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PRESENTACIO

a carrec de I’ Academica Numeraria
Excel‘lentissima Sra. Dra. Maria Luisa Garcia






Excel-lentissim Senyor President

de la Reial Academia de Farmacia de Catalunya,
Excel-lentissims i Il-lustres Senyores i Senyors Academics,
Distingides autoritats académiques i professionals,
Senyores i Senyors,

Vull agrair la deferéncia que ha tingut la Junta de la Reial Academia
de Farmacia de Catalunya, en designar-me per a fer la presentacio de
la Dra. Isabel Haro Villar, Académica Corresponent electa, en aquest
acte solemne i protocol-lari d’ingrés en aquesta docta corporacid, que
em dona I’oportunitat de posar en relleu la seva brillant trajectoria
professional.

La Dra. Haro va néixer a Barcelona I’any 1960 i va créixer a I’Hospi-
talet de Llobregat, en el si d’una familia que li va transmetre els valors
de I’esforc, del treball ben fet i de la perseveranca. El suport constant
dels seus pares fou determinant perque pogués desenvolupar plena-
ment les seves capacitats i afrontar amb confianga els reptes personals
i academics. Com a germana gran de tres germanes, va assumir ben
aviat responsabilitats que contribuiren a forjar un caracter basat en el
compromis, la constancia i el sentit del deure, qualitats que han presi-
dit tota la seva trajectoria personal, académica i professional.

Va cursar els estudis d’educacié primaria a I’Hospitalet de Llobregat
i el batxillerat i el Curs d’Orientacié Universitaria a Barcelona, on va
obtenir un expedient academic brillant, distingit amb la qualificacié
de Matricula d’Honor al COU. Aquesta distincid li va permetre cursar
els estudis de llicenciatura amb exempci6 del pagament de les taxes
académiques i, durant tots els anys de la carrera universitaria, fou
beneficiaria d’una beca d’estudis en reconeixement al seu excel-lent
rendiment académic.



L’any 1982 es va llicenciar en Ciencies Quimiques per la Universitat
de Barcelona, on va obtenir, dos anys més tard, el grau de llicenciatu-
ra. El 1984 va obtenir el Certificat d’ Aptitud Pedagogica per I’ Institut
de Ciencies de I’Educacio i, el 1998, el titol de doctora en Cieéncies
Quimiques.

Encara que es va iniciar en la recerca al Departament de Bioquimica
de la Universitat de Barcelona, on va realitzar la seva tesina en el
camp de la cinética enzimatica, la trajectoria cientifica de la Dra. Haro
esta lligada al Consell Superior d’Investigacions Cientifiques (CSIC).
El 1985 es va incorporar al Laboratori de Peptids del Centre d’Inves-
tigacié 1 Desenvolupament del CSIC com a becaria pre-doctoral del
Pla de Formaci6 de Personal Investigador (FPI) per a la realitzaci
de la tesi doctoral sobre la sintesi i I’activitat biologica d’analegs de
la substancia P, que va finalitzar el 1988 amb la maxima qualificaci6
d’excel-lent cum laude.

Per continuar la seva formacié de recerca, un cop finalitzada la tesi,
va realitzar un post-doctorat de dos anys, entre 1989 i1 1990, al CSIC i
al Royal Free Hospital de Londres amb una beca del CSIC i de I’Eu-
ropean Molecular Biology Organization (EMBO). Al llarg d’aquests
anys, primer com Cientifica Titular del CSIC i a partir de 2004 com a
Investigadora Cientifica, la Dra. Isabel Haro va desenvolupar la seva
recerca en I’ambit de la sintesi i caracteritzacio de les propietats i fun-
cions biologiques de molecules bioactives. Les seves qualitats innates
per a la investigacio, la creativitat, la capacitat de treball i el rigor
cientific li van permetre desenvolupar i consolidar una nova linia de
recerca en la Unitat de Sintesi i Aplicacions Biomediques de Peptids,
basada en el paper de les moleécules d’origen peptidic en diversos pro-
cessos fisiologics i les seves potencials aplicacions teranostiques.

La Dra. Haro, que ha estat coordinadora des de 2017, del grup de re-
cerca consolidat per la Generalitat de Catalunya: Recerca traslacional
en disseny i sintesi pel diagnostic de malalties reumatiques, és una
investigadora de reconegut prestigi a nivell nacional i internacional.
Ha participat com a investigadora principal en 15 projectes de recerca
financats per entitats publiques i privades (MINECO, Uni6 Europea,
CSIC, Generalitat de Catalunya, Hospital Clinic de Barcelona i les
fundacions La Marat6 de TV3 i Fundacié per a la Recerca i la Pre-



vencié de la Sida a Espanya), i ha estat co-investigadora principal
d’un assaig clinic multicentric (PALABA, 2018-2025). Els resultats
d’aquestes investigacions es reflecteixen en la seva extensa produccid
cientifica, que ha donat lloc a més de 200 publicacions en revistes
cientifiques indexades d’impacte elevat, 7 revisions, 33 capitols de
llibre, 23 conferéncies convidades, més de 60 contribucions en con-
gressos nacionals i 180 en congressos internacionals. A més, ha con-
tribuit significativament a la difusié dels resultats de la recerca a la
societat a través de diversos articles de divulgacid, notes de premsa i
la participaci6 en programes de televisié (com Lab24 de RTVE).

Es membre del comité editorial de la revista Current Medicinal Che-
mistry des del 2008 i avaluadora de les principals revistes cientifiques
del sector, 1 va ser membre del comite cientific del XV International
Symposium on Luminescence Spectrometry.

En els darrers anys ha supervisat 39 tesis de llicenciatura i treballs
d’estudiants de master, i ha dirigit 16 tesis doctorals —que han meres-
cut la maxima qualificacid—, a més de supervisar estudiants d’Eras-
mus+ i becaris post-doctorals. Aquesta labor ha estat una peca clau en
la formaci6 de noves generacions d’investigadors, ates que ha abocat
la seva vasta experiéncia per guiar els estudiants cap a I’excel-léncia
académica. Aquesta intensa activitat investigadora ha estat recone-
guda amb 6 trams de recerca (sexennis) per la Comissié Nacional
Avaluadora de I’ Activitat Investigadora.

Un pilar fonamental de la seva trajectoria cientifica és la transferén-
cia dels resultats de la recerca al sector industrial. Ha aconseguit que
I’excel-léncia investigadora es tradueixi en solucions terapeutiques
tangibles que impacten directament en el benestar public, escurcant la
distancia entre el laboratori i la millora real de la salut ciutadana. En
aquest sentit, ha establert contractes de recerca com a IP amb empre-
ses capdavanteres del sector i ha realitzat tasques de suport tecnologic
per a diversos grups hospitalaris. A més, té concedides 8 patents (una
de les quals a Europa i als Estats Units). Aquesta activitat de transfe-
réncia ha estat reconeguda amb un sexenni de transferéncia.

Aquesta important activitat investigadora ha estat reconeguda amb
diversos premis, entre els quals cal destacar el Primer Premi Juan José



Garcia Dominguez a la investigacio en quimica, atorgat per la Soci-
etat Espanyola de Quimica Industrial; el Primer Premi Laboratoris
Cusi, pel treball Sintesi, encapsulacié en liposomes i avaluacié immu-
nologica de la seqiieéncia peptidica (110-121) pertanyent a la proteina
VP3 de la capside del virus de I’hepatitis A, i el Primer Premi Ramén
Madrofiiero, de la Societat Espanyola de Quimica Terapeutica, pel
treball Seleccié d’estructures immunoadjuvants per al disseny d’una
vacuna d’origen quimic contra el virus de 1’hepatitis A.

La recerca desenvolupada sobre peptids en el diagnostic i pronostic
de I’artritis reumatoide va ser seleccionada per la Plataforma Tec-
nologica Espanyola de Medicaments Innovadors de Farmaindustria
(2013). En aquest camp, la Societat Espanyola de Reumatologia va
atorgar el primer premi a la millor publicacio sobre artritis reumatoide
(2020), publicada a la revista Annals of the Rheumatic Diseases (amb
un factor d’impacte de 19,103).

Cal destacar la publicacio, aquest mateix any 2026, a la revista Nature
Medicine, de la qual la Dra. Haro és autora senior. Aquesta revista
és una referéncia mundial en biomedicina i compta amb un factor
d’impacte de 50 segons el Journal Citation Reports de 2024, publicat
el 2025. Més enlla del seu extraordinari valor cientific, aquesta publi-
cacid constitueix el reconeixement més alt a una trajectoria cientifica
d’excel-léncia, construida al llarg de décades de treball rigords, dedi-
caci6 i compromis amb la recerca biomedica.

La tasca docent desenvolupada per la Dra. Isabel Haro ha estat centra-
da en diferents programes de master i doctorat. Des del 2013 ha dirigit
diversos treballs de fi de grau: 10 TFG a la Facultat de Biologia de la
UB (en els graus en Biologia, en Biomedicina i en Biotecnologia) i 8
a la Facultat de Quimica de la UB. A més, des del 1990 ha estat mem-
bre de tribunals de tesis doctorals, tesines i masters presentats a les
facultats de Quimica, Farmacia i Biologia de les Universitats de Bar-
celona i Autonoma de Barcelona. El novembre de 2017 va impartir a
Madrid el curs de formaci6 a I’Agencia Espanyola de Medicaments
i Productes Sanitaris (AEMPS) Peptids i oligonucleotids. Sintesi, ca-
racteritzacié. Control d’impureses. En el periode 2003-2018 va parti-
cipar, com a docent, en el curs de doctorat Models de Membrana del
programa de doctorat del Departament de Fisicoquimica de la UB; en



el programa de cooperacié educativa de la Universitat Rovira i Vir-
gili de Tarragona, i en un conveni de col-laboracié per a la formacié
practica en centres de treball amb el Departament d’Ensenyament de
la Generalitat de Catalunya (amb alumnes de I’Escola Industrial i de
I’Institut d’Educacié Secundaria Arquitecte Manuel Raspall).

A més de la trajectoria de docencia i recerca, el compromis de la Dra.
Haro amb les institucions la va portar a desenvolupar una intensa tas-
ca de gestio, fonamental per al correcte funcionament i desenvolu-
pament del Centre. Ha estat directora del Departament de Quimica
de Peptids i Proteines de 'IIQAB-CSIC (2006) i vice-directora de
I'IQAC-CSIC des del marg¢ del 2019 fins al desembre del 2020. Ha
estat membre de la Comissi6é d’Area de Ciéncies i Tecnologies Qui-
miques del CSIC entre el 2012 i el 2018, del Comite Executiu de la
Connexié Nanomedicina-CSIC del 2021 al 2023 i del Comite de Di-
reccio de I'IQAC-CSIC del 2016 al 2022, essent actualment membre
del Comiteé d’Etica de 'TQAC-CSIC. Cal destacar la seva participaci6
com a membre de la comissié d’experts de projectes de 1’Area de
Ciencies i Tecnologies Quimiques del Pla Nacional, de projectes de
Prova de Concepte del Pla Nacional del Ministeri (PDC-2021-2023) i
de projectes de consolidaci6 investigadora (CNS-2022). Es avaluado-
ra de I’Agencia Estatal d’Investigacid des del 2006 i de I’ Ageéncia de
Gestid d’Ajuts Universitaris i de Recerca (AGAUR) de la Generalitat
de Catalunya des del 2005. Ha estat avaluadora de projectes FON-
DECYT de Xile, FONCYT d’Argentina i de projectes de tesi de la
Universitat Nacional de Colombia.

La trajectoria de la Dra. Haro no es pot entendre sense el suport de
la seva familia, que ha estat un estimul i un referent constant al llarg
de la seva vida. Els seus pares, que des de ben petita li van inculcar
els valors que han orientat la seva vida personal i professional, li han
brindat sempre un suport incondicional. Juntament amb el seu marit,
Guillermo, han estat el seu principal punt de suport i li han donat la
confianga i la serenitat necessaries per afrontar els reptes personals i
professionals. També, les seves germanes, dedicades a la docencia,
han compartit amb ella el compromis amb el coneixement i 1’edu-
cacié. Avui, aquesta vocacid per la ciencia i el coneixement té con-
tinuitat en els seus fills, Guillem 1 Irene, tots dos cientifics 1 docents,
i comenca a projectar-se en una nova generacié amb l’arribada del



seu net, Roger. Aquesta continuitat familiar constitueix, sens dubte,
una de les satisfaccions més grans d’una vida dedicada al servei de la
ciéncia, de la Universitat i de la societat.

En aquesta breu presentacié de la trajectoria professional de la Dra.
Haro, ha quedat pales que té merits més que suficients per ser admesa
com a acadeémica corresponent d’aquesta Reial Académia de Farma-
cia de Catalunya i tinc la seguretat que sabra correspondre a 1’honor
que li atorga I’Acadeémia, enriquint-la amb la seva experiéncia cien-
tifica i professional i amb el seu saber-fer. Es per aixd que, una vega-
da hagi llegit el discurs reglamentari, demano al Excm. Sr. President
que tingui a bé d’imposar a la Dra. Isabel Haro la medalla i I’estola
aixi com, de lliurar-li el titol acreditatiu d’académica corresponent
d’aquesta corporacid.

Moltes gracies
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Excel-lentissim Senyor President

de la Reial Academia de Farmacia de Catalunya,
Excel-lentissims i Il-lustres Senyores i Senyors Academics,
Distingides autoritats académiques i professionals,
Senyores i Senyors,

Vull dedicar les primeres paraules del meu discurs d’ingrés com a
académica corresponent adscrita a la Secci6 1a (Quimica, Fisica i Ci-
encies de la Terra), a expressar el meu més sincer agraiment a aquesta
prestigiosa Reial Académia de Farmacia de Catalunya per acollir-me
i dipositar la seva confianca en la meva persona. De manera especial,
voldria agrair als académics numeraris que han promogut la meva
candidatura, la Dra. Maria Lluisa Garcia, el Dr. Joan Bech i el Dr.
Oriol Valls, aixi com als molt il-lustres acadeémics que han tingut a bé
donar suport a aquesta proposta. A tots ells, els expresso el més pro-
fund reconeixement pel seu suport. Aquest nomenament representa
per a mi un gran honor, i assumeixo el compromis de correspondre-hi
amb la maxima professionalitat, rigor i dedicacid.

Els principals objectius cientifics que han vertebrat la meva trajecto-
ria investigadora s’inscriuen en 1’ambit de la sintesi, la caracteritzaci6
i I’estudi de les propietats i funcions biologiques de moleécules bio-
actives. D’una manera més especifica, la meva tasca s’ha orientat a
aprofundir en el paper de les molécules d’origen peptidic en diversos
processos fisiologics i, conseqilientment, en la valoraci6 de les seves
potencials aplicacions diagnostiques i terapeutiques. En aquest sentit,
els diversos projectes de recerca en que he participat al llarg de més
de quaranta anys de trajectoria professional, han estat centrats tant en
el disseny i la sintesi quimica de peptids amb activitat biologica com
en el desenvolupament de les formes d’administracié més adients.

Es, sens dubte, impossible fer esment de totes les persones amb qui he

tingut el privilegi d’establir col-laboracions cientifiques, tant en I’am-
bit estatal com internacional, i que han contribuit de manera decisiva
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i valuosa al desenvolupament dels projectes que he liderat o en els
que he participat, amb una marcada vocacié multidisciplinaria dins
I’ambit biomedic. A totes elles els dec una part molt significativa del
cami recorregut.

En aquest recorregut, no puc deixar de recordar les meves primeres
passes en el mon de la recerca al Departament de Bioquimica de la
Facultat de Quimica de la Universitat de Barcelona, on vaig obtenir
la Llicenciatura en Quimica i alla on es va despertar la meva vocacid
cientifica. Recordo amb nostalgia el mestratge dels Drs. Bozal i Cor-
tés i les bones estones compartides amb els estudiants que en aquell
temps feiem la Tesina al Department.

Posteriorment, vaig dur a terme la meva Tesi Doctoral al Laboratori
de Peptids del Centre d’Investigacid i Desenvolupament del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), sota la direcci6 de la
Dra. Francesca Reig. A ella li vull expressar el meu més sincer agra-
Tment per acollir-me al seu grup de recerca i per introduir-me en el
mon dels péptids. Aixi mateix, la preséncia i el suport constant de la
Dra. Maria Asuncioén Alsina, una investigadora incansable i un refe-
rent en la Facultat de Farmacia, van ser determinants al llarg d’aquells
anys. [gualment, voldria fer extensiu aquest agraiment a totes les per-
sones amb qui vaig tenir I’oportunitat de compartir no només la tasca
cientifica, sind també molt bons moments tant dins com fora del labo-
ratori, i que han deixat una empremta inesborrable.

Tota la meva carrera cientifica I’he desenvolupat al CSIC. Per la Unitat
de Sintesi i Aplicacions Biomediques de Peptids, grup de recerca que
he tingut I’honor de liderar, hi han passat nombrosos estudiants de mas-
ter, pre-doctorals i post-doctorals, investigadors i col-laboradors; tots
ells fonamentals en la construccié del projecte cientific compartit. Tan-
mateix, no puc deixar de recon¢ixer de manera molt especial la valuosa
1 decisiva contribucioé de la Dra. Maria José Gémara, una de les meves
primeres estudiants de doctorat i, des de fa més de trenta anys, investi-
gadora del grup amb qui he tingut el privilegi de treballar colze a colze.
La seva constancia, rigor cientific, capacitat de treball i compromis in-
qiiestionable han estat determinants en la consolidaci6 i continuitat de
la nostra linia de recerca. Sense la seva dedicacid i excel-lencia profes-
sional, dificilment es podrien entendre molts dels assoliments del grup
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al llarg d’aquests anys. Li vull expressar, per tant, el meu més profund i
sincer agraiment per la seva extraordinaria tasca i per la seva inestima-
ble contribucid, tant en I’ambit professional com en 1’huma.

Entre les diverses linies de recerca en que he treballat al llarg de la
meva trajectoria cientifica, vull destacar especialment I’obtencié de
biosensors peptidics amb aplicacié en el desenvolupament de nous
metodes de diagnostic 1 pronostic de 1’artritis reumatoide, linia en la
qual la col-laboracié amb el Dr. Raimon Sanmarti, de la Unitat d’ Ar-
tritis de I’Hospital Clinic, ha estat absolutament clau. Recordo amb
especial emoci6 el nostre primer projecte compartit, en el marc de
La Marat6 de TV3, I’any 2002. Han passat molts anys des de llavors;
hem treballat conjuntament en nombrosos projectes, hem publicat
molts articles 1, sobretot, hem consolidat una col-laboracié cientifica
continuada en el temps i una solida amistat. Gracies a la visi6 inte-
gradora d’en Raimon, molts dels resultats de la nostra recerca amb
peptids han pogut assolir una translacio real i tangible, contribuint a
la millora de protocols diagnostics i a I’'impuls de noves linies d’in-
vestigacid. En aquest context, no puc deixar de fer esment de I’assaig
clinic PALABA, en el qual he tingut I’oportunitat de participar, ex-
periencia que vull agrair sincerament al Dr. Sanmarti per haver-me-la
brindat. Ha estat, sens dubte, un veritable privilegi poder formar part
d’aquest projecte, aixi com de la publicacié que se’n va derivar a la
prestigiosa revista cientifica Nature Medicine.

Per finalitzar, vull expressar el meu més profund agraiment a la meva
familia. Als meus pares, que sempre m’ho van donar tot, per haver
estat un veritable exemple per mi i una guia al llarg del cami de la
vida que he recorregut. No podria haver tingut uns pares millors. A
les meves germanes, Ntria i Belén, pel seu suport incondicional i pels
moments compartits al llarg dels anys. Als meus fills, Guillem i Irene,
per I’alegria i ’orgull que representa per a mi ser la vostra mare. Al
meu net, Roger, que em regala felicitat amb cada somriure. I, final-
ment, a en Guillermo, per haver estat sempre al meu costat, en tots els
moments. Gracies per ser-hi sempre. Tots ells han estat, i continuen
essent, el meu suport més ferm i el meu referent més essencial, sense
el qual res del que he assolit no hauria estat possible.

Moltes gracies a tots.

15






PEPTIDS SINTETICS EN EL DIAGNOSTIC
DE MALALTIES HUMANES






1. Introduccio

El diagnostic primerenc i precis de les malalties humanes constitueix
un dels pilars fonamentals de la medicina moderna. En les darreres
decades, el progrés de la biologia molecular i la bioquimica ha per-
mes una transicié gradual des del diagnostic basat exclusivament en
els simptomes clinics i les proves histopatologiques, cap a estrategies
centrades en la deteccié de biomarcadors moleculars. Aquest canvi
ha estat impulsat per la necessitat d’augmentar la sensibilitat diag-
nostica, reduir el temps de resposta i permetre una millor estratifi-
caci6 dels pacients. En aquest context, les biomolecules utilitzades
tradicionalment en diagnostic, com ara anticossos monoclonals, pro-
tefnes recombinants o acids nucleics han demostrat una gran utilitat,
pero també presenten limitacions inherents que estan relacionades
amb el cost de produccid, I’estabilitat, la variabilitat entre lots i la
complexitat estructural. Aquestes limitacions han estimulat la recerca
de molecules alternatives que puguin oferir una combinacié Optima
d’especificitat, estabilitat i facilitat de producci6. Els peptids sintetics
han emergit com una d’aquestes alternatives prometedores. Gracies
a la seva naturalesa modular 1 al control precis que ofereix la sintesi
quimica, permeten reproduir regions funcionals especifiques de pro-
tefnes naturals, especialment epitops reconeguts pel sistema immu-
nitari. A més, la possibilitat d’introduir modificacions quimiques a
les seqiiencies, de manera racional, amplia considerablement el seu
potencial com a eina diagnostica.

2. Del diagnostic clinic classic al diagnostic molecular: la
necessitat de biomarcadors sensibles i especifics

El diagnostic clinic classic esta basat principalment en I’anamnesi,
I’exploracio fisica i 1I’ts de proves complementaries convencionals,
com sén les determinacions bioquimiques, 1’estudi histopatologic i
les tecniques d’imatge. Tot i la seva utilitat indiscutible, aquest pre-
senta importants limitacions en les fases inicials de la malaltia, quan
els signes clinics sén absents, poc especifics o compartits amb altres
patologies.

Els avengos en biologia molecular i el desenvolupament de tecno-
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logies d’analisi a gran escala han impulsat una transicié progressiva
cap al diagnostic molecular, el qual permet caracteritzar les malal-
ties a partir de les seves alteracions genetiques, transcriptomiques,
protedmiques o metabolomiques. Aquest nou paradigma facilita una
comprensié més profunda dels mecanismes fisiopatologics implicats
i possibilita la deteccié primerenca dels processos patologics abans
de la seva manifestacio clinica, aixi com una classificacié més precisa
de les malalties (1).

En aquest context, els biomarcadors moleculars adquireixen un pa-
per central. Un biomarcador es defineix com una caracteristica que
es mesura i avalua objectivament com a indicador de processos bi-
ologics normals, processos patogenics o respostes farmacologiques
a una intervencio terapéutica. Aquesta definicié de biomarcador va
sorgir de la conferencia de consens de la Food and Drug Administra-
tion (FDA) dels Estats Units i els Instituts Nacionals de Salut, a 1’abril
de 1999 (2). Per tal que un biomarcador sigui clinicament rellevant,
és imprescindible que presenti una elevada sensibilitat, la qual per-
meti detectar la malaltia en estadis primerencs minimitzant els falsos
negatius, 1 una alta especificitat; es a dir, que garanteixi la correcta
discriminaci6 entre individus sans i afectats, aixi com entre patologies
amb manifestacions cliniques similars. La necessitat de biomarcadors
sensibles i especifics és particularment important en arees com sén
I’oncologia, les malalties neurodegeneratives i autoimmunes i les pa-
tologies rares, on el retard en el diagnostic pot tenir conseqiiencies
cliniques greus i irreversibles. En oncologia, per exemple, la identi-
ficaci6 d’alteracions moleculars especifiques ha permes no només un
diagnostic més precog, sind també I’estratificaci dels pacients i la
seleccid de terapies dirigides (3). A més, els biomarcadors moleculars
son essencials per al desenvolupament de la medicina de precisio, ja
que permeten predir la resposta als tractaments, monitoritzar I’evolu-
cio de la malaltia i ajustar les estrategies terapeutiques més adequa-
des, segons el perfil molecular individual del pacient (4). Tanmateix,
la seva aplicaci6 en clinica requereix processos rigorosos de validaci6
analitica i clinica, aixi com una avaluacié del seu impacte real en la
practica assistencial.

Aixi doncs, el pas del diagnostic clinic classic al diagnostic molecular
representa una evolucié conceptual i tecnologica cap a una medicina
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més precisa, predictiva i personalitzada. El desenvolupament i la vali-
dacié de biomarcadors moleculars amb alta sensibilitat i especificitat
és un repte clau per tal de millorar el diagnostic primerenc, optimitzar
la presa de decisions cliniques i, en dltima instancia i el que és més
important, millorar la salut i la qualitat de vida dels pacients.

3. Biomolecules en diagnostic: aplicacions i limitacions

Les proteines recombinants, els anticossos monoclonals i els acids
nucleics sén les principals eines moleculars emprades, en el diagnos-
tic clinic actual, per a la deteccid i el seguiment de les malalties (5).

Les proteines recombinants permeten disposar d’antigens i recep-
tors altament definits pel desenvolupament d’immunoassaigs sen-
sibles i especifics, com sén les tecniques d’ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), els tests rapids o els biosensors. Els seus
principals avantatges son ’elevada reproductibilitat i puresa, la dis-
ponibilitat a gran escala i la reduccié del risc biologic associat a 1’ds
dels patogens complets. Tanmateix, la seva aplicabilitat diagnostica
es pot veure limitada per la manca de modificacions post-traduccio-
nals en els sistemes d’expressio, que pot afectar el plegament correcte
de la proteina i, per tant, generar epitops amb una antigenicitat dife-
rent a la de la proteina nativa, fet que tindria impacte en la sensibilitat
i especificitat dels immunoassaigs (6).

Els anticossos monoclonals proporcionen una gran especificitat i afi-
nitat per la deteccié de dianes proteiques en formats molt diversos
(immunoassaigs en fase solida, immunohistoquimica, immunofluo-
rescéncia o immunocromatografia de flux lateral). Presenten una ele-
vada especificitat i afinitat, el que permet una deteccié molt precisa
dels biomarcadors, fins i tot en concentracions molt baixes. No obs-
tant aixo, la produccid, caracteritzaci6 i validacié d’anticossos mono-
clonals és un procés llarg i costds, que requereix un rigords control
de qualitat (7).

Les tecniques basades en acids nucleics (ADN i ARN) han revoluci-
onat el diagnostic clinic, ja que permeten detectar directament, mit-

jancant estrategies d’amplificacid, seqiienciacié massiva i hibridacié
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molecular, el material genetic associat a patdogens, mutacions o alte-
racions d’expressid genica, amb una sensibilitat i especificitat molt
superiors als metodes convencionals. D’aquesta forma es redueix el
temps de resposta i s’incrementa la precisié diagnostica (8). Malgrat
els avantatges, el seu Us es pot veure limitat per la necessitat d’un
equipament especialitzat, de personal altament qualificat i de proto-
cols de treball molt estrictes que evitin contaminacions, ja que podri-
en generar falsos positius o resultats poc reproduibles.

Aixi doncs, tot i els avencos tan significatius que han estat assolits els
darrers anys, aquestes estrategies moleculars presenten les limitaci-
ons abans indicades, fet que ha estimulat la recerca d’altres molecules
alternatives, més simples perod que mantinguin I’eficacia funcional; es
a dir, que siguin capaces de preservar la informacié molecular essen-
cial que és necessaria pel reconeixement biologic. En aquest escenari
és on emergeixen els peptids sintetics.

DIAGNOSTIC CLINIC | DIAGNOSTIC DE PRECISIO
Observaci6> Mesura > imr?\ﬁt:&(g;ic; n?glt:ggll:r> Multiomiques ™, |  Integracié
Signes i Parametres Immunodiagnostic Biomarcadors Genomica Medicina
simptomes bioquimics leculars Proteomi personalitzada
clinics (PCR, ADN Metabolomica

ARN)

l

I PEPTIDS SINTETICS l

Biomarcadors especifics
Plataformes diagnostiques

Baixa especificitat Alta especificitat

Figura 1. Evoluci6 conceptual del diagnostic clinic al diagnostic molecular
(imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com)

4. Fonaments dels peptids sintetics

Els peptids s6n biopolimers formats per cadenes curtes d’aminoacids
(entre 2 i 50 aminoacids), que generalment s’obtenen per sintesi qui-
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mica, principalment per processos de sintesi en fase solida; una meto-
dologia que va ser desenvolupada pel Professor Merrifield a la decada
dels 60 (9). A diferencia dels peptids obtinguts per tecniques recombi-
nants, els peptids sintetics permeten un control precis de la seqiiencia
i es poden dur a terme modificacions quimiques a la mateixa, fet que
els converteix en eines fonamentals per a la recerca biomedica. En la
practica experimental i en la clinica s’utilitzen majoritariament pep-
tids curts, d’entre 10 i 30 residus d’aminoacids, ja que aquests solen
proporcionar un bon equilibri entre especificitat funcional, facilitat de
sintesi i cost de produccid.

Els peptids sintetics es poden classificar segons diversos criteris, in-
cloent-hi caracteristiques estructurals, funcié biologica o modificaci-
ons quimiques a les seqiiencies peptidiques. Una de les classificacions
més habituals distingeix entre peptids lineals i peptids ciclics, ates
que aquesta diferéncia estructural té un impacte directe sobre I’estabi-
litat, la flexibilitat, la conformaci6 i I’activitat biologica dels peptids.
Especificament, dins I’ambit de la immunologia podriem distingir en-
tre peptids com a epitops lineals o conformacionals i d’altra banda, es
poden també classificar segons la presencia d’aminoacids no naturals
o enllagos quimics modificats dins la seva estructura primaria, carac-
teristiques que son especialment rellevants en el disseny i sintesi de
peptids amb aplicacions farmacologiques.

4.1. Peptids lineals i peptids ciclics

Els peéptids lineals estan formats per cadenes d’aminoacids que es
troben units mitjangant enllacos amida, també anomenats enllagcos
peptidics, amb els extrems amino-terminal i carboxi-terminal de la
seqiiencia en forma lliure. Aquesta estructura els confereix una ele-
vada flexibilitat conformacional; no obstant aix0, aquesta flexibilitat
també comporta una major susceptibilitat a la degradacié pels enzims
proteolitics o proteases, la qual cosa limita I’estabilitat i la vida mitja-
na dels peptids lineals in vivo.

Els peptids ciclics es caracteritzen per la preséncia d’un enllag cova-
lent que tanca la cadena peptidica, principalment mitjangant un enllag

amida que s’estableix entre els extrems amino- i carboxi-terminals,
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pero també, una altra estrategia forca habitual és generar el cicle a tra-
vés de ponts disulfur formats entre residus de cisteina que es troben a
I’estructura primaria del peptid. La ciclacio redueix significativament
la flexibilitat conformacional i contribueix a estabilitzar 1’estructu-
ra tridimensional del peptid. Com a conseqiiencia, els peptids ciclics
presenten una major resisténcia a la degradacié enzimatica i, sovint,
una afinitat més elevada per les seves dianes moleculars.

4.2. Epitops lineals i epitops conformacionals

Un epitop, també denominat determinant antigenic, es defineix com
la regio especifica d’un antigen que és reconeguda per un anticos o
per un receptor de cel-lules T. L’estudi dels epitops és essencial per
comprendre el reconeixement immune i per al desenvolupament de
vacunes i eines diagnostiques, ambits en que els peptids sintetics te-
nen un paper molt rellevant (10, 11).

Els epitops lineals s6n aquells que estan formats per aminoacids que
es troben contigus dins de la seqiiencia de la proteina i que poden
ser reconeguts independentment de I’estat de plegament d’aquesta.
Els peptids sintetics lineals, amb longituds d’entre 8 i 15 aminoacids,
solen ser ttils per a obtenir epitops lineals, els quals sén ampliament
emprats en els assaigs immunologics tipus ELISAs.

Els epitops conformacionals estan constituits per seqiiencies d’ami-
noacids no contigiies, procedents de diferents seqiiencies peptidiques
que es solapen en plegar-se tridimensionalment I’estructura protei-
ca. Identificar amb precisio els epitops conformacionals d’estructures
proteiques complexes és essencial en el desenvolupament de noves
vacunes. En aquest sentit, els metodes tradicionals, com és la cristal-
lografia de raigs X, proporcionen dades precises; malgrat aixo, sén
costosos i requereixen molt de temps de treball. Aixd ha comportat
I’auge dels metodes computacionals per tal de predir els epitops (12).
Es important tenir en compte perd, que 1’obtencié d’epitops confor-
macionals, mitjancant peptids sintetics, és més complexa i sovint re-
quereix diverses estrategies quimiques destinades a estabilitzar una
conformacid especifica, com son la ciclacié del peptid o el disseny
de peptidomimeétics. Aquests darrers sébn molecules peptidiques disse-
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nyades per imitar 1’estructura i la funcié biologica dels peptids, incor-
porant aminoacids no naturals, enllagos quimics modificats o esque-
lets moleculars alternatius (13).

4

Epitop linial Epitop conformacional

Figura 2. Representaci6 esquematica dels diferents epitops o
determinants antigénics
(imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com)

5. Sintesi quimica de peptids

La historia de la quimica de peptids es va iniciar a principis del segle
XX quan Emil Fisher, a qui va ser concedit el Premi Nobel de Qui-
mica I’any 1902, va obtenir per sintesi quimica el peptid més senzill,
el dipeptid glicil-glicina (Gly-Gly), fet que va constituir la primera
formacié d’un enlla¢ peptidic al laboratori. Fisher va demostrar que
els aminoacids podien unir-se quimicament per formar estructures si-
milars a les proteines naturals, establint les bases conceptuals de la
quimica de peptids (14).

El segon periode historic es situa entre les dues guerres mundials, ja
que va ser en aquest periode quan van ser descoberts peptids amb un
gran interes farmacologic, com és la insulina. També es va introduir
el primer grup protector de funcions amines, el carbobenzoxi (abre-
viat com a Cbz o Z), d’una importancia crucial per a dur a terme els
processos sintetics de forma més dirigida, establint-se aix{ la primera
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estrategia sistematica ortogonal de proteccid/desproteccio en la sinte-
si de peptids (15). Aquest concepte d’ortogonalitat quimica esdevin-
gué essencial pel desenvolupament de metodologies sintetiques més
complexes.

El periode situat entre els anys 50 i 80 va ser especialment productiu,
ja que, d’una banda, Vincent du Vigneaud aconsegui la primera sin-
tesi total d’una hormona peptidica, 1’oxitocina, un nonapeptid amb
un pont disulfur intramolecular; demostrant aixi la viabilitat de sinte-
titzar peptids que sén biologicament actius (16), fet pel qual se li va
concedir el Premi Nobel en Quimica 1’any 1955. A aquests treballs
els va seguir 1’analisi estructural i la sintesi de nombroses hormones
peptidiques i factors reguladors, com ara la calcitonina, la insulina o
I’hormona paratiroidal, consolidant-se la sintesi peptidica com una
eina clau en bioquimica i medicina.

Especialment important va ser la introduccié d’un nou concepte me-
todologic per a la sintesi de peptids, que va revolucionar aquest camp:
la sintesi de peptids en fase solida (Solid Phase Peptide Synthesis,
SPPS). Aquest gran salt tecnologic va ser desenvolupat per Bruce
Merrifield (9), investigador a qui, després de la seva molt productiva
carrera, se li va concedir el Premi Nobel en Quimica I’any 1984.

Durant els anys segiients, nombrosos investigadors de tot el mén van
reportar a la literatura cientifica valuoses aportacions, que van con-
tribuir al desenvolupament d’aquest procés quimic tan innovador.
Sense pretendre ser exhaustiva, es podrien citar com algunes de les
contribucions més significatives les segiients: 1) Carpino i Han intro-
dueixen un nou grup protector, el 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc),
que va permetre dissenyar una nova estratégia sintetica en fase solida,
basada en els grups protectors Fmoc/tBu, la qual ha esdevingut el
metode estandard per la SPPS, donada la seva ortogonalitat i condi-
cions suaus de desprotecci6 (17); 2) Al llarg dels anys 80, diversos
investigadors van desenvolupar resines millorades per dur a terme el
procés de sintesi en fase solida i aixi se’n descriuen diverses de les
que avui dia es troben comercialitzades (18, 19); 3) Es important as-
senyalar també, les aportacions realitzades per James Tam en el camp
dels peptids ramificats o MAPs (Multiple Antigenic Peptides) que han
estat emprats, principalment, en la millora d’antigens peptidics amb
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aplicacié en el disseny de vacunes sintetiques (20); 4) Als anys 90
s’implementen metodologies per la sintesi rapida de llibreries pep-
tidiques, revolucionant el camp de la recerca d’antigens peptidics en
permetre 1’exploracié sistematica de grans repertoris de seqiieéncies i
la identificacié d’epitops amb rellevancia diagnostica (21).

5.1. Sintesi de peptids en fase solida (SPPS)

La sintesi en fase solida de peptids és la metodologia més utilitza-
da per a I’obtencié de peptids sintetics. El concepte €s relativament
simple; 1’acid carboxilic de I’aminoacid C-terminal de la seqiiencia
s’uneix covalentment a un suport polimeric insoluble (també conegut
com a resina), sobre el qual es van incorporant successivament els
aminoacids segiients, mitjangant cicles repetitius de desproteccio del
grup amino del aminoacid ja incorporat i I’acoblament del segiient
aminoacid, convenientment protegit i activat. En la SPPS, els grups
reactius dels aminoacids trifuncionals es protegeixen temporalment
per evitar reaccions no desitjades. Les dues estrategies de proteccio
més utilitzades sén la quimica Boc (tert-butiloxicarbonil) i, majorita-
riament, la quimica Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil), la qual permet
una desprotecci6 suau en condicions basiques i és compatible amb
una amplia varietat de grups protectors dels aminoacids trifuncionals
(22,23).

Aquest procés iteratiu es repeteix fins que es completa la sintesi de la
seqiiencia peptidica desitjada. Finalment, es desancora el peptid de la
resina i, simultaniament, s’alliberen els grups protectors de les cade-
nes laterals dels aminoacids. Un dels principals avantatges de la SPPS
és que els subproductes i reactius emprats en excés es poden eliminar
facilment mitjancant rentats, fet que simplifica el procés i permet au-
tomatitzar-lo. Aquesta caracteristica ha fet possible la sintesi rapida i
eficient de peptids amb un alt grau de reproductibilitat.
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Figura 3. Esquema general del procediment de la sintesi en fase solida de peptids
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5.2. Purificacié de peptids sintetics

Un cop finalitzada la sintesi i desancorat el peptid de la resina, el
producte obtingut (anomenat cru peptidic) sol contenir impureses que
deriven de reaccions incompletes, truncaments de cadena o modifica-
cions de les cadenes laterals no desitjades. Per aquest motiu, la purifi-
caci6 €s una etapa critica en I’obtenci6 de peptids sintetics.

La tecnica de purificacié més emprada €s la cromatografia liquida
d’alta eficacia en fase reversa (Reversed-Phase High Performance Li-
quid Chromatography, RP-HPLC), que permet separar els peptids en
funcié de la seva hidrofobicitat (24). Altres estrategies de purificacié
inclouen la cromatografia d’intercanvi ionic, la cromatografia d’ex-
clusié molecular i, en casos més especifics, la precipitacio selectiva o
la ultrafiltracié. L’eleccié del metode depen de la longitud del peptid,
de les seves propietats fisicoquimiques i de 1’aplicacié final requerida.

5.3. Control de qualitat

El control de qualitat és essencial per garantir la identitat, la puresa i
la funcionalitat dels peptids sintetics, especialment quan es destinen a
aplicacions biologiques o cliniques. Aquest control inclou, habitual-
ment, una combinacié de tecniques analitiques que sén complemen-
taries.

La determinacié de la massa molecular mitjancant espectrometria de
masses, per MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/loni-
zation Time-Of-Flight) o per ESI-MS (ElectroSpray lonization Mass
Spectrometry), permet confirmar la identitat del peptid sintetitzat (25).
Paral-lelament, la RP-HPLC analitica s’utilitza per avaluar el grau de
puresa i detectar possibles impureses. En funcié de I’aplicaci6, també
es poden emprar tecniques addicionals, com sén I’analisi d’aminoa-
cids o la ressonancia magnetica nuclear o també assaigs funcionals
in vitro. L’Us de totes aquestes tecniques assegura que el peptid com-
pleix els requisits de qualitat necessaris per a la seva utilitzacié poste-
rior en recerca o en el seu desenvolupament terapeutic.
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6. Estabilitat i biodisponibilitat dels peptids. Modifica-
cions quimiques

Els peptids tenen un elevat potencial tant diagnostic com terapeutic,
donada I’alta especificitat i la baixa toxicitat que presenten. No obs-
tant aixo, la seva aplicacié en clinica es veu limitada per una baixa
estabilitat quimica i una biodisponibilitat reduida (26, 27).

La biodisponibilitat dels peptids esta condicionada per diversos fac-
tors, incloent-hi la susceptibilitat a enzims proteolitics, la baixa per-
meabilitat a través de membranes biologiques i la rapida eliminacid
renal, fets que determinen que aquests presentin una vida mitjana cur-
ta en la circulaci6 sistemica. D’altra banda, la degradaci6 proteolitica
és també un dels principals obstacles per a 1’us de peptids com a far-
macs. En I’organisme, proteases com son la pepsina o la tripsina, que
es troben presents principalment al tracte gastrointestinal, hidrolitzen
els enllacos peptidics i degraden rapidament els peptids quan aquests
son administrats per via oral, donant lloc a fragments inactius. Aix{
mateix, les proteases plasmatiques contribueixen també a una rapida
degradaci6 sistemica, després de I’administracié parenteral. Es per
aix0 que la majoria dels peptids requereixen d’una administracio in-
travenosa o subcutania.

Considerant doncs les caracteristiques intrinseques dels peptids, la
seva aplicacié en biomedicina sovint requereix la incorporaci6é de
modificacions quimiques en ’estructura, per tal d’optimitzar els as-
pectes relacionats amb 1’estabilitat, la biodisponibilitat o el direccio-
nament a dianes especifiques (28).

6.1. Estrategies de millora de I’estabilitat i la biodisponi-
bilitat dels peptids sintétics

6.1.1. Modificacions de la cadena. Incorporacio de D-ami-
noacids

Les modificacions de la cadena principal son les que habitualment
s’utilitzen per tal de millorar I’estabilitat proteolitica dels peptids. Les
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aproximacions més comuns inclouen la substitucié de L-aminoacids
per D-aminoacids, la insercié d’aminoacids N-alquilats i la incorpo-
raci6 de 3-aminoacids, a-aminoacids substituits en o 6 a-aminoacids
substituits en posicié B. La substitucié d’aminoacids L per D-ami-
noacids és una estrategia eficient per tal de protegir els peptids de la
degradaci6 per proteases, ja que aquests enzims reconeixen només els
isomers L. Tanmateix, una simple substitucié de tots els L-aminoa-
cids per D-aminoacids no sol ser del tot eficac, donat que, freqiient-
ment, la conformacié del peptid resultant no representa la geometria
correcta d’unid als receptors. En aquest sentit, la retroinversio, on tots
els L-aminoacids es substitueixen per D-aminoacids pero I’ordre de
la seqiiencia també s’inverteix, pot ajudar a restaurar 1’activitat dels
peptids D (29).

6.1.2. Ciclacio de peptids

La formaci6 de peptids ciclics €s una estrategia utilitzada freqiient-
ment per tal de millorar I’estabilitat dels analegs peptidics lineals.
Generalment, els peptids ciclics presenten una millor estabilitat in vi-
tro i in vivo, degut a que la restriccié conformacional generada amb
la ciclaci6 sol incrementar la resisténcia a proteases i, en certs casos,
també pot millorar 1’afinitat de la unié del peptid als seus receptors
biologics.

La ciclaci6 es du a terme mitjancant diverses estrategies quimiques,
que consisteixen en la formacié d’un enlla¢ covalent intramolecular
que es pot establir entre les cadenes laterals dels aminoacids trifun-
cionals, entre els extrems amino- o carboxi-terminals del peptid i la
cadena lateral d’un aminoacid trifuncional i també entre els extrems
amino- i carboxi-terminal del peptid (ciclacio “cap-cua’) (30).

6.1.3. Conjugacion amb polimers. PEGilacio

Una altra estrategia efectiva per tal de millorar I’estabilitat, la vida
mitjana in vivo i també reduir la immunogenicitat dels peptids sinte-
tics, €s la seva conjugacio a polimers. La forma més comu és la PE-
Gilacid, que consisteix en la conjugacio a polietilenglicol, un polimer
sintetic hidrofilic format per unitats repetides d’oxid d’etile, que no és
toxic ni immunogenic, és biocompatible i esta aprovat per la FDA. La
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PEGilaci6 ha demostrat ser util per a I’optimitzacié de les biomolecu-
les, millorant-ne I’estabilitat, la vida mitjana plasmatica, la solubilitat
i el perfil farmacocinetic global dels peptids sintetics (31).

6.1.4. Conjugacié amb lipids

La conjugacié amb lipids és una altra estrategia eficac per millorar les
propietats farmacocinetiques dels peptids. La unié covalent de cade-
nes lipidiques a les seqiiencies peptidiques incrementa la hidrofobici-
tat, afavoreix la unié a I’albimina plasmatica i redueix la filtraci6 re-
nal, el que es tradueix en una prolongacié de la vida mitjana circulant.
A més, la lipidacié pot augmentar I’estabilitat davant la degradaci6
proteolitica i millorar també la interaccié amb membranes cel-lulars,
afavorint d’aquesta manera la biodisponibilitat dels peptids. La forma
més habitual i més simple de preparaci6 de lipopeptids consisteix en
la conjugaci6 en fase solida del grup carboxil terminal de 1’acid gras
amb el grup amino terminal del peptid, mitjangant la formacié d’un
enlla¢ amida (32).

6.1.5. Nanocarriers per a ’administracié de peptids

Paral-lelament, els nanocarriers han emergit com una plataforma
prometedora per a I’administracié de peptids. Sistemes com sén els
liposomes, les nanoparticules polimeriques, les micel-les o les nano-
particules lipidiques permeten encapsular els peptids, protegint-los
de la degradaci6 enzimatica i millorant-ne, d’una banda, I’estabilitat
sistémica i, d’altra banda, modulant-ne el seu alliberament. Addici-
onalment, la superficie dels nanosistemes pot ser funcionalitzada
amb lligands que afavoreixin el fargeting cel-lular, incrementant
d’aquesta manera I’eficacia terapeutica i reduint els efectes adver-
sos sistemics (33).
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Figura 4. Estrategies de millora de I’estabilitat i la biodisponibilitat
dels peptids sintetics
(imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com)

7. Plataformes tecnologiques basades en peptids

Les plataformes tecnologiques basades en peptids han adquirit una
importancia creixent en diagnostic, en recerca biomedica i en el des-
envolupament de biosensors. Aquestes, reconeixen anticossos especi-
fics induits per les proteines senceres, pero utilitzant fragments curts
de peptids seleccionats, que sén aquells que contenen els determi-
nants antigénics o epitops més potents. L’exit d’aquest enfoc depen
de la mesura en que els peptids sintetics siguin capagos d’imitar els
epitops immunodominants dels antigens proteics.

En comparaci6 amb les proteines completes, els peptids ofereixen

certs avantatges com son un control precis de la seqiiencia sota estu-
di, una reduccio de la reactivitat creuada, una major reproductibilitat,
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I’abseéncia de dominis estructurals innecessaris i un menor cost de pro-
duccid; doncs els processos de sintesis peptidica permeten i faciliten
la produccié a gran escala dels antigens sense necessitat de fer servir
sistemes biologics d’expressid. Aixi, s’han emprat peptids sintetics,
que imiten epitops especifics de proteines, pel desenvolupament de
nous sistemes de diagnostic per a diverses malalties humanes, posant
de manifest que els assaigs immunologics, basats en seqiiencies pepti-
diques, constitueixen una eina versatil en diagnostic i recerca, tal com
es descriu en diverses revisions generals del camp (34, 35).

D’altra banda cal mencionar que, en els darrers anys, la tecnologia del
phage display s’ha convertit en una eina clau pel diagnostic biomedic,
ja que permet identificar peptids per a utilitzar-los, posteriorment, als
immunoassaigs. Aquesta técnica es basa en la insercid de seqiiéncies
d’ADN que codifiquen peptids dins del genoma d’un bacteriofag, de
manera que aquests peptids queden exposats a la superficie del vi-
rus. Mitjangant un procés de seleccid iteratiu anomenat biopanning,
les biblioteques de fags amb milions o milers de milions de variants
de peptids es posen en contacte amb la molecula diana i es recupe-
ren només aquells que hi mostren una uni6 especifica amb ella (36).
Els peptids aixi seleccionats es sintetitzen quimicament i poden, a
continuacio, ser emprats en la plataforma on es desenvolupi 1’assaig
diagnostic.

7.1. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ba-
sat en peptids

La tecnica d’ELISA va ser desenvolupada per Engvall i Perlmann 1’any
1971 (37) 1 és una de les plataformes immunologiques més utilitzades.
Es tracta d’un metode analitic quantitatiu que determina I’establiment
de la uni6 antigen-anticos mitjancant un assaig colorimetric.

En els ELISA basats en peptids, aquests darrers s’immobilitzen sobre
superficies solides i actuen com a antigens especifics per a la captu-
ra d’anticossos presents a les mostres biologiques. Com a principals
avantatges es podrien assenyalar I’alta especificitat, la reduccié de
falsos positius associats a dominis no rellevants de les proteines de
les quals deriven i el fet que la produccié es pot estandarditzar de
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forma molt reproduible. Tanmateix, aquesta aproximacié només ser-
veix per a la deteccié d’anticossos dirigits contra epitops lineals 1,
d’altra banda, la seva sensibilitat €s en moltes ocasions inferior a la
que s’obté treballant amb les proteines completes. Per tal de superar
aquesta baixa sensibilitat peptidica, han estat descrites diverses apro-
ximacions tals com son la uni6 covalent del peptid al suport solid;
I’ds de peptids derivatitzats amb cues hidrofobiques d’acids grassos
que milloren I’adsorci6 de les seqiiéncies peptidiques a les micropla-
ques de titulacid; la restriccié de la mobilitat peptidica mitjangant la
formacid de ponts disulfur o d’enllacos amida intramoleculars i 1’ob-
tencié de peptids antigenics multiples (MAPs), en forma homogenia
o heterogenia (34). D’altra banda, les proteines completes permeten
la deteccié d’anticossos dirigits contra epitops conformacionals, la
qual cosa pot fer augmentar la sensibilitat global de 1’assaig. Malgrat
aixo0, aquestes presenten més variabilitat estructural, risc de reactivi-
tat creuada i costos de produccié més elevats. En canvi, els peptids
ofereixen una plataforma més robusta i especifica quan els epitops
rellevants han estat ben identificats préviament, fet que els fa especi-
alment adequats per a diagnostics dirigits i personalitzats. Els ELISA
peptidics s6n especialment ttils en estudis seroepidemiologics i en el
diagnostic de malalties autoimmunes i infeccioses.

7.2. Microarrays peptidics

Els microarrays peptidics es basen en la immobilitzacié ordenada
d’un nombre elevat de peptids sobre superficies planes, com ara vidre
funcionalitzat, silici o membranes polimeriques. La deteccid es rea-
litza habitualment mitjangcant fluoresceéncia, després de la unié dels
anticossos, permetent 1’analisi simultania de la interaccié de molts
epitops amb els anticossos que es troben presents a les mostres biolo-
giques. El principal avantatge d’aquesta aproximacio és la miniaturit-
zacio dels assaigs d’uni6 antigen-anticos amb la consegiient reduccid
del volum de seérum requerit dels pacients, que és sempre el factor
limitant en els estudis serologics. Aquest cribratge massiu, permet el
mapatge detallat d’epitops lineals, es a dir, la identificaci6 de candi-
dats per al desenvolupament de nous tests diagnostics i la identifica-
ci6 de perfils de resposta (immunosignatures) caracteristics, que sén
patrons d’unié d’anticossos que permeten discriminar entre diferents
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malalties o entre estadis de les mateixes. Tot i aquests avantatges,
els microarrays peptidics presenten certes limitacions, com son la de-
teccid només d’epitops lineals, la dificultat de 1’estandarditzaci6 del
procés experimental i 1’analisi bioinformatica del gran volum de da-
des que es generen. En aquest context, €s clau la integracié amb eines
computacionals avancades per tal d’optimitzar la interpretacié dels
resultats (38).

7.3. Tests rapids basats en peptids (lateral flow assays,
LFA)

Els tests rapids de flux lateral basats en peptids son plataformes de
diagnostic portatils (point-of-care, PoC), rapides i de facil ds, ampli-
ament utilitzades en entorns clinics i de camp, que detecten analits
(anticossos, biomarcadors, etc) que es troben en una mostra bioldgica
(serum, saliva, etc). En aquests dispositius, els peptids s’immobilit-
zen sobre membranes de nitrocel-lulosa i permeten la captura dels
analits especifics a mesura que la mostra flueix per capil-laritat. El
temps de resposta és curt, no requereixen equipament especialitzat
i es caracteritzen per 1’elevada estabilitat. No obstant aixo0, els LFA
basats en peptids solen presentar una sensibilitat inferior respecte a
metodes de laboratori com és ’ELISA, fet que pot limitar-ne el seu ds
en etapes primerenques de les malalties (39).

7.4. Peptids sintetics en diagnostic per la imatge (Positron
Emission Tomography, PET i Single-Photon Emission
Computed Tomography, SPECT)

Les tecniques d’imatge molecular més comuns, com ara la tomografia
per emissio de positrons (Positron Emission Tomography, PET) i la
tomografia computaritzada per emissié de fot6 tnic (Single-Photon
Emission Computed Tomography, SPECT), tenen un paper essencial
en el diagnostic actual, donat que la informacié que proporcionen és
molt especifica i permeten mostrar la distribucié de la malaltia. El
desenvolupament tecnologic més recent ha estat centrat en el disseny
de sondes extremadament precises i és en aquest ambit on cal destacar
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la utilitzacié de sondes basades en peptids. Els peptids sintetics radi-
omarcats son vectors especifics per a la imatge molecular que tenen
capacitat de mostrar certs processos biologics in vivo amb una gran
resolucio 1 selectivitat. A diferencia dels radiofarmacs tradicionals,
ofereixen una alta afinitat per a receptors i biomarcadors i sén elimi-
nats de forma rapida de la circulacié, millorant-ne aixi el contrast i
reduint-ne la dosi efectiva que es requereix administrar als pacients.

En PET, el marcatge amb radioisotops com son *F o ®*Ga ha permes
desenvolupar una amplia gamma de sondes que detecten des de re-
ceptors tumorals fins a marcadors d’infeccid i inflamacid, amb aplica-
cions cliniques en oncologia, neurologia i malalties cardiovasculars.
Paral-lelament, en SPECT 1’ts de peptids marcats amb “mTc o ''In
amplia la disponibilitat d’isotops i facilita el diagnostic. Revisions
recents destaquen 1’Us de certes seqiiencies peptidiques dirigides a
marcadors d’infeccid i integrines especifiques de teixits, reforcant el
paper dels peptids com a agents teranostics, és a dir, que permeten
integrar diagnostic i terapia per poder dur a terme una medicina més
personalitzada. Aquest enfoc molecular obre una nova era en el diag-
nostic per imatge PET/SPECT, on la selectivitat quimica dels peptids
contribueix a una deteccié primerenca i a una estratificacio terapeuti-
ca més precisa (40).

8. Aplicacions de peptids sintetics en el diagnostic de
malalties.

En aquest apartat, que no pretén ser exhaustiu, es presenten aplicaci-
ons dels peptids sintetics en el diagnostic de malalties humanes amb
exemples representatius que il-lustren la seva utilitzaci6 en diferents
arees de la medicina.

8.1. Diagnostic de malalties infeccioses

En el camp del diagnostic de les malalties infeccioses, els peptids
sintetics han estat aplicats en el desenvolupament d’assaigs serologics
dirigits a patogens amb rellevancia epidemiologica. La literatura do-
cumenta una amplia gamma d’exemples en que els peptids sintetics
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han estat utilitzats com a components centrals en el diagnostic d’in-
feccions viriques, bacterianes i parasitaries, tant en assaigs convenci-
onals d’ELISA com en d’altres plataformes tecnologiques.

En el cas de la infeccié pel virus de la immunodeficiéncia humana
(HIV), han estat sintetitzats diversos peptids derivats de les proteines
de membrana gp41, gp120 i de la proteina p24 de la capside del virus,
i posteriorment emprats com a antigens en el immunodiagnostic de
pacients infectats pel HIV, contribuint aix{ a la definici6 d’epitops im-
munodominants. En particular, molts estudis es van adrecar a discri-
minar entre el HIV-1 i el HIV-2, demostrant que els peptids son eines
utils per a caracteritzar subtipus del virus (41-43). Més recentment,
han estat obtingudes varies biblioteques de peptids i es van seleccio-
nar per phage display els lligands peptidics amb capacitat de detecci6
de la proteina p24 del HIV (44).

De manera similar, en les hepatitis viriques, els péptids sintétics han
permes seleccionar regions epitopiques especifiques, altament con-
servades i immunodominants, reduint reactivitats creuades i millorant
I’estandarditzacié dels assaigs. En el cas del virus de [’hepatitis A
(HAV), estudis basats en peptids derivats de les proteines de la cap-
side del virus VP1, VP2 i VP3, van demostrar una bona capacitat
de deteccié d’anticossos per ELISA, tot i que la literatura recent €s
limitada (45,46). Pel virus de [’hepatitis B(HBYV), s’han explorat frag-
ments peptidics lineals derivats de 1’antigen de superficie (HBsSAg) en
immunoassaigs diagnostics, com a alternativa a les proteines recom-
binants (47). En aquest context, Meng et al. van identificar epitops de
HBsAg, mitjancant un assaig de polaritzacié de fluorescencia, demos-
trant que determinats peptids sintetics podien detectar anticossos anti-
HBYV amb elevada especificitat i bona sensibilitat (48). Posteriorment,
Gu et al. van utilitzar arrays de peptids per a fer el mapeig d’epitops
lineals, reconeguts pels anticossos que es troben en diferents fases de
la infeccid cronica; aproximacié que va ser til pel disseny de peptids
amb una capacitat diagnostica molt més especifica (49). De mane-
ra similar, pel virus de I’hepatitis C (HCV), han estat utilitzades en
immunoassaigs de tipus ELISA varies seqiieéncies peptidiques sinte-
tiques derivades de regions del nucli i de les glicoproteines de I’em-
bolcall del virus, E1 i E2, per a la deteccié d’anticossos especifics
(50,51). Les revisions més recents assenyalen la integracié d’aquests
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epitops en plataformes diagnostiques multiplexades d’alta sensibilitat
amb I’objectiu de millorar tant la sensibilitat com 1’especificitat en el
cribratge i en el diagnostic primerenc de la infeccié (52). En el con-
text del virus de [’hepatitis D (HDV), una revisio recent indica que els
peptids derivats de I’antigen HDAg constitueixen una linia emergent;
encara amb escassa validacio clinica perdo amb resultats preliminars
prometedors (53). En el cas del virus de I’hepatitis E (HEV), els estu-
dis inicials amb peptids sintetics, derivats de regions de les proteines
de la capside ORF2 i ORF3, van establir la seva viabilitat diagnostica
(54); si bé actualment la majoria de plataformes diagnostiques comer-
cials utilitzen les proteines recombinants completes, atesa la seva mi-
llor sensibilitat i capacitat de preservar els epitops conformacionals.
Finalment, pel GB virus C (GBV-C), també conegut com a virus de
I’hepatitis G, la utilitzaci6 de microarrays de peptids sintetics derivats
de la proteina de I’embocall E2 va permetre identificar regions im-
munodominants amb potencial aplicacié en I’estudi de la co-infecci6
GBV-C/HIV (55).

En el context de les infeccions per coronavirus, s’han dut a terme un
bon nombre d’estudis adrecats a la infeccié causada pel coronavirus
2 de la sindrome respiratoria aguda greu (SARS-CoV-2, virus causant
de la COVID-19). Aixi per exemple, Jiang et al. han analitzat el paper
d’epitops lineals derivats de proteines del virus (Spike i nucleocapsi-
de) tant en el desenvolupament de proves serologiques que milloren
I’especificitat diagnostica i redueixen reactivitats creuades amb altres
coronavirus humans, com en la seva aplicacié en plataformes multi-
plexades d’alta sensibilitat (56).

En I’ambit de les infeccions bacterianes, com és per exemple la tu-
berculosi causada per Mycobacterium tuberculosis, ha estat estudiat
ampliament 1’ds de peptids sintetics derivats d’antigens immunodo-
minants, com son les proteines ESAT-6 i CFP-10 (57). Aquests pep-
tids han estat emprats en assaigs in vitro IGRA (Interferon-Gamma
Release Assays), que mesuren la produccié d’interfer6 gamma per
limfocits T sensibilitzats, després de I’estimulacié amb peptids sinte-
tics derivats dels antigens especifics del bacteri (58), aixi com en es-
tudis d’immuno-informatica per a la identificaci6 racional d’epitops
T (59). Un altre exemple d’infeccié bacteriana és la sifilis. En aquest
cas, Borghezan et al. van dissenyar, fent servir eines de bioinforma-
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tica, epitops de les proteines immunodominants derivades del bacteri
Treponema pallidum (Tp0171, Tp0435, Tp0574, Tp0684 1 Tp0453),
els quals van ser posteriorment sintetitzats i utilitzats com antigens
per a la deteccio serologica de la sifilis en un assaig d’ELISA, demos-
trant una elevada sensibilitat i especificitat en diferents estadis clinics
de la infeccid (60).

Les malalties parasitaries constitueixen un altre camp d’aplicacié
dels peptids com a eina diagnostica (61). Aixi per exemple, en la ma-
laltia de Chagas, causada per Trypanosoma cruzi, es van utilitzar dos
peptids sintetics (TcD i PEP2) com a antigens en un assaig d’ELISA,
assolint quan es combinaven, una sensibilitat superior al 99% i una
especificitat superior al 98% (62). D’altra banda, en assaigs serologics
per diagnosticar la malaria, s’han emprat fragments peptidics sintetics
derivats de regions conservades de les proteines de superficie de Plas-
modium falciparum, per mesurar respostes especifiques en poblacions
exposades (63).

8.2. Diagnostic en oncologia

En I’ambit de I’oncologia, els peptids sintetics s’han utilitzat en mul-
tiples estrategies diagnostiques orientades tant a la deteccié prime-
renca com a la caracteritzacié molecular de tumors. A la literatura es
descriu una amplia varietat d’aplicacions dels peptids sintetics, que
inclouen des de la imatge molecular dirigida a receptors especifics
fins a la detecci6 de biomarcadors tumorals en fluids biologics, I’en-
doscopia molecular i la caracteritzaci6 serologica de respostes asso-
ciades al cancer.

Un dels camps més consolidats és el desenvolupament d’agents pep-
tidics per a la imatge molecular, dirigits a receptors que es troben so-
bre-expressats en les cel-lules tumorals. Un exemple paradigmatic és
I’ds d’analegs sintetics de la somatostatina marcats amb radiondclids
per a la deteccidé de tumors neuroendocrins, mitjancant tomografia per
emissié de positrons (PET) o gammagrafia (64). De manera similar,
els peptids dirigits al receptor del peptid alliberador de gastrina han
estat extensament estudiats com a sondes d’imatge molecular, per a la
detecci6 per PET del cancer de prostata i de mama (65). En el context
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del cancer de prostata, una altra diana molecular d’especial rellevan-
cia és el PSMA (prostate-specific membrane antigen). Tot i que la
majoria dels lligands desenvolupats per a aquest receptor son petites
molecules inhibidores, també s han identificat i dissenyat seqiiéncies
peptidiques amb afinitat especifica pel PSMA, les quals han estat ex-
plorades en estudis pre-clinics d’imatge molecular i en aproximacions
diagnostiques i terapeutiques experimentals (66).

Més enlla de les aplicacions en imatge molecular in vivo, els peptids
sintetics també han estat investigats, com a eines de reconeixement
selectiu, en I’ambit de la detecci6 histopatologica i la caracteritzacid
tumoral. En aquest context, s’han utilitzat com a sondes d’uni6 espe-
cifica en tecniques d’immunohistoquimica o en plataformes diagnos-
tiques basades en biosensors. Aixi, han estat identificats per phage
display 1 posteriorment sintetitzats i emprats en estudis in vitro, di-
versos peptids amb afinitat envers marcadors tumorals especifics en
cancers com son el colorectal, el gastric o el pancreatic. En el cas del
cancer colorectal, per exemple, s’han descrit peptids que sén capagos
de reconeixer molecules de superficie associades a adenomes i ade-
nocarcinomes, els quals un cop conjugats a sondes fluorescents, s’han
utilitzat en estudis d’endoscopia molecular (67).

En aquesta mateixa linia, un altre camp d’aplicacio rellevant és el
desenvolupament de biosensors basats en peptids per a la deteccio de
biomarcadors tumorals circulants. Gracies a la seva elevada especifi-
citat d’unid i a la facilitat de modificacié quimica, els peptids poden
actuar com a elements de reconeixement en plataformes biosensores
(68). En aquest context, s’han descrit sistemes basats en peptids inte-
grats en plataformes electroquimiques o optiques, que sén capagos de
recongixer proteines com son ’antigen prostatic especific (PSA), el
receptor del factor de creixement epidermic (EGFR) o altres biomar-
cadors associats amb la progressi6 tumoral. Paral-lelament, alguns
peptids també han estat desenvolupats com a agents d’imatge diri-
gits a molecules implicades en processos clau de la biologia tumoral.
Entre aquests, destaquen els peptids que reconeixen integrines com
avP3, que es troben freqiientment sobre-expressades en processos
d’angiogeénesi tumoral. Aquests peptids, sovint derivats de la seqiieén-
cia RGD (Arg-Gly-Asp), un cop conjugats amb fluorofors o radiont-
clids s’han utilitzat com a sondes d’imatge en diversos tumors solids,
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incloent-hi el glioblastoma i el melanoma (69).

Finalment, en I’ambit de I’hematologia oncologica, també han estat
desenvolupats peptids derivats de seqiiéncies especifiques de protei-
nes de fusié o d’antigens associats a leucémies, amb 1’objectiu de de-
tectar respostes immunes especifiques. Aquests peptids s han utilitzat
en assaigs immunologics per a 1’avaluacié de respostes de limfocits
T o d’anticossos dirigits contra antigens leuceémics, contribuint aix{
al monitoratge immunologic i a I’estudi de la malaltia en determinats
subtipus de leucemia (70).

D’altra banda, el desenvolupament de tecnologies basades en micro-
arrays peptidics ha permes analitzar d’una forma més sistematica la
preseéncia d’autoanticossos en mostres de pacients oncologics. Aques-
tes plataformes han facilitat la caracteritzacié de perfils serologics en
tumors com so6n el de cancer de pulmd, de mama o d’ovari, contribu-
int a la identificaci6 de signatures d’autoanticossos que son potencial-
ment ttils com a biomarcadors diagnostics o pronostics (71).

8.3. Diagnostic de malalties neurodegeneratives

La literatura cientifica recull maltiples exemples de I'ds de peptids
sintetics en el diagnostic de malalties neurodegeneratives, incloent la
seva aplicacié en immunoassaigs dirigits a biomarcadors especifics i
en aproximacions d’imatge molecular, contribuint d’aquesta forma a
la caracteritzacié de processos patologics associats a la degeneraci6
del sistema nervids central.

En la malaltia d’Alzheimer, han estat ampliament utilitzats frag-
ments peptidics derivats de la proteina B-amiloide (Af) i de la pro-
teina tau, com a antigens en assaigs immunologics per a la detecci6
i quantificacié d’anticossos especifics que es troben en el serum i en
el liquid cefaloraquidi. Aquestes aproximacions han permes estudiar
la resposta immune humoral associada a la patologia i també explorar
possibles biomarcadors serologics de la mateixa (72). A més, els pep-
tids sintetics que reprodueixen seqiiencies clau implicades en I’agre-
gacio d’AP s’han emprat en estudis de caracteritzacié serologica i
en el desenvolupament de sondes experimentals per a la detecci6 de
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diposits amiloides. En paral-lel, han estat descrits peptids amb afinitat
especifica per formes agregades d’Af, dirigits a la detecci6 de pla-
ques amiloides, els quals han estat utilitzats com a lligands en estudis
d’imatge preclinica (73).

De manera similar, en altres malalties neurodegeneratives com és la
malaltia de Parkinson, s’han utilitzat fragments peptidics derivats
de la proteina a-sinucleina com a antigens en immunoassaigs, per a
la detecci6 d’anticossos especifics i per a I’estudi de respostes immu-
nes associades a la patogenesi de la malaltia. Aquests peptids també
han estat emprats en estudis dirigits a caracteritzar els mecanismes
d’agregacid proteica i a la identificaci6 de noves dianes potencials per
al desenvolupament de sondes diagnostiques o eines de monitoratge
de la progressi6 de la malaltia (74).

8.4. Diagnostic de malalties autoimmunes

En el camp de les malalties autoimmunes, la capacitat dels peptids
sintetics per reproduir epitops d’autoantigens amb elevada especifi-
citat ha permes la seva aplicacié en el diagnostic i en la caracteritza-
ci6 immunologica de diverses patologies autoimmunes, com son per
exemple, I’artritis reumatoide, el lupus eritematds sistemic, la ma-
laltia celiaca, la diabetis tipus 1, I’esclerosi multiple o la miastenia
gravis (75).

En I’artritis reumatoide (AR), s’han identificat peptids, derivats de
proteines que es troben en la sinovial reumatoide, que incorporen a
la seva seqiiencia aminoacids modificats post-traduccionalment; els
quals, posteriorment, han estat emprats en el desenvolupament d’as-
saigs serologics per a la deteccid dels autoanticossos anti-peptids ci-
trulinats (Anti-Citrullinated Peptide Antibodies, ACPAs), que avui
dia constitueixen el marcador diagnostic més significatiu i rellevant
d’aquesta malaltia inflamatoria autoimmune (76,77). A I’apartat se-
giient es presentaran, amb una major profunditat, els principals aven-
cos que, en el camp dels peptids sintetics com a nova eina de diag-
nostic, han estat assolits per a la diagnosi i prognosi d’aquesta greu
malaltia autoimmune.
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En el lupus eritematos sistemic (LES) han estat utilitzats fragments
peptidics sintetics que corresponen a epitops lineals d’antigens nucle-
ars, com son les histones, les ribonucleoproteines o altres components
del nucleosoma, per analitzar la reactivitat d’autoanticossos en el se-
rum dels pacients. En aquest context, els microarrays peptidics han
permes analitzar simultaniament un gran nombre d’epitops i han estat
utilitzats per identificar perfils complexos d’autoanticossos en cohorts
de pacients amb LES, facilitant la identificacié de signatures serolo-
giques associades tant al diagnostic, com a I’activitat de la malaltia i
les seves manifestacions cliniques especifiques (78).

A més de per I’AR i el LES, els peptids derivats d’antigens especifics
han estat eines fonamentals en 1’estudi de la resposta immune i en la
detecci6 d’autoanticossos en moltes altres diverses malalties autoim-
munes. Aixi per exemple, en la malaltia celiaca, han estat utilitzats
com a antigens peptids desamidats derivats de la gliadina en assaigs
serologics per a detectar anticossos especifics i facilitar el diagnostic
i seguiment de la malaltia (79). De manera similar, en la diabetis
mellitus tipus 1 s’han emprat peptids derivats d’autoantigens com
la insulina, la GAD65 o la IA-2 per a la deteccié d’autoanticossos
en estudis immunologics i en fases pre-cliniques de la malaltia (80).
En la esclerosi multiple han estat emprats, per a caracteritzar la res-
posta immune humoral i analitzar I’especificitat dels autoanticossos
associats a diferents variants cliniques, peptids derivats de proteines
de la mielina, com sén la proteina basica de la mielina (MBP) o la
glicoproteina oligodendrocitica de la mielina (MOG) (81). Finalment,
en la miasténia gravis, s’han utilitzat peptids sintétics corresponents
a regions del receptor nicotinic de 1’acetilcolina per a desenvolupar
sistemes de deteccié immunologica en mostres de serum (82).

Aquest conjunt d’estrategies mostra com la utilitzacié dels peptids
com a antigens ha contribuit de manera decisiva a comprendre la pa-
togeénesi, millorar el diagnostic i definir nous biomarcadors que sén
especifics en diferents contextos de les malalties autoimmunes.
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Figura 5. Exemples representatius d’aplicacions de peptids sintetics en
el diagnostic de malalties humanes
(imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com)

9. Implicacions de les modificacions post-traduccio-
nals en DP’autoimmunitat: paper de la citrul-linacio,
I’homocitrul-linacié i I’acetilaci6 en la patogenesi, el diag-
nostic i el pronostic de I’artritis reumatoide

En aquest apartat es presenta, com exemple de resultats rellevants que
van des de la investigaci6 basica a la translacio a la clinica, aquells
que han estat assolits en el context dels peptids sintetics aplicats a la

diagnosis de I’artritis reumatoide (AR).

L’AR és una malaltia reumatica immunomediada d’etiologia desco-
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neguda que afecta aproximadament un 1% dels adults. Es caracteritza
per una poliartritis cronica (sinovitis) que causa destruccié i deformi-
tats articulars, juntament amb discapacitat funcional i reducci6 de la
qualitat i de I’esperanca de vida. Als darrers anys s’han fet avencos
significatius en la patogenesi, el diagnostic i el maneig de la malaltia,
que han canviat el pronostic per a una proporcié molt significativa
dels pacients. La investigacié sobre 1’is de peptids sintetics com a
biomarcadors del diagnostic i pronostic d’aquesta malaltia reumatica
autoimmune ha estat una de les troballes més interessants i enigma-
tiques en I’AR (83). Aquests peptids han estat ampliament utilitzats
com a antigens en assaigs serologics per a la deteccié d’autoanticos-
sos especifics associats a la AR 1, a la literatura cientifica es descriuen
diferents tipus d’ELISAs, microarrays i plataformes multiplexades,
que tenen com a objectiu detectar autoanticossos especifics contra
determinats epitops post-traduccionalment modificats i caracteritzar
aixi la resposta autoimmunitaria en pacients amb diferents fenotips
clinics.

Les modificacions post-traduccionals (PTMs) que es produeixen al
teixit sinovial i que, actualment, es consideren més rellevants per I’AR
son la citrul-linacid, I’homocitrul-linacié (carbamilacio) i I’acetilacid.
Entre elles, la citrul-linacio €s la PTM més ben estudiada en el context
de la reumatologia i els anticossos anti-proteines/peptids citrul-linats
(ACPAs) van ser inclosos per la Lliga Europea contra el Reumatisme
(European Alliance of Associations for Rheumatology, EULAR) i pel
Col-legi America de Reumatologia (American College of Rheumato-
logy, ACR) com a criteris de classificacié per al’AR, I’any 2010 (84).
La citrul-linacié, que consisteix en la conversié d’arginina a citrul-
lina, esta mediada per I’enzim peptidilarginina deiminasa, que es tro-
ba a la sinovial inflamada. L’homocitrul-linacié o carbamilaci6 €s una
PTM no enzimatica que implica la conversié de residus de lisina a
residus homocitrul-linats, després d’una reacci6é amb cianat. L’acetila-
ci6 és un procés enzimatic reversible (equilibri entre acetilases i desa-
cetilases) on s’afegeixen grups acetil a les amines Iliures dels residus
de lisina. En termes generals, tots els autoanticossos que es troben
a I’AR pertanyen a la familia dels anticossos anti-proteines/peptids
modificats (Anti-Modified Protein/Peptide Antibodies, AMPAs).
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Figura 6. Modificacions post-traduccionals rellevants per a ’artritis reumatoide

Els ACPAs es poden detectar mitjancant immunoassaigs amb dife-
rents proteines o peptids citrul-linats com a substrats antigénics. A
diferencia de les proteines citrul-linades, els peptids sintetics citrul-
linats proporcionen un control estricte sobre els epitops presentats i
les posicions especifiques de la seva seqiiencia on es troben els ami-
noacids modificats post-traduccionalment. S6n molecules quimiques
definides inequivocament, que imiten segments d’antigens proteics
complexos implicats en la unié d’autoanticossos i que s’obtenen fa-
cilment en forma pura. Basant-se en aquests avantatges, Shellekens et
al. van descriure peptids citrul-linats sintetics com a antigens per a la
deteccid especifica d’ACPAs en pacients amb AR (85) i van desen-
volupar I’any 2000 I’ELISA de primera generacié (CCP1) basat en
un peptid citrul-linat ciclic derivat de la filagrina (76). Des de llavors,
s’han llangat al mercat kits de segona i tercera generacié (CCP2 i
CCP3/CCP3.1) i aquests han estat ampliament utilitzats en la practica
clinica. Aquestes tests comercials es basen en peptids ciclics amb es-
tructures primaries que no han estat publicades.
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Posteriorment, treballant amb biblioteques de peptids sintetics citrul-
linats, que van ser obtingudes seguint estrategies de sintesi de peptids
en fase solida, es van reportar epitops rellevants de proteines que es
troben a la sinovial reumatoide inflamada (fibrina i vimentina) (86-
88). Es van seleccionar diversos dominis reactius d’aquestes dues
proteines i, posteriorment, els peptids es van unir covalentment als
peptids d’enolasa i filagrina que havien estat reportats amb anteriori-
tat (89,90), per aixi obtenir diversos péptids quimerics citrul-linats. La
presencia de diferents seqiiencies peptidiques dins de la mateixa mo-
lecula va donar lloc a efectes sinergics, en comparacié amb els pep-
tids monomerics o les mescles fisiques corresponents dels mateixos.
Aixi, els peptids quimerics van permetre una analisi detallada de la
multireactivitat dels autoanticossos trobada en els serums de pacients
que patien aquesta malaltia tan heterogenia. Els autoanticossos contra
els peptids quimerics van mostrar balancos sensibilitat/especificitat,
per a la diagnosi de I’AR, comparables als dels tests comercials CCP2
i CCP3/CCP3.1, proporcionant millors resultats pel que fa a la identi-
ficaci6 de pacients amb un mal pronostic radiologic (91,92).

Els ACPAs es caracteritzen per una gran heterogeneitat, ja que mos-
tren diferents patrons de reactivitat davant una amplia varietat de pro-
tefnes i peptids citrul-linats. Gracies a I’ds de tecnologies multiplex,
ha estat possible identificar un gran nombre d’aquests peptids com a
dianes dels ACPAs. Un dels primers estudis destacats en aquest camp
va ser el de Hueber et al. (93), on es van reportar microarrays del pro-
teoma sinovial amb centenars de proteines i peptids. Posteriorment,
altres investigadors han desenvolupat assaigs que permeten detectar
subgrups de pacients que no son identificats amb les proves comerci-
als convencionals (94,95). En aquesta linia, en un estudi publicat per
Garcia-Moreno et al. (96) es va aconseguir una especificitat del 100%
mitjancant una plataforma multiplex basada en peptids citrul-linats,
establint com a criteri de positivitat la reactivitat simultania amb més
de tres peptids.

Els treballs publicats van demostrar que 1’analisi de mdltiples dianes
facilita la identificacié de subgrups de pacients amb caracteristiques
cliniques diferenciades, contribuint aixi a una millor comprensié de la
malaltia. Més recentment, es va descriure que els ACPAs presentaven
una amplia reactivitat creuada amb altres PTMs, com sé6n la carbami-
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lacié (anti-CarP) i I’acetilacié (anti-APA) de la lisina.

Els anti-CarP es troben presents en, aproximadament, el 45% dels
pacients amb AR (entre un 10-20% dels quals son ACPAs negatius)
(97), s’han associat amb un mal pronostic de la malaltia i han estat
detectats en diverses malalties pulmonars croniques (98). Castellanos
et al. (99) van descriure, per primer cop a la literatura cientifica, que
els anti-CarP que reconeixen proteines i/o peptids homocitrul-linats es
troben associats de forma significativa amb la malaltia pulmonar in-
tersticial (intersticial lung disease,1L.D), el que suggereix un possible
vincle entre I’homocitrul-linacié i el desenvolupament d’ILD en paci-
ents amb AR. Aquest resultat pot contribuir a la deteccid primerenca
d’aquesta manifestaci6 extra-articular que comporta una alta mortali-
tat en els pacients d’ AR, fet que és crucial per establir una estrategia
de tractament adequada el més aviat possible.

Tenint en compte que la superposici6 entre les tres families d’autoan-
ticossos (ACPA, anti-CarP i anti-APA) és una caracteristica de I’AR,
es van dissenyar, posteriorment, nous antigens basats en peptids qui-
merics que contenen citrul-lina, homocitrul-lina i/o acetil-lisina per
estudiar més a fons el paper dels AMPAs com a biomarcadors vincu-
lats a la presencia d’ILD. Aixi, es va reportar, per primera vegada a
la literatura, un peptid que conté simultaniament les tres PTMs més
rellevants per a I’AR en posicions especifiques de la seva estructura
primaria (Chimeric Fibrin-Filaggrin Citrullinated Homocitrullinated
Acetylated Peptide, CFFCHAP), com a diana antigénica dels autoan-
ticossos associats amb fenotips clinics greus d’AR (100).
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Figura 7. Peptid amb tres PTMs com a diana antigénica dels autoanticossos
associats amb fenotips clinics greus d’artritis reumatoide

Molt rellevant ha estat la utilitzacié de peptids sintetics, amb diverses
PTMs a la seva estructura primaria, en un assaig clinic multicentric
(PALABA trial: ClinicalTrials. gov Id: NCT03669367), on es va dur
a terme un assaig obert i aleatoritzat de dos tractaments (abatacept
vs hidroxicloroquina) per a la prevencié d’AR en pacients de reuma-
tisme palindromic. Els resultats han estat recentment publicats a la
prestigiosa revista cientifica Nature Medicine (101).

En resum, I’ts d’antigens peptidics ben definits, que presenten multi-
ples PTMs a la seva estructura, ha demostrat ser clau per avancgar en la
deteccié de biomarcadors serologics que podrien ser ttils per estratificar
els pacients d’AR, per tal d’establir una reumatologia personalitzada.

10. Avantatges, limitacions i reptes dels péptids sinteétics
en el diagnostic de malalties humanes

Tal i com ja ha quedat pales als apartats previs, els peptids sintetics
han adquirit una importancia creixent com a nova eina pel desenvo-
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lupament de metodes de diagnostic en biomedicina, especialment en
immunodiagnostic i en diagnostic per la imatge. La seva capacitat
per reproduir els epitops més rellevants de les proteines permet uti-
litzar-los com a sondes moleculars, altament selectives, per detectar
biomarcadors o anticossos associats a diferents malalties. Tot i aixo,
I’aplicacio clinica dels peptids sintetics comporta també diverses li-
mitacions i reptes que han de ser abordats, per tal de millorar la seva
utilitat diagnostica.

10.1. Avantatges principals

Com ja ha estat descrit, un dels avantatges principals dels peptids
sintetics és la seva alta especificitat molecular. Mitjangant sintesi
quimica és possible obtenir seqiiencies peptidiques que mimetitzen
epitops antigénics de proteines que s’associen a determinades malal-
ties. Aquesta aproximacié permet reduir la preséncia d’epitops ines-
pecifics, que es poden trobar als extractes proteics complets, millorant
aixi Despecificitat dels assaigs diagnostics. A més, la seva elevada
puresa quimica i la possibilitat d’introduir modificacions especifiques
a D’estructura, permeten adaptar-los facilment a diferents formats
analitics. Un altre avantatge important €s la reproductibilitat en la
produccié. Els peptids sintetics s’obtenen principalment per sintesi
en fase solida i es purifiquen mitjangant técniques cromatografiques
d’alta resolucid, fet que comporta que presentin una definicié univo-
ca de la seva estructura quimica i una puresa molt elevada. Aquests
processos de sintesi i purificacié permeten obtenir peptids altament
estandarditzats i consistents entre diferents lots de produccid, cosa
que facilita la comparacié de resultats entre laboratoris i el desenvo-
lupament de kits diagnostics a escala industrial. Els peptids també
presenten propietats fisicoquimiques favorables per a aplicacions
diagnostiques. Donada la seva mida relativament petita, solen mostrar
una bona penetracio en teixits i una rapida eliminacié de la circulaci6
sanguinia, fet que pot generar relacions senyal/soroll favorables quan
es fan servir en técniques d’imatge molecular. A més, molts peptids
mostren una baixa immunogenicitat i toxicitat, cosa que facilita el
seu us com a sondes diagnostiques in vivo. Finalment, el disseny de
peptids sintetics pot també beneficiar-se de metodologies bioinfor-
matiques, incloent eines d’immunoinformatica i prediccié d’epitops.
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Aquestes aproximacions tenen una gran utilitat en la identificaci6 de
les regions antigéniques més rellevants de les proteines, facilitant
d’aquesta manera I’obtencié de peptids sintetics més especifics i efi-
cients per a ser emprats en el diagnostic de malalties humanes.

10.2. Limitacions tecniques

Malgrat els avantatges descrits, 1’tis de peptids sintetics en diagnostic
clinic presenta també diverses limitacions que s6n importants. Una de
les principals és que molts peptids representen tinicament epitops li-
neals, mentre que una proporcid significativa dels anticossos presents
als pacients reconeix epitops conformacionals, els quals depenen de
I’estructura tridimensional de la proteina. Com a resultat, aquests
peptids no reprodueixen fidelment els determinants antigénics pre-
sents en la proteina nativa, fet que pot reduir la sensibilitat dels as-
saigs diagnostics basats en peptids. Una altra limitaci6 rellevant és la
variabilitat en el reconeixement immunologic entre poblacions.
En malalties infeccioses o parasitaries, els epitops immunodominants
poden variar segons I’especie del patogen, la regié geografica o I’estat
immunologic del pacient. Aquest fenomen pot limitar I’eficacia d’un
unic peptid com a antigen de diagnostic universal. Per aquest mo-
tiu, es necessari 1’ds de panells o combinacions de peptids per tal de
millorar el balang sensibilitat/especificitat dels sistemes diagnostics.
D’altra banda, els peptids presenten una estabilitat metabolica limi-
tada quan es fan servir in vivo, doncs son susceptibles a la degradaci6
per proteases, cosa que pot reduir la seva vida mitjana i afectar la seva
aplicabilitat com a eina de diagnostic. Per tal de superar aquest han-
dicap, s’han desenvolupat diverses estrateégies quimiques, ja descrites
en apartats anteriors, com sén entre d’altres la ciclacié del peptid o
la incorporacié d’aminoacids no naturals. Finalment, la identificacio
d’epitops diagnostics optims continua sent un repte important. Tot
i els avencos en bioinformatica, la prediccié d’epitops no sempre re-
flecteix el comportament immunologic real en pacients, de manera
que la validacié experimental continua sent essencial pel desenvo-
lupament de nous sistemes de diagnostic basats en peptids sintetics.
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10.3. Reptes clinics i translacionals

Finalment, cal demostrar la validacio6 clinica del test mitjangant estu-
dis amb mostres cliniques que evidenciin que els resultats obtinguts s6n
rellevants i utils pel diagnostic clinic de la malaltia. Aquesta validacio
requereix 1’estudi fent servir cohorts de pacients ben caracteritzades.
Tot i que nombrosos peptids han mostrat resultats prometedors en els
estudis preliminars, només una fraccié molt reduida dels mateixos arri-
ba a formar part de tests diagnOstics aprovats pel seu us en clinica. En
aquest context, els estudis multicentrics s6n essencials per avaluar el
balang sensibilitat/especificitat dels tests basats en peptids, en diferents
poblacions i entorns clinics, aixi com per a confirmar la robustesa i la
translacié d’aquests en condicions reals de la practica clinica.

D’altra banda, el desenvolupament de tests diagnostics basats en pep-
tids sintetics ha de complir amb els requisits reguladors aplicables
als dispositius de diagnostic. A la Unié Europea, els sistemes de diag-
nostic in vitro estan regulats pel Reglament (UE) 2017/746 i els dis-
positius utilitzats in vivo es regulen sota el Reglament (UE) 2017/7435;
reglaments que estableixen els criteris necessaris per garantir la quali-
tat, la seguretat i el rendiment dels tests o dispositius abans de la seva
comercialitzacié. En aquest context, és també imprescindible demos-
trar la validesa analitica del test, incloent-hi la definici6 de parametres
com sOn la sensibilitat, I’especificitat, la precisid, la reproductibilitat i
el limit de deteccid. Paral-lelament, s’ha de dur a terme una avaluacio
sistematica dels riscos associats i assegurar el compliment de sistemes
de gestio de qualitat, com sén els establerts per la Norma ISO 13485.

11. Conclusions i perspectives futures

Tal com s’ha exposat en seccions previes, I’ambit dels peptids sinte-
tics com a eina diagnostica ha experimentat un progrés notable en els
darrers anys, impulsat per la integracié de tecniques experimentals
avangades i eines computacionals sofisticades. La integracié de dades
omiques i el desenvolupament de noves plataformes analitiques ha
obert noves oportunitats per dissenyar biomarcadors basats en peptids
més especifics, sensibles i adaptats al diagnostic de diferents malalties
humanes.
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De cara a les perspectives futures, les principals linies d’evolucié en
I’ambit dels peptids sintetics com a eina diagnostica es preveuen en el
disseny computacional, el desenvolupament de plataformes multiple-
xades i la seva efectiva translaci6 clinica.

En aquest context, és esperable que els avencgos en intel-ligéncia ar-
tificial (IA) continuin redefinint profundament les estrategies de des-
coberta i optimitzacié de peptids, ampliant de manera significativa la
capacitat per identificar biomarcadors amb alt valor diagnostic (102).
Les aproximacions basades en models d’IA permetran explorar espais
de seqiiencies cada vegada més extensos i complexos, aixi com predir
amb major precisié les interaccions amb dianes biologiques. Aquest
progrés facilitara el disseny racional de peptids amb propietats opti-
mitzades, com ara una elevada afinitat d’unid, estabilitat estructural
i especificitat, mitjangant la integracié de dades que inclouen infor-
macid de seqiiencia i estructura tridimensional. Aixi mateix, es pre-
veu una creixent consolidacié dels estudis in silico com a etapa clau
previa a la validacié experimental, contribuint a reduir costos i temps
en el procés de desenvolupament dels peptids com a eina diagnostica
(103).

Paral-lelament, les plataformes diagnostiques multiplexades evoluci-
onaran cap a sistemes més sensibles, miniaturitzats i automatitzats,
capacgos d’analitzar simultaniament multiples biomarcadors en mos-
tres biologiques complexes. En particular, els microarrays de peptids
i altres tecnologies afins permetran aprofundir en la caracteritzacié de
respostes immunologiques i en la identificacié d’epitops d’alt interes
diagnostic. La integracié d’aquests sistemes en biosensors portatils
i dispositius microfluidics afavorira la generalitzacié del diagnostic
en el punt d’atencié, mentre que el desenvolupament de dispositius
portables (wearables) obrira noves possibilitats per al monitoratge
continu i personalitzat de biomarcadors, especialment en el context
de malalties croniques.

Tanmateix, la translacié clinica d’aquestes innovacions continuara
requerint superar diversos reptes rellevants. En particular, sera im-
prescindible dur a terme estudis de validaci6 en cohorts amplies i ben
definides per garantir la robustesa, la reproductibilitat i la utilitat cli-
nica dels biomarcadors identificats. A més, els requisits reguladors,
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juntament amb la necessitat de demostrar un clar benefici clinic i cost-
efectivitat, constituiran factors determinants per a la seva implemen-
tacio en la practica clinica habitual.

En conjunt, la convergéncia entre intelligencia artificial, disseny
computacional, sintesi peptidica avangada i tecnologies multiplexa-
des configura un escenari altament prometedor. Aquestes sinergies
no només acceleraran la descoberta de nous biomarcadors, sind que
també facilitaran el desenvolupament de proves diagnostiques més
precises, especifiques i adaptables, consolidant el paper dels peptids
sintetics en la medicina de precisi6 del futur.
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