

15 a 120 kDa [27]. Estos datos coinciden parcialmente con los mostrados en los 13 patógenos 

estudiados que revelaron 5 bandas de rangos moleculares similares; estas pudieran 

corresponder a las reportadas por Kosgodage et al., (2019), destacando la proteína ribosomal 

30S/S4rpsD de 23 kDa (ID Uniprot: Q1R636). [218]. Previamente, la proteína ribosómica 

40S se había informado como sustrato de la deiminación/citrulinación mediada por PAD4 en 

células HEK 293T [219].  

Además del Componente EIIAB específico de manosa del sistema PTS/manX (sistema 

de fosfotransferasa de azúcar dependiente de fosfoenolpiruvato) de 35kDa (ID Uniprot: 

P69799) [220]; La Glicerol deshidrogenasa/gldA de 39 kDa (ID Uniprot: P0A9S6) y la 

Serina - tRNA ligasa/SERS de 48 kDa (ID Uniprot: B7MRV6) [221]. Otros antígenos 

citrulinados reportados en E. coli es la flagelina/fliC de 51 kDa (ID Uniprot: P04949), la 

Fumarato hidratasa clase I, anaeróbico/fumB de 60 kDa (ID Uniprot: P14407) [222] y la 

treonina-tRNA ligasa de 74 kDa, [223]. Así pues, tanto Hs-PADs/ADs como citrulinomas 

microbianos, han sido descritos en P. gingivalis y E. coli, lo que coincide con los resultados 

expuestos que demostraron correlación entre la expresión de AgCIT y Hs-PAD2/PAD4 en 

10 patógenos.  

Es probable que el resto de especies de Proteobacteria, pueda albergar otras moléculas, 

como es el caso de Eggerthella, que utiliza ornitina para producir citrulina [212]. Los 

Firmicutes S. epidermidis y S. aureus presentaron capacidad de citrulinar antígenos, que se 

correlacionaron con sus Hs-PAD2/PAD4, pero no fue el caso del resto de especies analizadas 

de este filo. 
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La especie L. casei, recientemente reclasificada, ha sido considerada como 

especie beneficiosa que puede ejercer efectos sobre la salud del huésped [224]. Por su 

parte, E. faecalis ha sido considerado como especie inmunomoduladora, sin embargo, 

no se excluye de poseer otros posibles factores de virulencia ya que, aunque genera un 

impacto positivo en el funcionamiento de la MI y sea usado como probiótico eficaz, 

también puede ser el responsable de infecciones [225]. 

Las levaduras de Ascomycota, C. albicans, C. glabrata y S. cereviseae citrulinan 

antígenos, que, de manera análoga, también se correlacionaron con la expresión de sus 

enzimas Hs-PAD2/PAD4. Esto llama la atención, ya que existen pocos estudios sobre la 

interacción de los hongos con el huésped humano, por lo que el componente fúngico de la 

microbiota, aunque es escaso, podría representar un blanco de estudio en AR ya que 

actualmente se ha revelado su capacidad para modular la respuesta inmune. Por su parte, el 

género Saccharomyces, aunque se ha asociado con fermentaciones de alimentos y bebidas, 

ha ganado un papel en las investigaciones sobre la interacción humana en la salud y la 

enfermedad [9]. Además, los escasos reportes sobre citrulinomas microbianos son solo en 

bacterias. 

Otro dato importante, fue el estudio de actividad de citrulinación por la vía NOS/NO 

que mostró a las bacterias P. mirabilis, P. vulgaris, E. coli, A. baumannii y las levaduras C. 

albicans y C. glabrata con actividad de citrulinación por esta vía. Es probable, que el resto 

de especies carezca de NOS y citrulinen por vías diferentes. Considerando los reportes de 

Huang et al., (2023) sobre el papel que desempeña la vía NOS/NO en la AR, estos hallazgos 

resultan ser interesantes, ya que la participación de las NOS microbianas podrían estar 

implicadas en la patogénesis simultáneamente con PADs/ADs y la citrulinación de proteínas. 

También fue interesante la revelación de P. vulgaris que mostró actividad de citrulinación 

pero no expresó AgCIT, probablemente la contribución de este patógeno a la AR, se limite a 

la producción de L-citrulina y NO. 
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Se ha determinado que la citrulinación de proteínas microbianas también puede ocurrir 

después de la lisis celular [213] y la hipercitrulinación de histonas humanas catalizada por 

PAD4 se correlaciona con la descondensación de cromatina durante la formación de NET. 

Además, la citrulinación de proteínas humanas disminuye la actividad de destrucción 

bacteriana de histonas y nucleosomas, lo que sugiere que PAD4 desempeña principalmente 

un papel en la descondensación de la cromatina para formar NET, en lugar de aumentar la 

muerte bacteriana mediada por histonas. Por lo que se ha definido un papel para la 

hipercitrulinación de histonas en la inmunidad innata durante la infección bacteriana [226].  

Esto podría explicar los resultados del presente estudio que mostraron un incremento 

en la reactividad antimicrobiana en sueros AR, por lo que es muy probable que durante la 

NETosis y METosis, aumente la expresión de PADs/ADs microbianas y estrés oxidativo, y 

se induzca citrulinación de antígenos microbianos que puedan contribuir a la producción 

excesiva de ACPAs microbianos, y actúen en sinergia para romper la tolerancia 

inmunológica en pacientes predispuestos a la AR. Ésta idea se refuerza con el reconocimiento 

de AgCIT por los ACPAs de afinidad de pacientes con AR que concuerda con lo reportado 

por Arnoux et al., quienes demostraron la generación de ACPAs inducida por pPAD en P. 

gingivalis [34]. 

Por lo tanto, los hallazgos presuntivos sugieren que más microorganismos patógenos 

pudieran desempeñan un papel en la patogénesis de la AR. Esto refuerza la necesidad de 

seguir investigando el fenómeno observado y, el hecho de que exista presencia de anticuerpos 

antimicrobianos de clase IgG en los casos (AR), pero no en los controles, condujo al 

planteamiento de que probablemente, estos anticuerpos son rastros de un evento disbiótico. 

Por su parte, los ACPAs se consideran actores críticos en la patogenia de la AR y la primera 

evidencia de que P. gingivalis tiene potencial artritogénico al impulsar ACPAs fue en 2019, 

sin embargo, se menciona que la respuesta no es específica de proteínas citrulinadas humanas 

[227]. 
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Además, Cantaert et al., (2013) mencionan que tienen reactividad de falsos positivos 

[228] y que con frecuencia se malinterpreta como positividad para ACPAs humanos cuando 

no se incluyen controles de péptidos no citrulinados para confirmar la especificidad [25]. 

Hasta el momento, no existe evidencia experimental que respalde que la AR está mediada 

por la inducción de ACPAs a través de pPAD contra proteínas del huésped [229], sin 

embargo, se ha reportado exacerbación o inducción de la enfermedad por mecanismos 

independientes, que impliquen la actividad de pPAD como factor de virulencia dirigido a 

sustratos proteicos o L-citrulina libres [25]. 

Aunado a ello, las PADs humanas procesan las argininas dentro de las cadenas 

polipeptídicas pero no en sus extremos, es decir, son endodeiminasas eficientes pero 

exodeiminasas pobres [230]. Por el contrario, pPAD citrulina las argininas C-terminales 

[230]. De esta forma, pPAD complementa a las PADs humanas y crea nuevos epítopos 

exógenos para la respuesta autoinmune [25]. Lo anterior pudiera explicar la baja reactividad 

de los ACPAs en el presente estudio, sin embargo, se sugiere continuar con su exploración.  

Está claro que aún queda mucho por responder; sin embargo, esta investigación, a 

través de un estudio exploratorio de proteínas microbianas, sugiere que los Hs-PADs/ADs y 

los citrulinomas microbianos están ampliamente distribuidos en el microbioma humano y no 

se limitan a P. gingivalis y E. coli. Y, aunque es probable que muchas especies tengan la 

capacidad de generar péptidos citrulinados, muchos de estos péptidos modificados pudieran 

ser irrelevantes para inducir la AR. Otra posibilidad es que no compartan mimotopos o que 

los individuos que portan estos péptidos microbianos citrulinados carezcan de un "epítopo 

compartido". 

Por otro lado, no es sorprendente que todas las especies evidenciadas en la actual 

investigación, sean patógenas, lo que podría indicar un papel molecular en la DI presente en 

AR y posiblemente en otras patologías que involucren hipercitrulinación. 
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Numerosas investigaciones se han centrado en la hipótesis de que los microbios 

intestinales y la translocación de enzimas microbianas pueden influir en una mayor 

citrulinación de péptidos que conduce a la producción de ACPAs e inflamación a través de 

mecanismos de filtración y migración a las articulaciones, provocando respuestas inmunes y 

sinovitis [18]. Por su parte, los estudios moleculares han demostrado que las bacterias pueden 

migrar a la periferia y contribuir a la inflamación sinovial [231,232], asimismo, se han 

descrito más de 200 péptidos citrulinados en estudios proteómicos en la mucosa colónica de 

sujetos con AR, que incluyen dianas de ACPAs, pero solo tres exclusivos de esta patología 

[233], sin embargo, no se descarta que algunos de estos péptidos puedan tener un origen 

microbiano.  

Recientemente, se han postulado los mecanismos moleculares de ataque a las TJ de 

CEI, y se comprobó que son orquestados por bacterias patógenas durante la DI [118]. Por su 

parte, debido a su papel como potente regulador de las TJ, la Zonulina se usa para predecir 

la transición de la autoinmunidad a la artritis inflamatoria y los niveles elevados van 

acompañados de una disbiosis microbiana, aumento en la Permeabilidad, e inflamación 

[234]. Sin embargo, debido a su fluctuación, se recomienda la medición de AbsZON y otras 

proteínas de unión estrecha para evaluar la PI [99]. 

Tajik et al., (2020) reportan niveles elevados de Zonulina en sueros de pacientes con 

AR, lo que coincide parcialmente con los resultados expuestos que mostraron niveles 

elevados de AbsZON en los casos (AR). Un dato interesante del estudio de los autores fue la 

evidencia de que los niveles se elevan antes de la aparición de las manifestaciones clínicas 

[234]. No obstante, el presente estudio es el primero en demostrar que los pacientes con AR 

cursan con niveles elevados de AbsZON, sin embargo, la determinación no ha sido evaluada 

como prueba diagnóstica. Aunado a esto, este importante hallazgo sugiere un aumento en la 

PI que podría representar un factor de riesgo en el desarrollo de la enfermedad en personas 

predispuestas. 
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Además, también es la primera investigación en evaluar la expresión de Hs- PADs/ADs 

y citrulinación endógena en miembros de la MH, incluyendo no solo bacterias oportunistas, 

sino también probióticas y levaduras. Estos resultados son de gran importancia, porque 

podrían proporcionar el vínculo molecular entre los PADs/ADs microbianos y los ACPAs 

microbianos, que actúen en sinergia para aumentar la inflamación y el desarrollo de la AR. 

Sería interesante purificar y secuenciar las dianas microbianas reveladas en este estudio y 

ampliar el conocimiento sobre el papel patogénico que desempeña el microbioma humano 

en la AR. 
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CAPÍTULO 9. CONCLUSIONES 

Patógenos de Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota albergan Hs-PADs/ADs y 

AgCIT que reaccionan a los ACPAs de pacientes con AR. Esto sugiere que los citrulinomas 

microbianos y las enzimas homólogas de PADs/ADs son extensos en el microbioma humano 

y participan en la producción de ACPAs. Los niveles elevados de AbsZON sugieren un 

aumento en la PI y la asociación positiva con la AR, permitió identificarlos como un posible 

factor de riesgo que generó hipótesis para estudios subsecuentes que permitan tanto la 

evaluación como prueba diagnóstica, como la evaluación del impacto que tienen los AbsZON 

sobre la AR. Los presentes hallazgos sugieren que las moléculas de los microorganismos de 

una microbiota disbiótica reveladas en esta investigación, y el aumento de la PI, podrían 

representar un vínculo molecular en la patogénesis de la AR. 
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CAPÍTULO 10. FORTALEZAS Y LIMITACIONES DE LA TESIS 

Fortalezas: 

1. Primera investigación en estudiar la expresión de Hs-PADs/ADs y citrulinación 

endógena en 3 filas pertenecientes a la MH y en 17 miembros a nivel especie. 

2. Primera investigación que estudia la expresión de Hs-PADs/ADs y citrulinación 

endógena en bacterias probióticas y levaduras. 

3. Primer estudio en demostrar que los pacientes con AR cursan con niveles elevados 

de AbsZON y que sugiere su medición como posible biomarcador de PI. 

Limitaciones: 

1. No fue posible identificar las cepas mediante estudios moleculares. 

2. El número de muestras serológicas y el acceso a la información sobre 

manifestaciones clínicas de los casos (AR). 
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CAPÍTULO 11. PERSPECTIVAS 

• Explorar los genomas bacterianos y micóticos de las especies estudiadas, y secuenciar los 

Hs-PADs/ADs y AgCIT. 

• Explorar Hs-PADs/ADs y AgCIT en la fila Cianobacteria. 

 

• Diseñar un estudio de cohorte prospectivo para ver la progresión de citrulinación de 

proteínas y aparición de biomarcadores de PI y AR en diferentes tiempos. 

 

• Diseñar un estudio de prueba diagnóstica para la determinación de AbsZON como 

biomarcador de PI en AR. 

• Diseñar mecanismos de inhibición molecular de las especies bacterianas y micóticas que 

presentaron Hs-PADs/ ADs y citrulinomas. 

• Diseñar propuestas de inhibición de PI. 

• Explorar el papel de las NOS bacterianas y micóticas en la AR. 
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CAPÍTULO 12. PROPUESTA DEL MECANISMO MOLECULAR EN LA 

PATOGÉNESIS DE AR 

Con los resultados expuestos en esta investigación, se podría postular que el aumento 

de PI, permite la translocación microbiana a sitios distantes como las articulaciones que, en 

personas genéticamente susceptibles, podría contribuir al desarrollo de AR. Los posibles 

mecanismos que presentan las moléculas microbianas reveladas en esta investigación, 

pudieran ser los siguientes: 

1. Los Hs-PADs/ADs podrían promover la activación de células T en los tejidos 

linfoides que resulta en un desequilibrio de células Th17 y Treg que conduce a la 

respuesta inflamatoria.  

2. Los Hs-PADs/ADs podrían promueven la NETosis y METosis. 

3. Las NOS microbianas podrían promover estrés oxidativo. 

4. La actividad citrulinante de Hs-PADs/ADs sobre proteínas microbianas induce la 

generación de ACPAs. 

5. Los antígenos microbianos también pueden inducir la sobre activación de los 

linfocitos B con ayuda de Thf, diferenciándose en células plasmáticas y 

produciendo Abs patógenos de faja afinidad como la IgM del FR y la IgA anti-

CCP, que posteriormente presenten una transición a AuAbs de isotipo IgG. 

6. El cúmulo de ACPAs microbianos, podría romper la tolerancia inmunológica. 

7. La DI podría desencadenar la migración de células autorreactivas a las 

articulaciones provocando daño en cartílago y hueso.  

8. Las células autorreactivas activan macrófagos, que da como resultado la 

producción de citocinas inflamatorias que inducen a los fibroblastos a producir 

MMP y el ligando activador del receptor del factor nuclear kB (RANKL) que media 

en la destrucción del tejido óseo y cartilaginoso, lo que conduce al desarrollo de 

AR. 
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Tabla 14.1. Valores de la expresión de Hs-PAD2/4, AgCIT y HSP70 en pixeles (px). 

 

  

n Especie Hs-PAD2 (px) Hs-PAD4 (px) AgCIT (px) HSP70 (px) 

Proteobacteria 

1 P. mirabilis 7938810 0 2958080 1974462 

2 P. vulgaris 0 449652 1357600 1612632 

3 E. coli 10782379 14873901 8339840 1727502 

4 K. pneumoniae 295519 0 2537120 1547490 

5 K. oxytoca 836533 207060 1159760 2042502 

6 C. freundii 120287 1938426 7157400 1082634 

7 M. morganii 9527584 9880164 4666280 1232196 

8 P. aeruginosa 1006363 234864 2713160 1532538 

9 A. baumanii 0 10617894 1961960 1577814 

Firmicutes 

10 Lactobacillus sp 0 0 0 944874 

11 E. faecalis 0 0 0 1251768 

12 S. epidermidis 13168242 9594246 5618040 1109304 

13 S. aureus 9910562 6748805 4653440 1220058 

Ascomycota 

14 C. albicans 3178324 857228 3102880 1407756 

15 C. glabrata 2721129 5444636 2785920 874440 

16 C. tropicalis 951556 0 662840 967386 

17 S. cereviseae 4628404 4046659 1450760 845208 
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Tabla 14.2. Valores de la expresión de Hs-PAD2/4, AgCIT y HSP70 en unidades (U), 

después de la normalización con la proteína constitutiva. 

 

  

n Especie Hs-PAD2 (U) Hs-PAD4 (U) AgCIT (U) HSP70 (U) 

Proteobacteria 

1 P. mirabilis 3.02 -1 0.5 1 

2 P. vulgaris -1 -0.72 -0.16 1 

3 E. coli 5.24 7.61 3.83 1 

4 K. pneumoniae -0.81 -1 0.64 1 

5 K. oxytoca -0.59 -0.9 -0.43 1 

6 C. freundii -0.89 0.79 5.61 1 

7 M. morganii 6.73 7.02 2.79 1 

8 P. aeruginosa -0.34 -0.85 0.77 1 

9 A. baumanii -1 5.73 0.24 1 

Firmicutes 

10 Lactobacillus sp -1 -1 -1 1 

11 E. faecalis -1 -1 -1 1 

12 S. epidermidis 10.87 7.65 4.06 1 

13 S. aureus 7.12 4.53 2.81 1 

Ascomycota 

14 C. albicans 1.26 -0.39 1.2 1 

15 C. glabrata 2.11 5.23 2.19 1 

16 C. tropicalis -0.02 -1 -0.31 1 

17 S. cereviseae 4.48 3.79 0.72 1 
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Tabla. 14.3. Reactividad de Abs anti-microbianos de los grupos de estudio. 

 

Tabla. 14.4. Concentraciones de AbsZON conocidas para curva de calibración. 

  AbsZON (ng/mL) ABSORBANCIA ABS INVERSA 

Estándar A 0 1.259 0.794281176 

Estándar B 50 1.203 0.831255195 

Estándar C 100 0.968 1.033057851 

Estándar D 250 0.521 1.919385797 

Estándar E 500 0.21 4.761904762 

Estándar F 1000 0.119 8.403361345 

 

  

N 

Anticuerpos anti-microbianos (Intensidad en pixeles) 

IgG IgA 

AR Control AR Control 

1 12 444 575 20 144 550 2 587 225 1 110 072 

2 13 702 992 14 602 704 1 765 536 7 899 168 

3 34 596 107 5 626 992 12 311 588 1 318 416 

4 58 823 472 2 133 126 3 708 465 2 514 586 

5 58 600 164 4 648 896 19 235 925 2 545 647 

6 14 763 828 5 626 992 2 790 061 1 318 416 

7 29 399 472 5 626 992 1 318 416 3 156 996 

8 17 057 996 13 128 720 8 075 438 9 591 888 

9 52 316 784 7 901 760 2 564 016 2 589 634 

10 13 702 992 5 626 992 1 765 536 1 318 416 

x̄ 30 540 838 8 506 772 5 612 220 3 336 323 

DS 19 449 006 5 607 592 5 912 472 2 962 990 
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Tabla. 14.5. Concentraciones de AbsZON en los casos (AR). 

n ABSSORBANCIA ABS INVERSA AbsZON (ng/mL) 

1 0.768 1.302083333 109.97 

2 0.522 1.915708812 186.68 

3 0.997 1.003009027 72.59 

4 0.86 1.162790698 92.56 

5 1.079 0.926784059 63.06 

6 0.922 1.084598698 82.79 

7 0.841 1.189060642 95.85 

8 1.004 0.996015936 71.71 

9 0.873 1.145475372 90.4 

10 0.862 1.160092807 92.22 

 

Tabla. 14.6. Concentraciones de AbsZON en los controles. 

n ABSORBANCIA ABS INVERSA AbsZON (ng/mL) 

1 1.086 0.920810313 62.31 

2 1.113 0.898472597 59.52 

3 1.146 0.872600349 56.29 

4 1.046 0.956022945 66.72 

5 0.965 1.03626943 76.75 

6 1.123 0.89047195 58.52 

7 1.111 0.900090009 59.72 

8 1.009 0.991080278 71.1 

9 1.159 0.86281277 55.06 

10 1.162 0.860585198 54.79 
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Tabla. 14.7. Valor de corte calculado en curva ROC. 

Valor de corte 
% Sensibilidad % Especificidad 

ng/mL 

> 54.93 100 10 

> 55.68 100 20 

> 57.41 100 30 

> 59.02 100 40 

> 59.62 100 50 

> 61.02 100 60 

> 62.69 100 70 

> 64.89 90 70 

> 68.91 90 80 

> 71.41 90 90 

> 72.15 80 90 

> 74.67 70 90 

> 79.77 70 100 

> 86.60 60 100 

> 91.31 50 100 

> 92.39 40 100 

> 94.21 30 100 

> 102.9 20 100 

> 148.3 10 100 

 



123 

 

0 20 40 60 80 100

0

20

40

60

80

100

Curva ROC

100% - % Especificidad

%
S

e
n

s
ib

il
id

a
d

 

Figura 14.1. Curva ROC. Cálculo del valor de corte en los niveles de AbsZON de casos (AR) y controles. 

 

 

Tabla. 14.8. Área bajo la curva ROC. 

Área bajo la curva ROC 

Área 0.95 

Error std 0.04478 

IC 95% 0.8622 to 1.000 

Valor de p 0.0007 
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