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. RESUMEN

INTRODUCCION

La Artritis Idiopatica Juvenil (AlJ) es un grupo heterogéneo de artritis, que se presenta en
nifnos menores de 16 afos de edad, artritis de etiologia desconocida con una duracion de
por menos 6 semanas. Se ha demostrado una alta especificidad (98%) para anti-CCP en el
diagnostico de Artritis Reumatoide, ademas de ser un marcador prondstico para
enfermedad erosiva, lo cual es de gran importancia para lograr una intervencion temprana
de tratamiento inmunosupresor y prevenir secuelas irreversibles. Se conoce poco sobre los
anticuerpos anti-CCP y anti-vimentina citrulinada (anti- VC) en Artritis Idiopatica Juvenil,
solo algunos estudios han evaluado la prevalencia de estos anticuerpos en suero
sanguineo, con resultados no consistentes, por lo tanto es de gran utilidad contar con
determinacion de niveles de anti-CCP y anti-VM en nuestra poblacion pediatrica con Artritis
Idiopatica Juvenil para en un segundo proyecto estudiar estas proteinas como marcadores
de severidad de la enfermedad para poder ofrecer tratamiento oportuno para lograr remisién

temprana y disminucion de secuelas en pacientes mexicanos con AlJ.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal incluyendo pacientes con diagnostico de Artritis Idiopatica
Juvenil con base en los criterios ILAR (International League of Associations for
Rheumatology), los cuales cumplieron los criterios de inclusién n=62, en el Servicio de
Reumatologia Pediatrica del Hospital Infantil de México “Federico Gomez” en el periodo de
1 al 25 de junio de 2017. Previa firma de consentimiento informado, se realizé toma de
muestra sanguinea periférica (2ml) para posteriormente obtenerse 1ml de suero sanguineo
y ser congelado a -20°C hasta el procesamiento para su estudio. Se realizé ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) para anti-CCP (PCC3 IgG ELISA) y ELISA para anti-VC (IgG
ELISA), se trasladaron muestras sanguineas por medio de transporte especializado
(MARKEN®) al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran para

ser analizadas en el Laboratorio de Reumatologia e Inmunologia.



Para la tabulacion de los datos se utilizaron los medios electrénicos a través del programa
Statistical Product for the Social Science version 24.0 (SPSS). Se aplicé media y desviacion
estandar para las variables nominales y numéricas. Se aplicé prueba chi cuadrada para las
diferencias estudiadas entre variables numéricas. Se realizé la prueba de coeficiente de
correlacion de Spearman para evaluar la correlacion entre las diferentes variables, se utilizd
curva de ROC para determinar sensibilidad y especificidad de los anticuerpos anti-péptido

ciclico citrulinado y anti-vimentina citrulinada.

RESULTADOS

De los 62 pacientes (n=62) que completaron los criterios de inclusion para el estudio, se
encontré una frecuencia en el sexo femenino n=46 (74%) con predominio de este en una
relacion 2.8:1. La edad promedio de pacientes fue de 11 afios (rango 1-16 afos). Se reportd
una mayor frecuencia de AlJ Poliarticular FR positivo n=22 (35%), se encontraron
anticuerpos antinucleares positivos en n=20 (32%). Pacientes con AlJ tratados con doble
FARME n=10 (16%), metotrexato + sulfasalazina o leflunomida; pacientes tratados con
metotrexato como monoterapia n=39 (63%) y pacientes en remisién sin tratamiento médico
n=8 (13%) y el 37% (n=23) se encontré en terapia FARME bioldgica: Etanercept 19,3%
(n=12), Tocilizumab 6% (n=4), Certolizumab 6% (n=4), Golimumab 3.2% (n=2),

Adalimumab 1.6% (n=1). No se reportaron pacientes con uveitis anterior aguda.

Dentro del andlisis estadistico se encontré en los pacientes con AlJ poliarticular FR positivo,
anticuerpos anti-CCP en curvas ROC con un area bajo de la curva de 0.847, con un valor
de corte de 4.3RU/ml, lo cual traduce una sensibilidad de 77% y una especificidad de 85%.
En el caso de anticuerpos anti-vimentina citrulinada se reporté un area bajo la curva de
0.920, con valor de corte para nuestra poblacion de 17.3 RU/ml, lo que traduce una
sensibilidad 86% y especificidad de 90%. Existe diferencia estadisticamente significativa

en los valores de media entre ambos grupos (AlJ y pacientes sanos) con <p0.05.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio indican que los anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado y anti-

vimentina citrulinada pueden ser util en el diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil,
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principalmente en sospecha de Artritis Idiopatica Juvenil poliarticular FR positivo en donde

se encontr¢ alta sensibilidad y especificidad.

Il. INTRODUCCION

La Artritis Idiopatica Juvenil (AlJ) es un grupo heterogéneo de artritis, que se presentan en
ninos menores de 16 afos de edad, artritis de etiologia desconocida con una duracion de
por lo menos seis semanas.

Al igual que en Artritis Reumatoide, el diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil depende de
manifestaciones clinicas, una vez excluidas otras patologias (2). El Unico estudio serolégico
utilizado de rutina para AlJ es el factor reumatoide, el cual se encuentra en el 40-50% de
pacientes con variedad AlJ Poliarticular ademas de los anticuerpos antinucleares, que
pueden estar presentes en el 75-80%, en especial en pacientes con variedad AlJ

Oligoarticular con uveitis.

En los ultimos afos se ha demostrado el rol de los anticuerpos anti-péptido ciclico
citrulinado (anti-CCP), los cuales son péptidos que se encargan de mimetizar epitopos de
filagrina. La citrulinacion es la conversion del residuo arginina a citrulina, catalizada por la
enzima peptidil arginina deiminasa, la cual es capaz de activar el sistema inmununoldgico.
Se ha encontrado una alta especificidad (98%) para el diagnéstico de Artritis Reumatoide,
ademas de ser un marcador prondstico para enfermedad erosiva, la prediccion de esta, es
de gran importancia para lograr una intervencién temprana de tratamiento inmunosupresor

y prevenir secuelas irrevesibles.

Existen pocos estudios sobre el valor diagnostico de los anticuerpos anti-CCP en AlJ,
ademas de no haberse demostrado su utilidad como método diagndstico y prondstico en

estos pacientes.

Recientemente, se ha demostrado que la presencia de anticuerpos contra proteinas
citrulinadas preceden a la aparicion de manifestaciones clinicas en Artritis Reumatoide.
Entre las proteinas citrulinadas descritas con alta especificidad en encuentran las

siguientes: colagenas tipo | y Il, fibrinbgeno y vimentina.



El rol de anticuerpos anti-CCP IgG se ha estudiado mas a fondo en Artritis Idiopatica Juvenil,
con enfoque en la identificacidon de blancos para la citrulinacion, incluso se ha estudiado la
presencia de anti-fibrindgeno citrulinado, anti alfa-enolasa y anti- vimentina citrulinada como
blanco de proteinas para citrulinacién en AlJ para determinar su asociacion con severidad

de la enfermedad.

Algunos autores sugieren, que al agregar la determinacion de anti-vimentina citrulinada a
anti-CCP aumenta la sensibilidad para detectar Artritis Reumatoide, asi como Artritis

temprana indiferenciada.

Contrario a lo que sucede en Artritis Reumatoide, se conoce poco sobre los anticuerpos
anti-vimentina citrulinada (anti- VC) en Artritis Idiopatica Juvenil, solo algunos estudios han

evaluado la prevalencia de anti-VC en suero, con resultados no consistentes.

L. ANTECEDENTES

La Artritis Idiopatica Juvenil (AlJ) engloba a todas las artritis de causa desconocida de al
menos seis semanas de evolucién con inicio antes de los 16 afios de edad’. La AlJ es por
tanto, un diagndstico clinico de exclusion, por lo que no existe ninguna prueba de laboratorio

o de imagen que confirme el diagndstico.

La AlJ ha recibido distintos nombres, entre ellos, artritis cronica juvenil en Europa? y Artritis
Reumatoide Juvenil en América®. Aunque estos términos se han utilizado erréneamente
como sinénimos no son equivalentes ya que engloban distintos procesos definidos

mediante diferentes criterios diagndsticos (Tabla 1).



La heterogeneidad resultante dificultaba la realizacién de estudios multicéntricos por lo que
la Liga Internacional de Asociaciones de Reumatologia (ILAR) auspicio en 1993 la creacion
de un Grupo de Trabajo de Criterios de Clasificacion con el fin de emitir criterios “unificados,
aceptables y aplicables internacionalmente, con el objetivo de facilitar la investigacion y la

atencion a los pacientes.

A diferencia de clasificacion anteriores, la propuesta por ILAR ha sido revisada en dos

ocasiones’ y validada internacionalmente en distintos paises®.

La Artritis Idiopatica Juvenil es un término paraguas que engloba las formas mas frecuentes
de artritis inflamatorias crénicas pediatricas sin que ello implique que se trate de una Unica

enfermedad. De hecho, cada vez existe mas evidencia sobre la denominacion AlJ, ya que



engloba un conjunto heterogéneo de enfermedades, tanto desde el punto vista clinico’

como genético®.

La frecuencia de AlJ no se conoce con exactitud, ya que se ve modificada a nivel mundial,

reflejo de la diversidad de etnicidad, susceptibilidad inmunolégica y factores ambientales.

Los reportes de incidencia y prevalencia de artritis cronica en la infancia han sido realizados
por Thierry et al’, con una incidencia reportada de 1.6-23/100,000 nifios y prevalencia de
3.8-400/100,000.

Tanto en Europa como en Norteamérica, el tipo mas frecuente de AlJ es la oligoarticular

con un 50% y siendo el tipo menos frecuente AlJ Poliarticular factor reumatoide positivo.

El diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil se basa en las manifestaciones clinicas, por lo
qgue no existe un estudio estandar de oro para esta enfermedad ademas de que existen

pocos marcadores serolégicos para apoyar el diagnéstico.

Las consecuencias devastadoras de enfermedad cronica sin tratamiento son

frecuentemente encontradas en nuestra poblacion.

Afortunadamente el curso y pronéstico de la enfermedad han mejorado al tener un

diagnéstico temprano con un tratamiento efectivo.

Existe la necesidad de encontrar nuevos marcadores serolégicos para seguimiento de la

enfermedad, asi como para determinar severidad y prondstico de la misma'?.

Desde que se encontré que un residuo citrulinado de la filagrina formaba parte esencial de
los determinantes antigénicos reconocidos por ciertos anticuerpos presentes en Artritis
Reumatoide en 1998, se consiguié a través de ELISA (Enzyme Linked immunoassay)
detectar anticuerpos especificos para AR, los cuales llamaron anticuerpos anti-péptido

ciclico citrulinado.



Desde que se desarrollo dicho anticuerpo para AR ha sido utilizado y aceptado por
reumatologos, por lo que se incluyd en los criterios para AR del Colegio Americano de
Reumatologia 2010%. Posteriormente, otras proteinas citrulinadas se han estudiado como
blanco en Artritis Reumatoide, incluyendo anticuerpo anti-vimentina citrulinada, anti-alfa

enolasa y la proteina EBNA-1 del virus Epstein-Barr®.

Al ser marcadores serologicos paras Artritis Reumatoide, especialmente para diagnodstico
temprano, estos anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado se han encontrado en muchos

estudios como predictores del desarrollo de lesiones erosivas®.

Recientemente, existe literatura sobre el rol de anti-CCP en Artritis Idiopatica Juvenil tanto
para diagnoéstico como para prediccion de severidad y se ha encontrado que estos
anticuerpos pueden ser detectados principalmente en pacientes con AlJ poliarticular factor

reumatoide positivo?’.

Aunque se ha encontrado utilidad de los anticuerpos citrulinados en AR, difieren en el
determinante antigénico, por lo tanto, su patrén de reactividad es distinto en pacientes con
Artritis  Idiopatica Juvenil®. Desafortunadamente, se han reportado resultados
inconsistentes, con una sensibilidad del 1.8% al 71.4% en pacientes con AlJ, con una

especificidad de hasta 95% en pacientes con AlJ poliarticular FR positivo?’.

Esta variabilidad se atribuye probablemente a los distintos tipos de AlJ (Sistémica,
oligoarticular, poliarticular FR negativo, poliarticular FR positivo, psoriasica, relacionada a
entesitis e indiferenciada) asi como al trasfondo de etnicidad, por lo tanto el significado
clinico de los anticuerpos citrulinados en AlJ es incierto®.

Es necesario explorar la determinacién de niveles de anticuerpos citrulinados (anti-CCP y
anti-VC) en nuestra poblacion con AlJ para posteriormente investigar sobre su utilidad tanto

en diagndéstico como en prediccién de severidad de la enfermedad.



Iv. MARCO TEORICO

Existe evidencia cientifica en Artritis Idiopatica Juvenil, en donde se reporta que al tener un
tratamiento temprano conlleva a un menor dafio articular y mejor prondstico’®. Los estudios
serologicos que se utilizan frecuentemente para determinar severidad de la enfermedad

son limitados.

El factor reumatoide (IgM) se encuentra esporadicamente en nifios con AlJ, mas frecuente
en nifios con AlJ de tipo poliarticular’. Los anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado (anti-
CCP) se han establecido como una herramienta diagnodstica en adultos con Artritis
Reumatoide con una especificidad de 98%, estos anticuerpos pueden detectar AR en hasta

80% en pacientes con factor reumatoide negativo'"*®.

Los anticuerpos anti-CCP se incluyeron en el Colegio Americano de Reumatologia como
asociacion a mal prondstico y severidad de la enfermedad en pacientes con AlJ poliarticular.
En la actualidad existe un mayor entendimiento sobre el uso de anti-CCP en pacientes con
AR y AlJ, por lo que se han realizado diversos estudios sobre otras proteinas citrulinadas

(alfa vimentina citrulinada, fibrinégeno citrulinado y alfa enolasa)'"°.

Existen pocos estudios sobre la determinacion de niveles de anticuerpos anti-vimentina

citrulinada en pacientes con Atrtritis Idiopatica Juvenil '®2%, con resultados controversiales.

Por lo anterior, es de utilidad conocer los niveles de anticuerpos como anti-CCP y anti-VC
en la poblacion del Hospital Infantil de México Federico Gdmez con diagndstico de Artritis
Idiopatica Juvenil con el objetivo de en un segundo estudio determinar correlacion de

niveles de dichos anticuerpos con severidad y prondstico de la enfermedad.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Artritis Idiopatica Juvenil es la enfermedad reumatica mas comun en la infancia, siendo

esta, una causa frecuente de incapacidad para realizar las actividades diarias. Existe



evidencia de la relacién que existe entre una intervencion terapéutica temprana y la

disminucion de dano articular ademas de mejor pronéstico y calidad de vida.

Se han reportado estudios sobre |la deteccion de anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado
y anti vimentina citrulinada en Artritis Idiopatica Juvenil como factor pronéstico, motivo por
el cual se decide investigar niveles de dichos anticuerpos en una poblacion de pacientes

con AlJ, asi como su asociaciéon con severidad de la enfermedad.

VL. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son los niveles de anticuerpos anti- vimentina citrulinada y anti-péptido ciclico

citrulinado en pacientes con Artritis Idiopatica Juvenil en México?

VIl. JUSTIFICACION

La Artritis Idiopatica Juvenil afecta de 80 a 90% menores de 16 anos de edad por cada 100
mil nifos a nivel mundial. Esta enfermedad ocupa el primer lugar de la consulta de
Reumatologia en el Hospital Infantil de México Federico Goémez. Al ser un padecimiento
croénico, el paciente dificilmente presentara una remision total de la enfermedad,

regularmente la artritis cursa con periodos de remision y exacerbacion.

El prondstico de los pacientes con AlJ es reservado, intervienen factores como la edad de
inicio, entre mas temprana aparezca mas agresiva para el menor. Otros rubros a considerar

son el diagndstico oportuno, el comienzo del tratamiento y el inicio de la rehabilitacion.

Por lo que es de gran utilidad contar con determinacién de niveles de anti-CCP y anti-VM
en nuestra poblacion pediatrica con Artritis Idiopatica Juvenil para en un
segundo estudio valorar estas proteinas como herramienta para establecer conocer el

grado de agresividad de la enfermedad y asi poder ofrecer tratamiento oportuno con el



objetivo de lograr una tasa de remision temprana, asi como la disminucién de

complicaciones.

VIII. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
1. Determinar los niveles de anticuerpos anti-CCP y anticuerpos anti- vimentina
citrulinada en pacientes con Artritis Idiopatica Juvenil de la Clinica de Reumatologia

de Hospital Infantil de México Federico Gomez.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los pacientes con Artritis
Idiopatica Juvenil en nuestro centro de Reumatologia Pediatrica.
2. Comparar los niveles de proteinas citrulinadas en pacientes con diagndstico de
Artritis Idiopatica Juvenil y en pacientes sanos.
3. Correlacionar niveles de anti-CCP y anti- vimentina citrulinada con las diferentes

variables en estudio.

IX. HIPOTESIS

Los niveles de anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado y anti-vimentina citrulinada se

encuentran elevados en pacientes mexicanos con Artritis Idiopatica Juvenil.

X. METODOS

DISENO DEL ESTUDIO
a) Es un estudio observacional, analitico y transversal.
UNIVERSO DE ESTUDIO
b) Pacientes de 0 a 16 afios con diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil con base en
los criterios ILAR, que asistan a la consulta externa de Reumatologia en el Hospital
Infantil de México Federico Gomez que acudan dentro del periodo del 1 al 25 de
junio.

c) Los pacientes acudiran a la institucion y el estudio se realizara en una sola visita:
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XI.

Se les realizara Exploracion fisica (peso, talla, signos vitales)

Registro de medicamento

Calculo de actividad de la enfermedad JADAS-71 por sus siglas en inglés Juvenile
Arthritis Disease Activity Score.

Toma de anti-CCP y anti-VC en visita Unica (constara de la toma de 2ml de sangre

a través de una puncién venosa).

CRITEROS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

1.

Pacientes entre 0 y 16 afos de edad con diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil
con base en los criterios ILAR (International League of Associations for
Rheumatology)®.

Pacientes que pertenezcan a la clinica de Artritis Idiopatica Juvenil del Hospital
Infantil de México Federico Gomez.

Pacientes con acepten por escrito al para participar en el estudio (Firma de carta de

consentimiento informado y asentimiento informado).

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.

Pacientes con diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil que cursen ademas con
datos de otra enfermedad autoinmune (Enfermedad Mixta de Tejido Conectivo o
Sobreposicién).

Pacientes sin expediente completo.

Pacientes que no acepten firmar carta de consentimiento y asentimiento informado.

CRITERIOS DE ELIMINACION

1.

Pacientes con muestra insuficiente para procesar anti-CCP y anti-VC.
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XIL.

—

PROCEDIMIENTO

Se explicara detalladamente el procedimiento de toma de muestra sanguinea
periférica al paciente y familiar.

Previa asepsia y antisepsia se coloca el brazo hiperextendido y se selecciona la
vena por palpacion en el area ante cubital.

Se extraeran 2ml de sangre periférica.

Una vez obtenidas las muestras sanguineas sera almacenada a -20° C hasta el
procesamiento para su estudio.

Se realizara por ELISA para anti-CCP (PCC3 IgG ELISA): Se determinaran
empleando un equipo comercial cuantitativo de tercera generacion (Quanta Lite,
INOVA Diagnostics. San Diego, USA) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Descrita brevemente, los pozos de la placa de ELISA estan recubiertos
con péptidos citrulinados de tercera generacién, los cuales se pondran en contacto
con las muestras diluidas (1:100). Todos los lavados se realizaran con PBS-Tween.
Los resultados serdn derivados de una curva estadndar experimental (0-250
Unidades). Todos los ensayos seran procesados en un equipo automatizado (DSX
System; DYNEX Technologies).

Se realizara por ELISA para anti-VC (IgG-ELISA): Se determinaran empleando un
equipo comercial cuantitativo (Anti-MCV Orgentec Diagnostika, Mainz Germany) de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Descrita de manera breve, los pozos
de la placa de ELISA estan sensibilizados con vimentina mutada citrulinada
altamente purificada, los cuales se pondran en contacto con las muestras diluidas
(1:100). Todos los lavados se realizardn con PBS-Tween. Los resultados seran
derivados de una curva estandar experimental (0-1000 U/mL). Todos los ensayos

seran procesados en un equipo automatizado (DSX System; DYNEX Technologies).

Xll. TAMANO DE LA MUESTRA

Se realizara un estudio piloto con los pacientes que logren reclutarse en el tiempo
establecido ya que en la literatura mundial revisada no se encuentran datos para poder
realizar un calculo de tamafio de muestra, sin embargo, por el grupo de poblaciéon con que

contamos se estima que se puedan reclutar un total de 60 pacientes.
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XIV. CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto se apega a las recomendaciones internacionales para Investigacion en seres
humanos, asi como al Reglamento de Investigaciéon en Seres Humanos de la Ley General
de Salud. Es un estudio con riesgo mayor al minimo, se sometera al Comité de
Investigacion, Etica y Bioseguridad de nuestra institucion; una vez aprobado se realizara

firma de consentimiento informado y en los casos que se requiera, asentimiento del menor.

Los investigadores participantes son especialistas en Reumatologia Pediatrica y biologia

molecular, los cuales estan debidamente capacitados para desarrollar la investigacion.

En el estudio solo participaran los pacientes que hayan otorgado su consentimiento
informado por escrito, los pacientes o sus familiares conservaran copia del mismo y
se ha mantenido la disponibilidad para atender sus dudas o preguntas en el momento que

lo requieran.

Los resultados obtenidos impactaran directamente en el paciente y al no ofrecer efectos
adversos mayores, se cumple criterio de beneficencia.

La informacién proporcionada por el paciente y sus familiares sera de manejo exclusivo de
los investigadores y se mantendra en reserva en el expediente clinico y formatos de

recoleccidon de datos del estudio.

Los resultados seran analizados de manera grupal, no caso por caso, por o que no se
publicaran resultados individuales sino el comportamiento de grupos de acuerdo a los

resultados obtenidos.

El protocolo de investigacién se encuentra siendo sometido por el Comité de Etica de

nuestra institucion.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD
Las muestras seran tomadas en Laboratorio Clinico del Hospital Infantil de México Federico

Gomez, a cargo de los investigadores del proyecto.
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Los procedimientos a los que seran sometidos los pacientes (toma de muestra sanguinea),
se considera de riesgo minimo, con un nivel de bioseguridad 2 (BSL-2). Para la
manipulacién tanto del material biolégico como de los reactivos que se emplearan durante
el desarrollo del proyecto sera necesario utilizar de manera permanente elementos de
proteccién personal: bata, guantes y en algunos casos, protectores como cubrebocas o
lentes, mantenidos en buenas condiciones de higiene, ademas de contar con barreras
secundarias, tales como piletas para lavado de manos e instalaciones de descontaminacion

de desechos a fin de reducir la contaminacion potencial del medio ambiente.

La cantidad de la muestra sanguinea no sera mayor al limite establecido por el Reglamento

de Investigacion en Seres Humanos de la Ley General de Salud.

Se considera un volumen total de sangre de 2ml, de donde se obtendra 1 ml de suero

sanguineo.

Los desechos generados a partir de las muestras bioldgicas seran contenidos dentro de un
recipiente rojo, especificamente para liquidos. Las puntas para micropipetas, tubos, gasas
y algodén, entre otros materiales que estaran en contacto con el material biolégico, se
depositaran en un contenedor especialmente para desechos sdlidos. En el caso de los
desechos punzocortantes se colocaran en un solo recipiente rojo destinado para ese fin.
Cada contenedor se encontrara debidamente etiquetado. En cuanto al otro tipo de
desechos no biologicos empleados para el trabajo de laboratorio, se depositaran en un
recipiente destinado a este tipo de productos. Cada contenedor se encontrara debidamente
etiquetado. En cuanto a otro tipo de desechos no biolégicos empleados para el trabajo de
laboratorio se depositaran en un recipiente destinado a este tipo de productos, el

departamento de control del medio ambiente sera el encargado de la disposicién final.

Los lugares de procesamiento de las muestras seran en el Laboratorio de Inmunologia y

Reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

Con base en DGTR por sus siglas en inglés Dangerous Goods Training Requirements la
muestra biolodgica se considera UN3373 categoria B ya que son muestras transportadas

con proposito de investigacion. Para el transporte de muestra de suero congelado (1ml), el
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cual se encontrara a -20°C en congelador LG® 94-00347en oficina de Reumatologia
(Edificio Federico Gémez, 3er piso) se colocara suero sanguineo en criotubo (contenedor
primario), el cual se deposita en bolsa de recoleccion de espécimen la cual contiene un
material absorbente (contenedor secundario). Las muestras seran transportadas en una
hielera material hielo seco el cual sera rellenado con 2kg de hielo, el servicio de transporte

sera MARKEN® (se anexa licencia vigente).

La Dra. Talia Diaz Prieto se encargara de enviar las muestras desde el Hospital Infantil de
México Federo Gémez, asi mismo estas seran recibidas en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran en el Laboratorio de Inmunologia y Reumatologia por

el Dr. Carlos Nuiez Alvarez.

XV. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO
ANALISIS ESTADISTICO

Para las variables nominales se utilizara frecuencias y porcentajes.
Para las variables numéricas se utilizara media y desviacion estandar.

Prueba chi cuadrada para las diferencias estudiadas de las variables numéricas.

N~

Prueba de coeficiente de correlacion de Spearman para evaluar la correlacion entre

las diferentes variables.

DESCRIPCION DE VARIABLES
Variable dependiente:

1. Artritis Idiopatica Juvenil: Definicion conceptual: Enfermedad de artritis cronica
durante por lo menos 6 semanas, en pacientes menores de 16 afios de edad.
Definicion operacional: AlJ diagnosticada por clinica. Escala de medicién: Nominal.

Variable independiente:

1. Niveles de anti-CCP y anti-VC: Definicion operacional: niveles en sangre de anti-

CCP y anti-VC: El valor de corte para la positividad anti-CCP recomendado por el
protocolo del fabricante fue = 5 RU /mL y para anti-MCV-= 20 RU /mL. Escala
cuantitativa numérica y continua.

Variables confusoras
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1. Edad: Definicién operacional: edad al momento del inicio del estudio en meses y
afios cumplidos. Escala cuantitativa continua

2. Geénero: Definicion operacional: caracteristicas fenotipicas que diferencian al
hombre de la mujer. Escala: cualitativa dicotémica

3. Tipo de tratamiento: Definicion operacional. Tratamiento estandarizado. Escala

cualitativa nominal dicotémica.

XVI. RESULTADOS

ANALISIS DESCRIPTIVO

Caracteristicas clinicas

Sobre el analisis descriptivo (Tabla 1) en este estudio se encontraron 62 pacientes que
completaron los criterios de inclusién n=62, se evaluaron los expedientes de los pacientes
que acudieron al Hospital Infantil de México “Federico Gomez” al servicio de Reumatologia
Pediatrica en el periodo comprendido del 1 al 25 de Junio 2017 con diagndstico de Artritis
Idiopatica Juvenil (AlJ) con base en los criterios de la ILAR (International League of
Associations for Rheumatology) con previa autorizacion por escrito para participar en el
estudio con firma de carta de consentimiento informado y asentimiento informado en

aquellos pacientes mayores de 7 afios de edad.

No se incluyeron en el estudio, aquellos pacientes con diagnéstico de Enfermedad de
Sobreposicién o Enfermedad Mixta de Tejido Conectivo, pacientes sin expediente clinico
completo y aquellos pacientes sin autorizacién para participar en el estudio, se eliminaron
los pacientes con muestra sanguinea insuficiente para procesar anticuerpo anti-péptido

ciclico citrulinado y anti-vimentina citrulinada.

De los 62 pacientes que completaron los criterios de inclusiéon, se encontré una frecuencia
en el sexo femenino de n= 46, con predominio de este en una relacion 2.8:1 con el sexo
masculino, coincidiendo nuestra poblacién en estudio con la literatura reportada a nivel

mundial.
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En la figura 1 se muestra esta proporcion y su porcentaje segun el sexo de los pacientes.
La edad media de los pacientes al momento del diagndstico fue de 10.9 afios (rango minimo
de 1 - 16 anos) y una mediana de 11 anos, de acuerdo a la literatura la poblacion de estudio

coincide con la edad de presentacién mas frecuente.

FRECUENCIA DE PRESENTACION SEGUN
EL SEXO

Femenino
74%

Figura 1: Frecuencia de presentacion segun el sexo.

Fuente: Hoja de recoleccidn de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.

En la Figura 2, se describe la poblacién estudiada en donde se encontré mayor
frecuencia de Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular Factor Reumatoide (FR) positivo
n=22 (35%), AlJ Poliarticular Factor Reumatoide negativo n=19 (30.6%), AlJ
Sistémica n=9 (14.5%), AlJ Oligoarticular n=8 (13%), AlJ ERA n=3 (4.8%), AlJ

indiferenciada n=1 (1.6%), AlJ Psoriatica n=0.
Distinto a lo reportado en la literatura mundial, puesto que la variedad mas frecuente

descrita es la Artritis Idiopatica Juvenil Oligoarticular y la menos frecuente la AlJ

Poliarticular Factor Reumatoide Positivo.
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FRECUENCIA DE VARIEDAD DE AlJ
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Figura 2: Grafica de frecuencia de variedad de AlJ.

Fuente: Hoja de recoleccidn de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.

Aldp FR +: Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular factor reumatoide positivo, AlJp FR - : Artritis Idiopatica
Juvenil Poliarticular factor reumatoide negativo, AlJo: Artritis Idiopatica Juvenil Oligoarticular, AlJ ERA:
Artritis Idiopatica Juvenil relacionada a entesitis, AlJs: Artritis Idiopatica Juvenil Sistémica, AlJps: Artritis
Idiopatica Juvenil Psoriatica, AlJ ind: Artritis Idiopatica Juvenil Indiferenciada.

El estudio descriptivo (Figura 3) del tiempo de evolucién del inicio de la
sintomatologia, mostré al diagndstico una media de tiempo de inicio de la

sintomatologia de 10.4 meses (rango 1.5-72 meses), con una mediana de 6 meses.

Sobre las caracteristicas clinicas que se encontraron en los pacientes al momento del
diagnéstico, en cuanto a la presencia de artritis, se encontré en n=23 (37%), mufiecas
n=10 (16.1%), tobillos n=7 (11.2%), rodillas n=5 (8%), metacarpofalangicas e
interfalangicas proximales n=5 (8%), hombros n=4 (6.4%), temporomandibular n=3
(4.8%), sacroiliacas n=3 (4.8%).
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ARTICULACIONES AFECTADAS AL

MOMENTO DEL ESTUDIO
ATM
Tobillos 9%
22%

Figura 3: Articulaciones afectadas al momento del diagnédstico.
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
ATM: Articulacion temporomandibular, MCF: Metacarpofalangicas, IFP: Interfaldngicas proximales.

Algunas de las otras variables analizadas fueron manifestaciones clinicas en otro
nivel, como fiebre, exantema, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia o
entisitis, sin embargo, al momento de a revisién y toma de muestra solo 1 pacientes

con diagnostico de AlJ relacionada con entesitis presentd inflamacién en sitio de

entesis.

N Pacientes con AlJ - 62 Grupo control - 27
Femenino/masculino n (%) 46/16 (74/26) 16/11 (65/35)
Promedio edad (afios) 10.9 10.2
Variedad AlJ

Sistémica — n (%) 9 (14.5) -
Poliarticular FR positivo — n (%) 22 (35) -
Poliarticular FR negativo — n (%) 19 (30.6) -
Oligoarticular 8 (13) -
Relacionada a entesitis 3(4.8) -
Psoriatica 0 -
Indiferenciada 1(1.6) -
Tiempo de inicio (meses) 6 -

Tabla 1: Caracteristicas de poblacion estudiada
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
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Caracteristicas de laboratorio y gabinete

Al momento del diagndstico se observé una media del valor de velocidad de
sedimentacion globular (VSG) de 15mm/h (rango 0-42mm/h). La proteina C reactiva
0.77mg/dl (rango <0.33-12.9mg/dl).

Se realiz6 determinacién de anticuerpos antinucleares mediante la técnica de
inmunofluorescencia en n=57 (92%), el n=41 (66.1%) de estos reporté un resultado
positivo. Debido a que la mayor proporcion de la poblacién cuenta con diagndstico de
Aldp FR positivo, esta fue la variedad con mayor determinacion de anticuerpos

antinucleares positivos.

Tratamiento

Dentro del tratamiento (Figura 4) se observd que el 79% se encontraba bajo
tratamiento con terapia FARME no bioldgica, de los cuales n=45 (72.5%) se
encontraba en tratamiento con metotrexato, leflunomida n=3 (4.8%) y sulfasalazina
n=1 (1.6%) y n=8 (13%) con doble terapia FARME (metotrexato +
sulfalasalazina/leflunomida). Existen algunos pacientes bajo tratamiento con terapia
FARME bioldgica (Figura 5).

Terapia FARME biolégica: Etanercept 19,3% (n=12), Tocilizumab 6% (n=4),
Certolizumab 6% (n=4), Golimumab 3.2% (n=2), Adalimumab 1.6% (n=1).
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FRECUENCIA DE TERAPIA FARME

92% 2% 6%

@ Metotrexato ®Sulfasalazina ®Leflunomida

Figura 4: Frecuencia de terapia FARME
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
FARME: Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad.

FRECUENCIA DE TERAPIA FARME BIOLOGICA
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Figura 5: Frecuencia de terapia FARME bioldgica.
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
FARME: Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad.
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CUESTIONARIO DE CALIDAD DE VIDA
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Figura 6: Cuestionario de calidad de vida (“CHAQ: Childhood Health

Assessment Questionnaire”
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.

El cuestionario de calidad de vida (Figura 6, CHAQ) utilizado en Artritis Idiopatica
Juvenil, evalua principalmente 8 areas: a) Vestirse y asearse, b) Levantarse, c)
Comer, d) Caminar, e) Higiene personal, f) Destreza, g) Prension, h) actividades.
Debido a que los pacientes con Aldp FR positivo cuentan con mayor discapacidad
para realizar sus actividades diarias, ya que es mas severa y erosiva este tipo de AlJ
se esperaba que contara con un puntaje mayor que el resto de los tipos de AlJ, sin
embargo, se encontrd, que en nuestra poblacion, los pacientes con AldJp FR negativo

cuenta con mayor puntaje de CHAQ.

ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS MULTIVARIADO

Se realiz6 analisis de curvas de ROC para determinar el punto de corte de una escala
continua en el que se alcanza la sensibilidad y especificidad mas alta, con capacidad
para diferenciar sujetos sanos versus sujetos enfermos. Se evaluaron los anticuerpos
anti-péptido ciclico citrulinado en pacientes con Artritis Idiopatica Juvenil Poliarticular

FR positivo y negativo.
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Se encontrd un area bajo la curva de 0.847 (Figura 7) lo que con un valor de corte de
1.05U traduce una sensibilidad de 95% y una especificidad de 70% para Aldp FR

positivo.

AUC
0.847

Figura 7: Curva ROC-AUC para anticuerpos anti-péptido ciclico

citrulinado.
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
AUC: Area bajo la curva.

Posteriormente se analizd con curva de ROC los anticuerpos anti-vimentina en
pacientes con AlJ, obteniendo un area bajo la curva de 0.920, con un valor de
11.2U/ml, lo que traduce una sensibilidad de 95% con especificidad de 75%. (Figura
8).
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AUC
0.920

Figura 8: Curva ROC-AUC para anticuerpos anti-vimentina citrulinada.
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
AUC: Area bajo la curva.

DIFERENCIA DE MEDIAS
Existe diferencia estadisticamente significativa en los valores de media entre ambos grupos

(AlJ y pacientes sanos) con <p0.05.

Tabla 2: Concentracion promedio de anti-CCP y anti-VC en suero de
pacientes con AlJ y grupo control

AlJ (n=62) Grupo control (n=27)
Anti-VC
Media (U/ml) 79.3 13.2
Valor de corte = 17.3U/ml
Anti-CCP 63.3 3.1

Media (U)
Valor de corte = 4.3U/ml

Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.

24



MEDIA DE VALORES DE ANTI-
CCP Y ANTI-VC
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Figura 9: Grafico de media de valores de anti-CCP y anti-VC en

pacientes con AlJ y grupo control.
Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.

COEFICENTE DE CORRELACION DE SPEARMAN

La correlacion entre variables se realizé mediante la prueba de Spearman, la cual se

muestra en la Tabla 3, dando énfasis a la correlacidon de las variables en estudio con

la presencia de anticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado.

Correlacién Tipo Grupo AntiCCP Anti-
AlJ VC
Tipo Coeficiente de correlacion 1000 0.147 0.105
AlJ (2 colas) . : 0.256 0.418
N 62 62 62 62
Grupo Coeficiente de correlacion 1000 0.404 0.111
(2 colas) : . 0.000 0.364
N 62 89 89 69
Anti- Coeficiente de correlacion 0.147 0.404 1000 0.666
CCP (2 colas) 0.256 0 . 000
N 62 89 89 69
Anti- Coeficiente de correlacion 0.105 0.111 0.666 1000
VC §\12 colas) 0.418 0.364 0 .
62 69 69 69

Tabla 3: Prueba de correlacion entre variables.

Fuente: Hoja de recoleccion de datos “Determinacion De Niveles De Anticuerpos Anti-Péptido Ciclico
Citrulinado Y Anti-Vimentina Citrulinada En Pacientes Mexicanos Con Artritis Idiopatica Juvenil”.
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XVIl. DISCUSION

Con los nuevos avances terapéuticos para Artritis Idiopatica Juvenil es prioritario establecer
el diagndstico de manera temprana para prevenir dafio articular irreversible'. Aunque el
diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil se basa en criterios clinicos de la ILAR?, sin
embargo, esta clasificacion esta proxima a modificarse por lo que seria de gran utilidad

contar con marcadores que permitan diagnosticar esta patologia de manera temprana.

Los anticuerpos anti-vimentina citrulinada han sido recomendados por algunos autores al
ser comparables a los anticuerpos anti-péptico ciclico citrulinado como marcador
diagndstico en Artritis Reumatoide’'. Existen algunos estudios sobre el significado de los
anticuerpos anti-vimentina citrulinada en Artritis Idiopatica Juvenil?®. Previo a estudiar la
utilidad de estos anticuerpos (anti-VC y anti-CCP) es necesario conocer los niveles séricos
en la poblacién pediatrica mexicana. No existen estudios en nuestro pais sobre niveles de
anti-vimentina citrulinada y anti-péptido ciclico citrulinado en pacientes con Artritis Idiopatica

Juvenil.

En el presente estudio se estudio los niveles de anti-VC y anti-CCP en pacientes con Artritis
Idiopatica Juvenil de la Clinica de Reumatologia Pediatrica del Hospital Infantil de México,
en quienes se reportd valor de corte de anti-CCP de = 4.3U/ml y de anti-VC =17.3RU/ml,
estos niveles con sensibilidad de 77% y especificidad de 85% para anti-CCP y sensibilidad
de 85% y especificidad de 90%de para anti-VC.

La sensibilidad y especificidad de las pruebas pueden diferir entre estudios debido a la
utilizacion de diferentes poblaciones de pacientes, controles, tipos de ensayos, técnicas y

puntos de corte®'.

A pesar de la alta especificidad reportada de los anti-CCP, hay reportes de positividad en
distintas enfermedades reumatolégicas como Lupus Eritematoso Sistémico, Sindrome de
Sjogren, artritis psoriasica, esclerosis sistémica, artritis idiopatica juvenil o miopatia

inflamatoria, sin embargo, generalmente a titulos bajos.

Una de las ventajas del presente estudio es que se determinan los niveles de anti-CCP y

anti-VC en poblacién mexicana pediatrica con diagndstico de Artritis Idiopatica Juvenil, lo

26



que permite realizar un segundo estudio para determinar su utilidad como utilidad

diagnostica ademas de su relacion con severidad de la enfermedad.

XVIIl. CONCLUSION

Los resultados de nuestro estudio indican:

El tipo mas frecuente de AlJ en nuestra poblacion es AlJ Poliarticular FR positivo y
el menos frecuente AlJ Oligoarticular, contrario a lo reportado en la literatura
mundial.

Los niveles de anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado y anti-vimentina citrulinada
se encuentran elevados en pacientes mexicanos con Artritis Idiopatica Juvenil.

Los niveles de anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado y anti-vimentina citrulinada
cuentan con alta sensibilidad y especificidad para pacientes con Artritis Idiopatica

Juvenil.

XIX. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Debido a que se trata de un estudio transversal se cuenta con una toma unica de
muestra sanguinea, siendo ideal que se tratara de un estudio prospectivo.

Se cuenta con poblacion de AlJ heterogénea, por lo que se planea incluir pacientes
para obtener muestra homogénea y realizar calculo de sensibilidad y especificidad
en cada tipo de AlJ.

No se cuenta con determinacién de niveles de anti-CCP y anti-VC en otras
enfermedades reumaticas como Lupus Eritematoso Sistémico, Esclerosis sistémica,
Miopatia inflamatoria o Enfermedad de Sjogren.

No se evalua la relacion de anti-CCP y anti-VC con severidad y afeccion

radiografica.
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XX. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Fecha de inicio: BIMESTRE

(mes/afio) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul
17 17 17 17 17 17

ACTIVIDAD

Obtencién de

insumos

Estandarizacion

de técnica

Inclusién de

pacientes

Realizacién de

estudios

Analisis de los

estudios

Presentacion de

resultados

Elaboracién de

manuscritos

Publicacion X
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XXIl. ANEXOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre

Edad

Género

Registro

Tipo de AlJ

Tiempo de evolucion previo al diagndstico
Fecha del diagndstico

Avrtritis

Fiebre

Entesitis

Linfadenopatia
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e Hepatomegalia
e Esplenomegalia

e Exantema

e Uveitis
e PCR
e VSG

e Anticuerpos antinucleares
e Patrén de anticuerpos antinucleares

e Factor reumatoide

o HLA-B27
e Anti-CCP
e AINE

e Doble FARME

e FARME y dosis

e Biolégico y dosis

e CHAQ

e Escala valoracion del médico

e Escala visual analoga (paciente)

e Escala de actividades diarias (madre/padre)

e Antecedente de mal apego al tratamiento

e Motivo de mal apego al tratamiento
¢ Niveles de anti-CCP

e Niveles de anti-VM

ABREVIATURAS
AlJ Artritis Idiopatica Juvenil
FR Factor reumatoide
ANA Anticuerpos antinucleares
Anti-CCP Anticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado
Anti-VC Anticuerpo anti- vimentina citrulinada
VSG Velocidad de sedimentacion globular
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Proteina C reactiva

igM Inmunoglobulina M

IgG Inmunoglobulina G

FARME Farmaco antireumatico modificador de la
enfermedad

AR Artritis Reumatoide

ILAR International League Association
Rheumatology

HIMFG Hospital Infantil de México Federico Gomez
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