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Area bajo la curva

Anti-factor perinuclear

Anticuerpos antiqueratina

Anti-citoplasma del neutrdfilo

Anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados
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indice de actividad, 28 articulaciones evaluadas
Equipo automatizado para realizar ensayos
inmunoenzimaticos

Densidad optica

Ensayos inmunoenzimaticos

Immunoscan RA [Euro-Diagnostica, Malmo, Sweden]

Quanta Lite CCP 1gG ELISA [INOVA Diagnéstical
Euroimmun [ Medizinische Labordiagnostika AG]
Escala visual andloga para el dolor

Escala visual analoga para el estado general de la
enfermedad

Enfermedad mixta del tejido conjuntivo
Farmacos modificadores de la enfermedad
Factor reumatoide

Cuestionario de auto-evaluacion



HRP Peroxidasa de rabano

IFP Interfaléngicas proximales

LEG Lupus eritematoso generalizado

MCF Metacarpofalangicas

MTF Metatarsofalangicas

Orgentec Rheumatoid Factor [Orgentec Diagnostika GmbH])
INOVA Quanta Lite RF IgG, IgA e IgM [INOVA Diagnostics]
PAD Peptidilarginina deiminasa

PNFF p-nitrofenilfosfato

SSP Sindrome de Sjdgren primario

TA Temperatura ambiente

TMB 3,3, 5,5 -Tetrametil-benzidina

VPN Valor predictivo negativo

VPP Valor predictivo positivo

VR Valores de referencia

VSG Velocidad de sedimentacion giobular
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Resumen

La Artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, generalizada, de
etiologia muitifactorial y distribucion universal. Su prevalencia esta en tomo al 1% en
la poblacién adulta. Estudios recientes muestran que los individuos afectados tienen
cierta predisposicién genética. Las esirategias terapéuticas actuales para AR
recomiendan tratamientos agresivos en elapas tempranas de la enfermedad por lo
tanto es necesario contar con pruebas seroldgicas que permitan el diagndstico en
dichas etapas. En la Ultima década los anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados
{anti-PCC) han adquirido mayor relevancia debido a su sensibilidad y especificidad
para Artritis temprana.

En el presente trabajo estudiamos 100 sujetos sanos (87 mujeres) con promedio de
edad de 37.9 + 12.2 afos, 44 pacientes con artritis temprana (menocs de un afo de
evolucion) con promedio de edad de 38.1 + 14.7 afos (37 mujeres) y 25 pacientes
con AR tardia, con promedio de edad de 47.5 £ 12.9 afos (23 mujeres). Evaluamos
clinica y serolégicamente la actividad de la artritis. La deteccion de los anticuerpos
anti-PCC la hicimos mediante ensayos inmunocenzimaticos (EIE) utilizando tres
diferentes marcas de equipos, las placas estaban sensibilizadas con péptidos ciclicos
citrulinados sintéticos de segunda generacion immunoscan RA [ED anti-PCC, Euro-
Diagnostica, Mélimo, Sweden], Quanta Lite CCP IgG ELISA [IN anti-PCC, INOVA
Diagnéstical y Euroimmun [El anti-PCC Medizinische Labordiagnostika AG). El factor
reumatoide (FR) de isotipos IgG, 1gA e IgM se cuantificd mediante EIE utilizando dos
equipos diferentes (Quanta Lite RF 1gG, igA e IgM [INOVA Diagnostics] y
Rheumatoid Facior [Orgentec Diagnostika GmbH]

Mediante curvas ROC determinamos el rendimiento global de cada prueba para los
diferentes equipos tanto para la deteccion de anticuerpos anti-PCC como para la
deteccién de la actividad de FR. Las mejores areas bajo la curva se obluvieron con
los equipos de Orgentec Diagnostika para el FR de los tres isotipos v Immunoscan
RA [ED anti-PCC, Euro-Diagnostica, Méimo, Sweden] para los anticuerpos anti-PCC.
A partir de dichc andlisis establecimos los valores de referencia con la mas alta
sensibilidad y especificidad y calculamos los coeficientes de comrelacién de los
diferentes equipos. Una vez seleccionado el mejor equipo, analizamos en Ios tres

grupos {controles sanos, pacientes con arintis temprana y pacientes con AR tardia)



las curvas de distribucidn de los titulos obtenidos para cada una de los ensayos. Los
pacientes con AR tardia presentaron titulos mas altos de FR isotipo IgA que los
pacientes con artritis temprana (83.7 [11.7-1401.3 UlimL] vs. 41.1 [6.5-1231.2 Ul/imL],
p=0.028). Los pacientes con artritis temprana y anticuerpos anti-PCC tuvieron mayor
actividad clinica y serologica que los pacientes con artritis temprana sin anticuerpos
anti-PCC. Los pacienies con artritis temprana con FR-IgG e IgA tuvieron mayor
actividad seroldgica de la artritis que aquellos sin actividad de FR. Mediante
regresion logistica definimos la correlacion entre la presencia de anticuerpos y el
numero de criterios del Colegio Americano de Reumatologia (CAR) para AR en la
poblacién de pacientes con artritis temprana. Los enfermos con anticuerpos anti-PCC
y FR-IgA positivos tuvieron 3.5 veces mas probabilidad de tener un mayor namero de
criterios (5 ¢ B) que los pacientes con anti-PCC y FR-IgA negativos.

Los anticuerpos anti-PCC vy el FR-IgA parecen ser utiles en la identificacion temprana
de pacientes con AR tardia. Los anticuerpos anti-PCC vy los isotipos de FR permiten

identificar a pacientes con mayor actividad articular,



Introduccion

La AR es una enfermedad de distribucion universal. Su prevalencia esta en torno al
1% de la poblacion adulta, aunque este porcentaje depende en gran medida de las
series estudiadas. La enfermedad es mas frecuente en mujeres que en varones (2-3
mujeres por cada varén afectado). La mayor incidencia ocurre en mujeres entre os
40y los 60 afios de edad .

La AR es una enfermedad autoinmune, generalizada, de etiologia multifactorial.
Estudios recientes muestran que los individuos afectados tienen cierta predisposicién
genética . Los antigenos HLA de clase It (DR1 y DR4) pertenecen al Complejo
Principal de Histocompatibilidad (CPH) y son los que presentan mayor asociacién
con la AR. La hip6tesis de que un agente infeccioso pudiera ser el factor iniciador es
una de las mas aceptadas. Algunas infecciones como la enfermedad de Lyme, las
infecciones por Parvovirus B19 y ta rubéola producen cuadros de poliartritis muy
similares a la AR *°.

Aungue puede afectar diversos érganos, la AR se caracteriza por la inflamacion de la
membrana sinovial de las articulaciones diartrodiales, de las vainas tendinosas y de
las bursas sinoviales de deslizamiento. El tejido sinovial inflamado tiene
caracteristicas destructivas locales, invade y dafia a las estructuras de la articulacion,
resultando en la pérdida de fa funcion. La inflamacion lleva a la destruccion de la
articulacién la cual es responsable de la discapacidad que produce la enfermedad °.
El diagnéstico de la AR se fundamenia primordiaimente en las manifestaciones
clinicas. El apoyo seroldgico se caracteriza por la presencia de FR (isotipos 1gG, 1gA
e IgM) el cual es poco especifico porque se encuentra en infecciones crénicas y en
otras enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso generalizado (LEG), la
enfermedad mixta del tejido conjuntive (EMTC) vy el sindrome de Sjégren primario
{(SSP), inclusive a titulos mayores que en AR. También se ha detectado FR en
poblacién adulta y en sujetos sanos %2,

Para propositos de clasificacion se dice que un paciente tiene artritis reumatoide st
cumple al menos cuatro de los siete criterios propuestos por el CAR en 1987°. Los
criterios 1 al 4 deben de estar presentes al menos durante seis semanas. La
sensibilidad de estos criterios es del 91.2% y su especificidad del 89.3%, tabla 1. Sin

embargo estos criterios se establecieron con base en las caracteristicas clinicas de



pacientes con AR tardia, alrededor de 10 anos. Se ha cuestionado su utilidad en las

fases tempranas de la enfermedad (sensibilidad 80.9%, especificidad de 88.2 %).

Tabla 1. Criterios revisados en 1987 para la clasificacion de los pacientes con artritis reumatoide’

Criterio o
1. Rigidez matutina

2. Artritis de dos o mas articulaciones

3. Artritis de las articulaciones de las manos

4. Artritis simétrica

5. Nédulos reumatoides

8. Factor Reumatoide en suero

7. Cambios radiolégicos

Definicion

Rigidez matutina en las articulaciones y
alrededor de ellas, por lo menos de una hora de
duracién antes de la mejoria maxima.

Al menos tres areas articulares de deben tener
simultdneamente hinchazén de tejidos blandos
o derrame (no solo crecimiento 6seo),
observada por un médico. Las 14 areas
articulares posibles son: interfalangicas
proximales (IFP), metacarpofatangicas (MCF),
mufecas, codos, rodillas, tobillos y
metatarsofaldngicas (MTF) derechas e
izquierdas, respectivamente.

Al menos un drea articular inflamada (segun se
describe previamente) de las siguientes: carpo,
MCF e IFP.

Afeccion simultanea de las mismas dreas
articulares en ambos lados del cuerpo.

Nédulos subcutadneos sobre las prominencias
oseas, superficies extensoras o regiones
yuxtaarticulares, observados por un médico.

Demostracion de cantidades anormales de
“factor reumatoide” por el método que sea
positivo en menos del 5% de la poblacién de
controles nommales.

Cambios radiolégicos tipicos de artritis
reumatoide en la radiografia PA de manos y
mufecas, los cuales deben incluir erosiones o
descalcificacion inequivoca localizada o mas
acentuada en zonas adyacentes a las
articulaciones afectadas.

En la ultima década, se ha propuesto que el tratamiento de la AR debe de ser

agresivo y temprano, con los llamados farmacos modificadores de la enfermedad

(FMDE), si se quiere evitar el dafio radiografico y el deterioro funcional. Para ello, es

necesario diagnosticar iempranamente esta entidad la cual, en etapas iniciales tiene

ciertas peculiaridades clinicas y serolégicas. No existe consenso actual sobre como

definir artritis temprana si bien la mayoria de los investigadores se refieren al término

de “temprana” cuando los sintomas tienen menos de un afo de duracion.



Generalidades

3.1. Antecedentes histéricos

La primera descripcion cientifica de la AR data de 1800, cuando el meédico francés
Landré-Beauvais describié en su tesis a nueve mujeres con una forma de
reumatismo que considerd como una variante de la gota y que denomind “goutte
asthenique primitive”. No obstante, existen evidencias de este padecimiento en
diversas pinturas realizadas por Rubens a finales del sigioc XVi y a mediados del XVIi.
En 1818, Brodie reconocit gue el dafo se iniciaba en la membrana sinovial. Los
descubrimientos posteriores de Charcot contribuyeron en gran medida a diferenciar
la gota, la enfermedad articular degenerativa y la AR. Fue en 1892 cuando Garrod
propuso el nombre de AR, el cual sigue vigente en nuestros dias. En 1873, Adams
describid los nddulos subcutaneos previamente asociados a la AR, cuyas
caracteristicas histoldgicas serian delineadas por Coliins en 1837, En 1912, Billings
propuso la hipétesis de una eticlogia infecciosa como causante de una entidad. En
1924, Felty describié cinco casos de una variante de la AR acompafada de
esplenomegalia y leucopenia, trastomo que a la postre seria denominado con el
eponime de sindrome de Felty propuesto por Hanrahan v Mullar, en 1932, El término
de AR se acepto oficiaimente en la nomenclatura inglesa en 1922 v en la
norteamericana en 1941, En 1953, Caplan describié cambios pulmonares
caracteristicos en mineros con AR, sindrome que mas adelante se denominaria
sindrome de Caplan.®

Una de las observaciones mas relevantes del presente siglo fue la descripcion de
Waaler. En 1937, mostré que los eritrocitos de carnero recubiertos con anticuerpos
eran aglutinados por el suero de los pacientes con AR. En 1948 Rose comprobg este
hallazgo y en 1949 Coggeshall propuso el término de “factor reumatoide’para definir
el fendmeno arriba descrito. Posteriormente el factor reumatoide fue identificado
como un autoanticuerpo. A mediados de los afos 50's fue caracterizado por Kunkel,
Franklin y Muller-Eberhard, entre ofros, como una molécula de inmunoglobulina de
isotipo IgM dirigida contra la fraccion cristalizable {(F¢) de la molécula de iIgG. Enla

actualidad a esta molécula se le reconoce como FR clasico 1772,



3.2 Marcadores seroldgicos en la AR
3.2.1 Factor Reumatoide

El FR es un grupo de inmunoglobulinas de isotipos 1gG, IgA o IgM dirigidas contra el
Fc de los anticuerpos de isctipo lgG. Los métodos usados para su deteccién son la
nefelometria y EIE.

La determinacién del FR es de gran utilidad en el diagnéstico de la AR, ademas tiene
un valor pronostico. Los titulos altos de FR se han asociado con mayor dafo
articular, la progresion radiclégica, la incapacidad funcional y con la presencia de
manifestaciones extra articulares. Es decir, con una expresion mas agresiva de la

enfermedad.”
3.2.2 Otros anticuerpos asociados a AR

Ademas del FR otros autoanticuerpos se han asociado con la AR aunque no
presentan una especificidad tan alta. Entre ellos, destacan: RA33, anti-calpastatina,
anti-citoplasma del neutrdfilo {ANCA), anti-colagena tipo 1l y anti-fosfolipidos. Algunos
han sido propuestos como utiles en el seguimiento sin embargo en la actualidad rara

vez se usan .

3.2.3. Anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados

En afos recientes los anti-PCC han adqguirido mayor relevancia debido a su
sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de AR ™.

La historia de los anti-PCC empieza en 1964 cuande Nienhuis y Mandema
describieron por primera vez los anticuerpos anti-factor perinuclear (AFP)'S. En 1979
Young y cols. identificaron los anticuerpos antiqueratina (AKA)". Ambos
autoanticuerpos, detectados mediante técnicas de inmunoflucrescencia indirecta,
mostraron alta especificidad para la AR {entre 80 y 98%). Sin embargo debido a la
sensibilidad limitada (40-55 %), a las dificultades técnicas para su determinacién y a



la falta de estandarizacion de las técnicas utilizadas, estos autoanticuerpos se vieron
relegados a trabajos de investigacion y a laboratorios de inmunologia especializados.
En 1995 Sebbag y cols. mostraron que tanto los AKA como los APF reconocian
moléculas relacionadas con la filagrina v la profilagrina.’® No obstante, los resultados
entre los distintos grupos de investigacion eran discordantes y dependian del

sustrato y de los métodos utilizados para la purificacion de la filagnna.
3.3 Desarrollo de pruebas para la deteccion de anticuerpos anti-PCC

En 1998, Schellekens y cols. mostraron que sélo en presencia de residuos de
citrulina los anticuerpos de los pacientes con AR reconocian la molécula de
filagrina®®. Se desarroltaron EIE con mezcias de péptidos citrulinados lineales, con lo
gue se aumento la sensibilidad al 76% con una especificidad del 96%. Si bien los EIE
eran una metodologia relativamente sencilla y reproducible, el hecho de utilizar
varios péptidos para liegar a la citada especificidad dificultaba su aplicacién clinica.
Este problema se solucioné mediante el ciclado de los péptidos, lo cual aumentd
considerablemente la sensibilidad diagnostica de la técnica. En la actualidad se
disponen de EIE de segunda generacion con PCC, los cuales son utilizados en la
deteccién de anti-PCC%.

3.4 Determinacion de anti-PCC mediante EIE de segunda generacion

El procedimiento para la deteccion de los anti-PCC se basa en la técnica de EIE la
cual cuantifica los autoanticuerpos de isotipo IgG presentes en el suero de los
pacientes. El antigeno usado es un péptido ciclico sintético que contiene citrulina.
Las placas de EIE se sensibilizan con el antigeno formado por péptidos ciclicos
citrulinados. Se adicionan los calibradores, controles y las diluciones de las muestras.
Los anticuerpos especificos se unen durante la incubacién. El resto de los
componentes no unidos se elimina mediante lavados. Posteriormente se afade el
conjugado anti-lgG-enzima. En una segunda incubacion, el conjugado se une a los
anticuerpos de isotipo IgG especificos y después de un lavado para eliminar el
conjugado sobrante, se afdade un sustrato cromogénico. El color desarrollado sera
proporcional a la cantidad de anticuerpo conjugado vy éste a su vez sera proporcional

a la cantidad de anticuerpo de isotipo 1gG especifico anti-PCC.



3.5 Citrulinacién: enzimas peptidilarginina deiminasa {(PAD) y sus sustratos

La citrulina es el resultado de la modificacion enzimatica postraduccional de los
residuos de arginina. La citrulina se presenta en pocas proteinas humanas, una de
ellas es la filagrina. La profilagrina se encuentra en los granulos de las células de la
mucosa bucal humana. Es escindida proteoliticamente en varas subunidades de
filagrina durante la diferenciacion celular. En dicho proceso la proteina es de-
fosforilada y algunos residucs de arginina son convertidos en citrulina por la enzima
PAD de la cual existen cinco diferentes isotipos y se identifican por el tejido en el cual

se expresan. Tabla 2.

Tabla 2. Expresién de peptidilarginina deaminasa (PAD)

Isotipe Sitio de expresién de las proteinas

PAD 1  Epidermis, Gfero.

PADZ Miusculo esquelélico, cerebro, células de ia glia, oligodendrocitos, Gtero, pancreas, gléndulas

salivales, glandula pituitaria, bazo, macréfagos, médula 6sea.

PAD 3  Foliculos pilosos.

PAD 4  Granulocitos, eosinéfilos, neutréfilos, monocitos y macréfagos.

PAD 6  Células pluripotenciales embriénarias, oocitos.

El paso de arginina a citrulina conlleva una ligera variacién en cuanto al peso
molecular del aminoacido pero con cambio de las cargas existentes, ya que pasa de
ser un aminoacido positivo a ser un aminoacido neutro. Este cambio de cargas da
origen a variaciones en la estructura terciaria de la proteina, haciendo que se
modifiquen sus propiedades antigénicas. Los isotipos 2 y 4 son los unicos candidatos
involucrados en la citrulinacién de proteinas en la AR. Estos son expresados en
monocitos y macréfagos, los cuales estan presentes en cantidades abundanies en la

sinovia inflamada y en granulocitos del liquido sinovial'.
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Fig. 1 Conversion enzimatica de arginina a citrulina por PAD.

Algunas citocinas como el factor de necrosis tumoral e interleucinas juegan un papel
importante en la iniciacion y perpetuacion de [a inflamacién crénica caracteristica de
la AR. En teoria, estas citocinas pueden estar involucradas en la modulacion de la
actividad de las PAD vy por lo tanto en la consecuente produccion de
autoanticuerpos’®. Sin embargo, la AR no afecta a los tejidos que contienen
normaimente filagrina, como la piel o la mucosa oral y la filagrina no se encuentra en
la membrana sinovial. La membrana sinovial de pacientes con AR esta infiltrada por
células plasmaticas productoras de anticuerpos anti-filagrina, lo cual sugiere la
presencia de un autoantigeno reconocido por estos anticuerpos. En este sentido,
Baeten demostrd que la membrana sinovial de pacientes con AR presentaba
proteinas intracelulares citrulinadas, que no eran reconocidas por anticuerpos
monoclonales contra la filagrina *'. Recientemente se mostrd que la citrulinacién de
proteinas sinoviales en modelos murinos de AR era un proceso aclivo dependiente
de la presencia de PAD 4 humana, lo cual sugeria que la induccidon de
autoanticuerpos contra estos necantigenos (proteinas citrulinadas) era/es especifica

de los humanos®.
3.6 Papel de los anticuerpos anti-PCC en AR

Se ha propuesto gue la produccidn de anticuerpos anti-PCC estd mediada por
infecciones virales tales como la hepatitis C. Muchas enfermedades infecciosas
también incrementan los titulos de FR-IgM ®.

El papel de los anticuerpos anti-PCC en la patogénesis de la AR no es claro. Una
teoria propone que el incremento en la transformacion de la arginina a cilrulina



durante la apoptosis puede inducir, en individuos con predisposicion genética, la
sintesis de anticuerpos anti-PCC inclusive en los meses previos a la aparicidn de los
sintomas clinicos de la AR 2.

Un posible mecanismo fisiopatoldgico es el gue presentan Vossenar cols, guienes
sugieren que una infeccién puede desencadenar una respuesta inflamatoria en la
cual se puede producir dafo y muerte de las células del sistema granulocitico. Las
enzimas intracelulares como la PAD pasarian al medio extracelular, produciendo la
citrulinacidn de cierias proteinas. Estas proteinas citrulinadas se comportarian como
necantigenos y serfan presentadas a los linfocitos T, por ias celulas presentadoras
de antigeno unidas a moléculas del CPH. Se produciria una estimulacion de los
linfocitos T, que a su vez estimularian a los linfocitos B para producir anti-PCC.
Dichos anticuerpos se unirian a las proteinas citrulinadas produciendo la activacion
del sistema fagocitico-mononuclear la cual, estimularia el reclutamiento de
granulocitos, Pequenfas alteraciones en este proceso pueden llevar a la perpetuacion

de una respuesta inflamatoria anémala produciendo en definitiva AR **.

Objetivos

1. Comparar la utilidad de tres equipos para la deleccion de anticuerpos anti-
PCC mediante EIE de segunda generacion.

2. Comparar la utilidad de dos equipos para la deteccidn de la actividad de FR
isotipos IgG, lgA e IgM mediante EIE.

3. Eslablecer los valores de referencia de los anticuerpos anti-PCC y del FR
isotipos IgG, lgA e IgM en la poblacion Mexicana.

4. Determinar la frecuencia de los anticuerpos anti-PCC en pacientes con artritis
temprana y pacientes con AR tardia.

5. Determinar la frecuencia de FR de isotipos 1gG, IgA e IgM en pacientes con
artritis temprana y pacientes con AR de larga evolucidn,

6. Correlacionar la presencia de anticuerpos anti-PCC y FR con la actividad de la
enfermedad en la poblacién de pacientes con artritis temprana.

7. Correlacionar la presencia de anticuerpos anti-PCC y FR con el numero de
criterios del Colegio Americano de Reumatologia para AR (CAR 1987).
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Hipotesis

El incremento en la transformacion de la arginina a citrulina induce en individuos con
predisposicion genética, la sintesis de anticuerpos ant-PCC** 2. Estudios
preliminares han mostrado que los anticuerpos anti-PCC son utiles en el diagnodstico

temprano de la AR y ademas tienen un valor prondstico >'.
Pacientes y métodos
6.1 Pacientes y controles

Estudiamos 100 sujetos sanos, 44 pacientes con artritis temprana y 25 pacientes con

AR tardia, de todos ellos obtuvimos consentimiento informado antes de incluirlos en

el estudio.

6.1.1. Definiciones

- Artritis temprana: pacientes con monoartritis, oligoartritis o poliartritis evidenciadas
por un reumatélogo, de menos de un ano de evolucién, pertenecientes a la clinica de
artritis temprana del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran (INCMNSZ).

- Artritis Reumatoide: pacientes con AR (cuatro o mas criterios del CAR, 1987) con 3
0 mas anos de evolucion.

- Sujetos Sanos: sujetos clinicamente sanos, de ampos sexos, en cuyos sueros 10s
examenes de laboratorio para sifilis, hepatitis B y VIH fueron negativos. Las muestras

se obtuvieron del banco de donadores del INCMNSZ.

6.1.2 Evaluaciones médicas

Pacientes con artritis temprana. Al momento de la toma de la muestra se realizé una
evaluacion médica por un reumatologo la cual incluyé:

- Recuento de articulaciones inflamadas (28 articulaciones evaluadas: hombros,
codos, carpos, 1% a 5° MCF, 1" a 52 IFP y rodillas).

"



- Recuento de articulaciones dolorosas (28 articulaciones evaluadas: hombros,
codos, carpos, 1% a 5* MCF, 1% a 5 IFP y rodilias).

- Aplicacion de cuestionario de auto-evaluacion HAQ (Health Assessment
Questionnaire), ver Anexo 1.

- Aplicacion de escala visual analoga para el dolor (EVAD). Incluye una escalade O a
100 mm, donde O implica ausencia de dolor y 100 el maximo dolor posibie. Es
puntuada por el paciente, ver Anexo 2.

- Aplicaciéon de escala visual andloga para el estado general de la enfermedad
(EVAG). Incluye una escala de 0 a 100 mm donde 0 implica muy buen estado
general y 100 muy maio, ver Anexo 2.

- Determinacion de proteina C reactiva (Nefelometria).

- Determinacion de velocidad de sedimentacién globular (Westergren).

- Calculo del indice de actividad DAS28 (Disease activity Score, 28 articulaciones
evaluadas) 2.

Pacientes con Ariritis Reumatoide de larga evolucién.

Al momento de la toma de la muestra se determind:

- Numero de articulaciones inflamadas.

- Numero de articulaciones dolorosas.

- Velocidad de sedimentacion globular (VSG).

6.2 Determinacion de anticuerpos anti-PCC

La deteccion de los anticuerpos anti-PCC se realizé mediante el método de EIE,
utilizando tres diferentes marcas de equipos. Con el equipo Inmmunoscan RA (ED
anti-PCC, Euro-Diagnostica, Malmo, Sweden) se realizaron diluciones de las
muestras 1:50 y se incubaron durante 60 minutos a 37°C. Al equipo Quanta Lite CCP
IgG ELISA (IN anti-PCC, INCVA Diagnostics) las muestras se diluyeron 1:100 y se
incubaron 30 minutos entre 18 a 22 °C. Con el equipo de Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG (El anti-PCC ELISA) las muestras se diluyeron 1:100 y se

incubaron 60 minutos a 22°C
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6.2.1 Principio de la prueba

Brevemente y como ya se menciono en el apartado 3.4, los anticuerpos anti-PCC AR
especificos son capturados por péptidos citrulinados sintéticos inmovilizados en fase
sélida {microplaca de ELISA). El suero diluido de los pacientes se anadi6 a los pozos
de la microplaca y se incubd. Los anticuerpos especificos se unirén a los PCC. El
resto de los anticuerpos se elimind mediante lavados. La unidn de los anticuerpos
anti-PCC se pone de manifiesto mediante un anticuerpo anti-lgG conjugado a enzima
el cual se incubd con su sustrato. £l color desarrollado fue indicativo de la presencia

de anti-PCC y es medid en un lector de microELISA.

6.2.2 Método

Se tom6 una muestra de 8 mL de sangre periférica a los pacientes. Las muestras se
colocaron en tubos de 12 X 75 mm con la clave del ensayo anti-PCC. Se
centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min.  Posteriormente se separd el suero, mismo
que permmanecié almacenado a menos 20°C hasta su posterior uso en la

cuantificacion de autoanticuerpos.
6.2.3 Manejo y almacenamiento

Una vez iniciados los ensayos las muestras se conservaron entre 2-8°C, al resguardo
de la luz. Las microplacas de EILISA se sacaron de su envoltura y se dejaron a
temperatura ambiente {TA) durante 30 min. Se evitd al maximo la accién directa de la

luz sobre la solucién del cromogeno.

6.2.4 Procedimiento del ensayo

6.2.4.1 Protocolo de lavado

Se efecttio después de cada incubacion de manera automatizada con el equipo DSX
de la compafiia, Dynex Technologies. En cada ensayo antes de iniciar se comprob6
el funcionamiento adecuado del dispositivo de lavado, aspersidn correcta de las
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puntas del peine y aplicacion correcta de los volimenes de lavado. El equipo se

programé para realizar tres lavados entre cada incubacién.

8.3 Protocolo del ensayo immunoscan RA (EURO-DIAGNOSTICA, Miimoe,
Sweden)

Las muestras se diluyeron 1:50 en el amortiguador correspondiente. Cuando todos
los reactivos estuvieron a TA, se adadieron 100 ul de amortiguador de dilucion
{blanco), calibradores, controles negativo, positivo y 100 pl de las diluciones de las
muestras en el resto de los pozos de la placa. Se incubd durante 60 min a 37°C en
camara humeda. Se elimind el contenido de los pozos como se menciond en el
profocolo de lavado. Posteriormente se adicionaron 100 ul/pozo del conjugado anti-
IgG-HRP (peroxidasa de rabano)} y se incubs durante 80 min a 37°C en camara
himeda. Se realizé otro ciclo de lavados e inmediatamente después se adicionaron
100 plipozo de la solucidn de sustrato 3.3, 558-Telrametil-benzidina (TMB). Se
incubd durante 30 min a TA. Transcurrido ese tiempo se detuvo la reaccidn con 100
ulfpozo de solucibn de paro (dcido sulfurico diluido). Finalmente se leyd la
absorbancia a 450 nm. £l calculo de los titulos de los anticuerpos anti-PCC en las

muestras se realizé de manera automatica en el equipo DSX.
6.3.1 Control de calidad

El calibrador A {estandar de 1800 U/mL} siempre mostrd un vaior > 0.9 DO. El valor
del control positivo siempre estuvo dentro del rango marcado para el control de
calidad de cada equipo y el control negativo siempre fue < 25 U/mL. 8i eslo no se
cumplia, la prueba se considerd invalida y se repitid.

6.3.2 Método de célculo

El valor en densidad ¢éptica (DO) del blanco se sustrajo at de las DO de los controles,
estandares y muestras {la curva estandar es lineal en un rango de 25 a 1600 U/mL).
Su representacion grafica se hizo a escala lineal/logaritmica, situando en el eje de las
abscisas los valores de absorbancia {en DO a 450 nm) y en el eje de las ordenadas

la actividad de los anticuerpos en U/mbL. El titulo de los anticuerpos se calculd por
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medio de la curva creada con los estandares. Se usé el programa revelation 5.15 del
DSX que ajustd la curva a 5 parametros y facilité el calculo. La curva no funciona

para valores menores a 25 U/mL. Las muestras con titulos mayores de 1600 U/mL se

diluyeron y se repitieron

6.4 Protocolo del ensayo QUANTA Lite ™ CCP IgG ELISA (INOVA

Diagnostics, Inc.})

Las muestras se diluyeron 1:100 en su amortiguador correspondiente y cuando todos
los reactivos alcanzaron {a TA, se pusieron 100 ul de del PCC IgG positivo débil,
PCC IgG positivo fuerte, PCC IgG calibradores B a E y de las diluciones de las
muestras en los pozoes correspondientes de la placa. Se incub6 durante 30 min a TA.
Transcurrido el tiempo se elimind el contenido de los pozos como se menciond en el
protocolo de lavado. Posteriormente se adicionaron 100 ul/pozo del conjugado anti-
IgG-HRP vy se incub6é durante 30 min a TA. Se hizo otro ciclo de lavados e
inmediatamente después se adicionaron 100 pl/fpozo de solucidn de sustrato TMB.
Se incubd durante 30 min a TA. Posteriormente se detuvo la reaccién con 100
pulipozo de solucidén de paro (acido sulfurico diluido). Finalmente se leyd la
absorbancia a 450 nm. El calculo de los titulos de los anticuerpos anti-PCC en las

muestras se realizé de manera automatica en el DSX.

6.4.1 Control de calidad

Se cumplieron todos los criterios citados a continuacion:

a. La DO del control Positivo fueron superiores a la del control positivo
débil y las de éste fueron superiores a las del control negativo.

b. El control Positivo Fuerte tuvo DOs mayores a 1.0, en tanto que las del
control negativo no fueron mayores de 0.2.

c. Las DO del controt Positivo débil fueron superiores al doble del control

negativo o mayor de 0.25.
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6.4.2 Método de calculo

Se utitizé el polinomio de interpolacién cubica, linear/linear (un polinomic de tercer
orden) para trazar ia curva.

Los titulos de los anticuerpos anti-PCC expresados en DO en el eje las abscisas, se
interpolaron en la curva de los estandares para obtener su valor en U/mL en el gje de

las ordenadas.

6.5 Protocolo del ensayo Anti-CCP ELISA (Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG)

Las muestras fueron diluidas 1:100 en su amortiguador correspondiente y cuando
todos los reactivos alcanzaron la TA, se aplicaron 100 ulipozo de ios controles PCC
negative, PCC positivo y de las diluciones de las muesiras, en sus pozos
correspondientes. Se incubé durante 80 min a TA. Posteriormente se elimind el
contenido de 105 pozos como se menciond en el protocolo de lavado. Se adicionaron
100 piipozo de anti-lgG conjugada con fosfatasa alcalina (anti-lgG-FA) y se incubd
durante 30 minutos a TA. Se hizo un segundo ciclo de lavados e inmediatamente
después se adicionaron 100 pl/pozo de solucion de sustrato p-nitrofenilfosfato. Se
incub® durante 30 min a TA. Posteriormente se detuvo la reaccidn con 100 pl/pozo
de solucion de paro (NaOH, 1M). Finalmente se leyd la absorbancia a 405 nm. EI
caiculo de los titulos de los anticuerpos anti-PCC en las muestras se realizé de

manera automatica en el DSX

6.5.1 Método de célculo

La representacién gréfica de la curva estdndar se hizo en una escala
finearflogaritmica con la cual se determinaron los titulos de los anticuerpos anti-PCC
en las muestras de los sujetos estudiados. Con las DO expresadas en el gje de las
abscisas se interpolaron los valores de las muesiras de 05 pacientes y se obtuvieron

los titulos en U/mi.
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6.6 Cuantificacion del Factor Reumatoide

El FR de isotipos 1gG, IgA e IgM se cuantificé mediante EIE utilizando dos equipos
diferentes: Quanta Lite RF 1gG, 1gA e IgM de la marca INOVA Diagnostics inc y los
equipos Rheumatoid Factor IgG, IgA e IgM de la marca Orgentec Diagnostika GmbH.

6.6.1 Principio de la prueba

Los pozos de placas de microELISA sensibilizados con fragmentos de IgGs
hurmnanas sirven como sustrato para la deteccion de anticuerpos con actividad de FR.
Las diluciones de los sueros de los pacientes y de los controles se incubaron en los
pozos de las placas y 108 anticuerpos especificos se unen a los fragmentos de Fe. El
resto de fos anticuerpos no unidos fueron eliminados mediante lavados. La unién de
los anticuerpos especificos se puso de manifiesto mediante un anticuerpo conjugado
con HRP el cual se incubd con su sustrato. El color desarrollado fue proporcional a la
concentracién de los autoanticuerpos con aclividad de FR. La actividad de FR fue

medida en un espectrofotémetro a 450 nm

6.7 Protocolo del ensayo Rheumatoid Factor (igG, igA e IgM) de la marca
Orgentec Diagnostika, GMBH

Las muesiras se diluyeron 1.100 en su amortiguador comrespondiente y todos los
componentes de los equipos comerciales se sacaron de refrigeracién para que
alcanzaran la TA. El paso siguiente fue colocar 100 ul de los calibradores, controles
negativo y positivo y de las diuciones de las muestras en sus pozos
correspondientes en las placas. Se incubd durante 30 min. a TA. Transcurrido el
tiempo, se elimind el contenide de los pozos y se realizaron {ves lavados con 300 ul
de solucion de lavado cada uno. Posteriormente se adicionaron 100 w/pozo del
conjugado {anti-igG, IgA o IgM humana) marcado con HRP y se incubs durante 15
min. a TA. Se hizo otro ciclo de lavados e inmediatamente después se adicionaron
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100 ulfpozo de solucion de TMB. Se incubd durante 15 min. a TA. y posteriormente
se detuvo la reaccion con 100 ul/pozo de solucion de paro (dcido clorhidrico). Se

incubd durante 5 minutos a TA. y finalmente se ley¢6 la absorbancia a 450 nm.

6.7.1 Control de calidad

E! sistema cuantitativo de la prueba para detectar la actividad de FR (isotipos 1gG,
IgM e IgA) esta calibrado en unidades arbitrarias.
Para considerar validos los resultados se cumplieron los criterios citados a
continuacion:

i. Las U/mL del control positivo estuvieron dentro del rango de 75 a 125 U/mL.

ii. Las U/mL del control negativo fueron menores de 10 U/mL.

6.7.2 Método de céiculo

Para hacer el calculo de la actividad de FR en las muestras de los pacientes se traz¢
la curva de los estandares, cuya representacion gréfica se hizo en escala
linealflogaritmica, situando en el eje de las abscisas los valores de absorbancia a 450
nm y en el eje de las ordenadas la actividad de FR en U/mL. El titulo de los
anticuerpos con actividad de FR (isotipos 1gG, IgA o IgM) se calculd interpolando los

valores de DO de las muestras, en la curva creada con los estandares.

6.8 Protocolo del ensayo QUANTA Lite ™ RF ELISA (INOVA, Diagnostics,

inc.)

Las muestras se diluyeron 1100 en su amortiguador correspondiente y todos (os
componentes de los equipos comerciales se sacaron de refrigeracion para que
alcanzaran fa TA. El paso siguiente fue colocar 100 ui de los calibradores, controles
negativo y positivo y de las diluciones de las muestras en sus pozos
correspondientes en las placas de microELISA. Se incubd durante 30 min a TA.

Posteriormente se elimind el contenido de los pozos y se realizaron tres lavados con
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300 pl cada uno de solucion de lavado. Se adicionaron 100 pl/ipozo del conjugado
anti-lgG, IgA o IgM humana marcado con HRP y se incubo durante 15 min a TA. Se
hizo otro ciclo de lavados e inmediatamente después se adicionaron 100 ulfpozo de
solucion de TMB. Se incubd durante 30 min a TA y posteriormente se detuvo la
reaccion con 100 plpozo de solucidn de paro (acido sulfirico diluido). Se incubd
durante 5 minutos a TA y finalmente se leyd la absorbancia a 450 nm.

6.8.1 Control de calidad

Para considerar validos los resultados se cumplieron todos los criterios siguientes.

a. Ei control Calibrador A FR {1gG, IgA e IgM) tuvo una absorbancia mayor a 1.0
DO.

b El conirol negativo no fue mayor de 0.2 DO.

¢. La absorbancia del Calibrador A FR (igG, IgA e IgM) fue superior a la del
control FR {IgG, IgA e IgM} v la de este fue superior a la del control negativo.

d. La absorbancia del control FR IgG fue superior al doble del control negativo ©

estuvo por arriba de 0.25 DO,

6.8.2 Método de calculo

Para hacer el calculo de la actividad de FR en las muestras de los pacientes se trazé
la curva de los estandares, cuya representacion grafica se hizo en escala logaritmica,
situando en el eje de las abscisas los valores de absorbancia a 450 nm y en el eje de
las ordenadas la actividad de FR en U/mL. El titulo de los anticuerpos con actividad
de FR (isotipos igG, IgA o IghM) se caicuié interpolando los valores de absorbancia de

las muestras en la curva creada con los estandares.
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6.9 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se uso el programa de computadora SPSS version 12.0.
Los puntos de corte de los anticuerpos anti-PCC y del FR (isotipos 1gG, IgA e IgM)
fueron determinados usando curvas ROC. Para las comparaciones de las variables
se emplearon las pruebas de U de Mann-Whitney y ia prueba exacta de Fisher,
valores de p<0.05 fueron considerados significativos. Los coeficientes de correlacion
entre los equipos comerciales usados para la deteccion de los autoanticuerpos se
estimaron con la prueba de Pearson de 2 colas, valores de p<0.01 fueron
considerados significativos. Se utilizaron modelos de regresion logistica para estimar
la correlacion entre la presencia de los anticuerpos estudiados y el nimero de

criterios para AR del Colegio Americano de Reumatologia.
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Resultados

7.1 Caracteristicas demogréficas y clinicas de los sujetos estudiados

7.1.1 Sujetos sanos
Se estudiaron 100 sujetos sanos con una media de edad de 37.9112.2 afos de los

cuales 67% fueron mujeres.

7.1.2 Pacientes con artritis temprana

Se estudiaron a 44 pacientes con una media de edad 38.7+13.8 anos, de ios cuales
81.5% fueron mujeres. La media del tiempo de evolucion fue 58127 meses. Los
pacientes tuvieron en promedio 5.1+1.1 criterios para AR del CAR. La media de
articulaciones inflamadas fue 131£5.9, la de articulaciones dolorosas fue de 14.3+7.1,
la del DAS28 fue de 6.1£1.3, la del HAQ fue de 1.4£0.9, la de la EVAG fue de
56.4+27.3 y la de la EVAD fue de 55.3.425.1. Desde el punto de vista seroldgico, la
media de la VSG fue 31.7+22.5 mm/hr y la media de la proteina C reactiva de

2.344.0 mg/dL.

7.1.3 Pacientes con AR

{.os pacientes con AR tardia tuvieron una media de edad de 47.5+12.9 y un tiempo
medio de evolucion de 15111 afios. Veintitrés fueron mujeres (92%). L.a media de las

articulaciones inflamadas v dolorosas fue de 11.529.6. La media de la VSG fue de

34.4+30.5 mm/hr.
7.2 Caracteristicas técnicas de los equipos para detectar anticuerpos anti-PCC

Las caracteristicas de los equipos se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas de los equipos para detectar anti-PCC

Equipos comerciales

Caracteristicas __EDanti-PCC’ IN anti-PCC* El anti-PCC’
Generacion Segunda Segunda Segunda
Dilucion de las muestras 1:50 1100 1:100
Muestras
Tiempo de 60 min/37° C 30 min/TA 60 min/TA

incubacion/Temperatura

Solucion de lavado Sin colorante Con colorante Sin colorante
Conjugado Anti-1gG humana/ Anti-lgG Anti-lgG humana/
perioxidasa humana/ fosfatasa alcalina
perioxidasa
Conjugado
Tiempo de 60 min/37° C 30 min/TA 30 min/TA

incubacion/Temperatura

Sustrato T™MB TMB PNFF
Solucion de paro Acido sulfurico Acido sulfirico NaOH 1.0 M
Lectura 450 nm. 450 nm. 405 nm.

Abreviaturas: TMB= 3,3',5,5-Tetrametil-benzidina, PNFF = p-nitrofenilfosfato; TA = Temperatura ambiente;
NaOH = Hidroxido de sodio.

¥ Inmmunoscan RA de la marca Euro-Diagnostica. Mdlmo, Sweden

£Quanta Lte CCP IgG ELISA de la marca INOVA Diagnostics, inc

*Anti-CCP ELISA Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG

7.3 Comparacion de los equipos para detectar FR (isotipos IgG, IgA e IgM) y
anticuerpos anti-PCC

La tabla 4 muestra el andlisis de comelacion de los titulos de FR detectados mediante
dos equipos comerciales en los tres grupos de estudio. Como se puede ver, a
menores valores, menor es la correlacion entre los equipos. En el grupo de pacientes
con artritis temprana y con AR tardia se obtuvieron los mejores coeficientes de
correlacion.

En los sujetos sanos las mayores discrepancias se observaron al detectar el FR de
isotipo igM (0.168). La correlacién entre los equipos para el FR isotipo I1gG fue de
0.381 y-para el FR isotipo IgA fue de 0.438.

En el grupo de pacientes con artritis temprana los mejores coeficientes de
comrelacion se obtuvieron para el FR-IgM (0.784) y para el FR-IgA (0.769). En

pacientes con AR tardia el mejor coeficiente de comrelacion fue para FR-IgA (0.861).



Tabla 4. Coeficientes de correlacion de los titulos de FR detectados mediante dos equipos comerciales

Coeficiente de correlacién

Grupo 1gG igA igM
= 1vs2 = 1vs2 1vs2
Sujetos sanos 0.381 0.438 0.168
Pacientes con artritis temprana 0.453 0.779 0.784
Pacientes con AR tardia 0.573 0.861 0.618

1 = Equipo de la marca Orgentec
2 = Equipo de |a marca INOVA

La tabla 5 muestra los coeficientes de correlacion entre los tres equipos para la
deteccién de anti-PCC. En los sujetos sanos el coeficiente de correlacién mas bajo
fue el obtenido entre los equipos IN y El (0.397) y el mas alto entre los equipos ED y
El (0.738). En el grupo de pacientes con artritis temprana, el coeficiente de
correlacién mas bajo lo presento la comparacion entre los equipos ED y El (0.414) y
el mas alto entre los equipos ED e IN (0.761). En el grupo de pacientes con AR tardia
se obtuvieron los coeficientes de correlacion mas altos, debido a que dichos
pacientes fueron los que presentaron los titulos mas altos de ant-PCC (la
concordancia de los anti-PCC fue mayor a titulo altos que a titulos medios y bajos).
La mayor concordancia fue con la comparacion de los equipos IN y El (0.862). Los
resultados muestran una alta variabilidad entre los PCC con los que son
sensibilizadas las placas de ELISA. Lo anterior lleva a establecer que una vez
seleccionado un equipo, se deberd mantener por el mayor tiempo posible, para de
esta manera asegurar la menor variabilidad en el diagndstico y seguimiento de los

pacientes.



Tabla 5 Coeficientes de correlacion de los titulos de los anti-PCC detectados con tres equipeos comerciales.

Coeficiente de correlacién

Grupo 1vs2 1vs3 2vs3
Sujeh:n:s o o 0510 0.738 0.397
Pacientes con artritis temprana 0.761 0.414 0.850
Pacientes con AR tardia 0.812 0.751 0.862

1 = ED. Immunoscan RA de la marca Euro-Diagnostica, Maimoe, Sweden.
2 = IN, Quanta Lite CCP IgG ELISA de la marca INOVA Diagnostics, Inc.
3 = Ei. Anti-CCP ELISA de la marca Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG.

7.4 Establecimiento de los valores de referencia para la deteccion del FR

(isotipos IgG, IgA e IgM) y de los anticuerpos anti-PCC.

Para conocer el rendimiento global de cada prueba y elegir los valores de referencia
se construyeron curvas ROC, en las cuales se graficé el valor complementario de Ia
especificidad (en el eje de las ordenadas) contra la sensibilidad (en el eje de las
abscisas).

En el analisis de la curvas ROC el area bajo la curva (Abc) indica el rendimiento
global de la prueba. De esta, manera entre mas se acerca el valor del area a 1.0 el
rendimiento de la prueba es mayor. La Fig. 1 muestra las curvas ROC de los titulos
de FR-IgG detectados con los equipos de Orgentec e INOVA en los sueros de los
pacientes con artritis temprana (Abc = 0.86 y 0.822 respectivamente) y con AR tardia
(Abc = 0.937 y 0.863 respectivamente). Las curvas con mayor area fueron las de los

equipos de Orgentec.
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Fig. 1 Curvas ROC para FR de isctipo 1gG. A. Artritis Temprana. Area bajo fa curva equipa de Orgentec = 0.86; drea bajo 2
curva equipo de INOVA = 0.822. B. AR tardia. Area bajo la curva equipo de Orgentec = 0.937; &ea bajo la cusva equipo de
INOVA = 0.863.
La Figura 2 muestra las curvas ROC de los titulos de FR-igA detectados con los
equipos de Orgentec e INOVA en los sueros de los pacientes con artritis temprana
(Abc = 0.832 y 0.891 respectivamente) ¥y con AR tardia {(Abc = 0.975 v D.945
respectivamente). Las curvas con mayor Abc fueron las de las equipos de (NOVA
(0.891) para artritis temprana y Orgentec para AR tardia (0.975).
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Fig 2. Curvag ROC para FR de isotipo IgA. A. Artritis temprana. Area bajo la curva equipo de Orgentec = 0.832; drea bajo la
curva equipo de INOVA = 0.891. B. AR tardia. Area bajo la curva equipo de Orgentec = (.975; drea baje fa curva equipo de
INOVA = 0.945.
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La Fig. 3 muestra las curvas ROC de los titulos de FR-IgM detectados con los
equipos de Orgentec e INOVA en los sueros de los pacientes con arlritis temprana
(Abc = 0.931 y 0.867 respectivamente} y con AR tardia (Abc = (0.984 y 0.936
respectivamente). Las curvas con mayor area fueron las de los equipos de Orgentec.
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Fig 3. Curvas ROC para FR de isotipo IgM. A_ Artritis temprana. Area bajo la curva equipo de Orgentec = 0.931; &rea bajo la
curva equipe de INOVA = 0.867. B. AR. Area bajo la curva equipo de Orgentec = 0.984; drea bajo la curva equipo de INOVA =
0.936.

La Figura 4 muestra las curvas ROC para los anti-PCC. En el grupo de pacientes
con artntis temprana las Abc fueron: ED =0.818; IN =0.81 ¥y El = 0.798. En &l grupo
de pacientes con AR tardia, las Abc fueron: ED = 0.987; IN = 0939 y Et = 0.881. Las
curvas con mayor Abc tanto para arlritis temprana como para AR tardia fueron las de
los equipos de ED (0.818 y 0.987 respectivamente).
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Fig 4. Curvas ROC para anticuerpos anti PCC. A. Artritis temprana. Area bajo la curva equipe ED = 0.818; drea bajo la curva
equipo IN = 0.81; drea baje la curva equipo Ei = 0.796. B. AR tardia. Area bajo la curva equipo ED = D.987; drea bajo la curva
equipo IN = 0.939; area bajo la curva equipo El = 0.981.

En resumen: las mejores areas bajo la curva se obluvieron con los eguipos de
Orgentec para FR de los tres isotipos y ED para anti-PCC. A partir de dicho analisis,

se establecieron los valores de referencia con la mas alta sensibilidad ¢
especificidad.

7.5 Sensibilidad y Especificidad

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo (¥Pi} y positivo (VPP) se
estimaron a partir del analisis de las curvas ROC. Los resuftados se obiuvieron al
analizar a los 25 pacientes con AR tardia y a los 44 pacientes con artritis temprana.
La tabia 6 muestra la sensibilidad, especificidad y valores de referencia (VR}) para FR
isotipos 1gG, IgA e IgM en ambos grupos de pacientes.



Tabla 6. Sensibilidad, especificidad y valores de referencia del FR

e iISOTIPO
1gG IgA igM o
Grupo Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad
e o -, . % %
Artritis 70.5 91.0 75.0 83.8 81.8 91.0
temprana
VR S 35.5 U/mL VR S 13.0 U/mL VR £ 15.5 UmL
Antnitis 80.0 92.0 840 89.0 88.0 9.0
reumaloide
VR s 35.5 UimL VR S 26.5 UimL VR 5 27.0 UmL

FR-IgG: el valor de referencia se establecid6 en 355 U/mL. Con dicho valor la
sensibilidad y especificidad de la prueba fue del 70.5 y 91.0% respectivamente en
artritis temprana, y del 80.0 y 92.0% respectivamente, en AR tardia.

FR-IgA: se establecieron dos valores referencia, uno para artritis temprana en 13.0
U/mL (sensibilidad: 75.0%, especificidad: 83.8%) y otro en AR tardia en 26.5 U/mL
(sensibilidad: 84.0%, especificidad: 89.0%).

FR-IgM: se establecieron dos valores de referencia, uno para artritis temprana en
16.5 U/mL (sensibilidad: 81.8%, especificidad: 91.0%) y otro para AR tardia en 27.0
U/mL (sensibilidad: 88.0%, especificidad: 99.0%).

La tabla 7 muestra los valores de sensibilidad, especificidad y valores de referencia
de los anti-PCC. Para el grupo de artritis temprana el valor de referencia se
establecié en 25.0 U/mL con una sensibilidad de 67.4% y especificidad de 98.9%,
VPP de 96.0 % y VPN de 99.0 % (sensibilidad de 65.0 % y especificidad de 99.0%).
En el grupo de pacientes con AR tardia el valor de referencia se establecié en 36.5

U/mL con una sensibilidad de 84.0 % y una especificidad de 98.9 %.
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Tabla 7. Sensibilidad y especificidad y valor de referencia de los anti-PCC

anti-PCC
Sensibilidad Especificidad
Grupo % % Valor de referencia U/mL
Artritis temprana 67.4 98 9 5250
Artritis reumatoide 84.0 98.9 <36.5

Con los valores de referencia anteriormente establecidos para FR-IgG, FR-IgA, FR-
IgM y a-PCC los controles sanos fueron positivos en el 8.0%, 15.2%, 9.0% y 1.0%,
respectivamente.

En el grupo de artritis temprana, 70.5% tuvieron FR-IgG positivo vs. 80.0% de los
pacientes con AR tardia, p= 0.38; 72.7% tuvieron FR-IgA positivo vs. 84.0%, p=0.29;
79.5% tuvieron FR-IgM vs. 88.0%, p=0.37 y 63.9% tuvieron anti-PCC positivos vs.
84.0% de los pacientes con AR tardia, p=0.09.

7.6 Curvas de distribucion del FR (isotipos IgG, IgA e igM)

Los resultados presentados se obtuvieron a partir de los equipos seleccionados en el
analisis de las Curvas ROC. Para FR (isotipos 1gG, IgA e IgM) el equipo de Orgentec
y para anti-PCC el equipo ED.

7.6.1 FR-gG

Sanos: el mayor porcentaje de sujetos sanos tuvo valores entre 0.0 y 60.0 U/mL
(mediana = 13.9 U/mL [8.2-91.7]). Los titulos mas altos estuvieron alrededor de las
10.0 U/mL.

Pacientes: la mayoria de los pacientes con artritis temprana tuvo valores alrededor
de las 100.0 U/mL (mediana = 109.6 U/mL [8.7-1003.2]) y la mayoria de los
pacientes con AR tardia valores alrededor de 200.0 U/mL (mediana = 97.9 U/mL
[13.5-1042.9]; p=1). Figura 5.
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Fig. 5 Graficas de distribucion de los titulos de FR-IgG detectados con el equipo Orgentec de la casa Diagnostika GmbH. A.
Sujetos sanos. B. Pacientes con Artritis temprana. C. Pacientes con AR tardia.

7.6.2 FR-IgA

Sujetos sanos: el mayor porcentaje se concentré entre los valores 5.0 y 30.0 U/mL
{mediana = 10.3 U/mL [6.1-28.6].) Los titulos mas altos estuvieron alrededor de 30.0
U/mL.

Pacientes: la distribucion de los titulos de FR-IgA en los pacientes con artritis
temprana alcanzo valores de hasta 1231.2 U/mL, con una aita frecuencia entre las
0.0 y las 100.0 U/mL (mediana = 41.1 U/mL [5.5-1231.2]). Los pacientes con AR
tardia mostraron titulos mas altos que los pacientes con artritis temprana (mediana =
83.7 U/mL [11.7-1401.3]; p = 0.03). Figura 6.
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Fig. 6 Gréficas de distribucion de los titulos de FR-IgA detectados con el equipo Orgentec de la casa Diagnostika GmbH. A.

Sujetos sanos. B. Pacientes con Artritis temprana. C. Pacientes con AR tardia.
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7.6.3 FR-IgM

Sanos: el mayor porcentaje tuvo valores entre 0.0 y 20.0 U/mL {mediana = 8.5 U/mL
[6.7-28.7]). Los titulos mas altos estuvieron alrededor de las 30.0 U/mL.

Pacientes: en pacientes con artritis temprana el titulo mayor fue de 1212.7 U/mL con
una alta frecuencia de pacientes con titulos alrededor de las 120.0 U/mL (mediana =
119.7 U/mL [7.8-1212.7}). En pacientes con AR tardia la mediana fue de 228.9 U/mL
[9.9-1384.9]. No hubo diferencias entre ambos grupos de pacientes, p=0.13. Fig 7.
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Fig. 7. Graficas de distribucion de los titulos de FR-IgM detectados con el equipo Orgentec de la casa Diagnostika GmbH. A
Sujetos sanos. B. Pacientes con Ariritis temprana. C. Pacientes con AR tardia.

De acuerdo a las distribuciones que presentaron los valores de Jos anticuerpos anti-
PCC y FR (isotipos IgG, IgA e IgM) los resultados fueron analizados con pruebas no

paramétricas.

7.6.4 Curvas de distribucion de anti-PCC

La Figura 8 muestra la frecuencia de distribucion de los titulos de anti-PCC para cada
uno de los grupos estudiados: sanos (Fig. 8 A), pacientes con artritis temprana (Fig.
8 B) y pacientes con AR tardia (Fig. 8 C). Sobre las graficas se sobreponen las

curvas de distribucion normal.
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Fig. 8 Graficas de distribucion de los titulos de ant-PCC detectados con el equipo ED immunoscan RA. (Euro-Diagnostica,
Miimo, Sweden). A. Sujetos sanos. B. Pacientes con Artritis temprana, C. Pacientes con AR tardia

La mayor parte de los sujetos sanos tuvieron titulos entre 0.0 y 25.0 U/mL (mediana
= 17.0 U/mL [15.1-36.2}). Los titulos mas altos fueron de 35.0 U/mL.

La mediana de los pacientes con artritis temprana para anti-PCC fue 235.3 U/ml y el
valor mas alto de 4857.6 U/mL. La mediana de los pacientes con AR tardia para anti-
PCC fue 445.3 U/ml v el valor mas alto de 2680.6 U/mL. La diferencia entre ambos
grupos de pacientes no fue significativa (p=0.22).

7.7 Pacientes con artritis temprana: actividad y su correlacién con la serologia

Se clasificaron los pacientes con ariritis temprana de acuerdo a la presencia o
ausencia de anti-PCC y FR. Se comparé la actividad de la enfermedad en los
diferentes grupos. La tabla 8 resume los datos mas relevantes. Los pacientes con
anti-PCC tuvieron mayor numero de criterios para AR del CAR, mayor actividad
clinica valorada por DAS28 y EVAG, peor funcionalidad valorada por HAQ y mayor
actividad serolégica evaluada por VSG y PCR, que los pacientes que carecian de
estos anticuerpos.

Los pacientes con FR-lgG positivo y FR-IgA positivo tuvieron mayor actividad
serologica de la artritis {medida por PCR y VSG) que quienes carecian de tales
anticuerpos.

El nimero de criterios para AR del CAR fue mayor en quienes tenian anti-PCC, FR-
IgG, FR-IgA 6 FR-IgM, que en quienes carecian de cualquiera de los anteriores.

Para el analisis de regresidon multiple se consideraron tnicamente seis de los siete
criterios para AR del CAR (se omitié el criterio de FR). Los pacientes con ambos
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anticuerpos, anti-PCC y FR-IgA, tuvieron 3.5 veces mayor probabilidad de tener un
numero mayor de criterios (cinco o seis) que los pacientes anti-PCC y FR-IgA

negativos, p=0.05.

Tabla 8. Andlisis de las caracteristicas clinicas, demogrdficas y de laboratorio de los pacientes con artritis temprana

ARt-PCC FR-gG FR4gA FR-igM
Caracteristica N=28 N=15 P N=31 N=13 P N=31 N=13 P N=12 N=9 P
+ = + 2 + & + i
40 34 081 31 4z o.11 35 azs 011 33 a4 013
Edad’ - -
19-79 19-73 18-73 19-75 15-79 19-75 13-79 2373
Sexo femenino . .
786 93.3 0.2z 806 923 0.34 813 917 040 85.7 73.8 0,57
%
” 53 8.3 57 46 57 4.8 57 57
Tiempo de ’ 512 0.507 0813 o . o _ . .
SVOlUCIGH 0.812 051z .50 812 .46- 10 0.51 08125 04610 0.45 080 1z 0.46-6 & 0.3z
(meses)
8 5 0004 5 4 0.001 6 4 0.001 6 5 003
N°. de 5
37 6 37 16 37 16 37 18
criterios*
6.4 5.4 0.04 64 52 63 53 5.1 54 0.30
DAS 28*
3664 3.5-8.7 3.687 3687 0.06 3.68.7 3.68.7 028 3657 3857
28 18 0.05 31 17 0.002 305 18.5 0005 28 17 0.2
VSG (mm/hr)* 9
16-105 355 8105 351 8105 363 3105 353

DAS28 = Indice que valora actividad. VSG = velocidad de sedimentacion globular.

*Se representa: mediana (limite inferior-limite superior),
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Tabla 8. Analisis de las caracteristicas clinicas, demograficas y de taboratorio de los pacientes con artritis temprana

{continuacion

Anti-PCC FR4gG FR-IgA FR-lgM
Caracteristica N=28 N=15 P N=31 N=13 P N=31 N=13 P N=12 N=9
+ = + - + - + -
142 0.16 0.005 16 0.183 0.002 14 018 0.02 105 018
PCR (mg/dL)*
( g/ ) 0.0-85 00-38 00-3.81 0.0-8 48 0.0-9.8 0083 005 42 0.0.3.21
HAQ 14 0.53 0.0z 1.5 0.85 0.03 1.45 088 0.20 1.37 DE-Y4
0.03 0013 0.0-3 00262 0.0-3 0.0-2.62 0.03 002852
12 10 0.08 14 10 015 13 10 043 n
Art. Inf. /28*
2.5 217 228 324 228 324 324
14 12 o1 15 12 016 145 12 ca2 13 12
Art. Dol. /28*
228 4-18 2.28 4-28 2-28 4-28 28 498
64 38 0.08 58.5 38 028 575 58.5 0.88 58 54
EVAD®
797 1487 7-37 1481 37 14-31 7-37 1473
EVAG* 58 33 0o2 &8 85 011 61 435 056 82 35
1195 092 11-95 095 1195 095 0-95 &35

083

PCR = Proteina C reactiva; HAQ = cuestionario que valora funcionalidad. Art. Inf/28 = N° de articulaciones inflamadas, de 28
evaluadas. Art. Dol/28 = N* de articulaciones dolorosas, de 28 evaluadas. EVAD = escala visual analoga de dolor. EVAG =
escala visual analoga del estado general de la artritis.

‘Se representa: mediana (limite inferior-limite superior).
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Discusion

La parte medular del trabajo consistié en comparar fres equipos comerciales de
segunda generacion para la cuantificacién de anticuerpos anti-PCC mediante ensayo
inmunoenzimatico. Simultaneamente, en los mismos sueros se realizd la
comparacién de dos equipos para cuantificar actividad de FR de isotipos 1gG, IgA €
lgM.

En general los procedimientos fueron de facil manejo. Sin embargo, el equipo IN
Quanta Lite CCP IgG de la marca INOVA Diagnostics, Inc presento un inconveniente,
ya que la solucion de lavado contenia un colorante e cual quedd depositado en las
mangueras del equipo automatizado DSX. Debido a lo anterior se generaron serios
problemas ya gue se contaminaron otros procedimientos que habitualmente se lievan
a cabo en el laboraterio de inmunclogia del INNSZ. Por ofra parte el control negativo
del equipo EI Ant-CCP ELISA de la marca Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG dio valores muy altos (esperado menor de 4.5 Uml,
observado 50.2 U/mL} o cual sugirié un pobre control de calidad. Con el equipo ED
Inmmunoscan RA de la marca Eurc-Diagnostica, Malimo, Sweden no se presentaron
problemas. En general el manejo de los dos equihos para la deteccién de FR fue
sencillo y sin inconvenientes.

En lo gue respecla a los coeficientes de correlacion entre los tres equipos que
detectan anticuerpos anti-PCC y los dos equipos gque miden la actividad de FR las
mejores correlaciones se obtuvieron en los pacientes que presentaban AR tardia, ya
que fueron los gue en general tuvieron titulos mas altos de todos los anticuerpos.
Para la deteccion de los anticuerpos anti-PCC en sujetos sanos el coeficiente de
correlacion mas bajo fue el obtenido entre ios equipos de IN INOVA y El Euroimmun
y €l mas alto entre los equipos ED Immunoscan RA (Euro-Diagnostica) y EI Anti-CCP
ELISA (Euroimmun). En los pacientes con artritis temprana, el coeficiente de
correlacion mas bajo lo presentd la comparacion de los equipos ED Immunoscan RA
y El Anti-CCP ELISA (Euroimmun). y la mas alta la de los equipos ED Immunoscan
RA e IN INOVA. En pacientes con AR tardia la mayor concordancia se observo entre
los equipos de IN INOVA y El Eurcimmun. En general las correlaciones entre los

diferentes equipos fueron pobres especialmente en las poblaciones en quienes los



titulos de anticuerpos fueron bajos o medios. Lo anterior implica que en la medida de
lo posible debe de usarse un Unico equipo con el fin de minimizar las variaciones de
origen técnico en la deteccidn de los anticuerpos arriba descritos. Esto seria de
especial relevancia en el seguimienio de los pacientes con artritis en quienes los
niveles de anticuerpos pudieran modificarse con el curso de la enfermedad.

En ambos grupos de pacientes {artitis temprana y AR tardia) las mejores dreas bajo
la curva para los tres isotipos de FR (IgG, IgA e IgM) se obtuvieron con el equipo de
Orgentec {Abc= 0.88, 0.832, 0.931 para artritis temprana y Abc= 0.937, 0.975, 0.984
para AR tardia, respectivamente). En los mismos grupos, las mejores Abc para anti-
PCLC se obtuvieron con el equipe ED Immunoscan RA (Abc= 0.818 y 0.987
respectivamente).

Una vez seleccionado el mejor equipo para cada prueba se determinaron los valores
de referencia y se calculé la sensibilidad vy especificidad. Es imporiante sefialar que
se determinaron valores de referencia para los pacientes con artritis temprana y para
los pacientes con AR tardia ya que ambos grupos se analizaron de manera
independiente. En todos fos casos, os pacientes con artnitis temprana tuvieron 1os
valores de referencia mas bajos, mismos que sugerimos deben de usarse para fines
de diagnédstico. _

El valor de referencia para FR-IgG fue de 355 U/mL (sensibilidad de 70.5% vy
especificidad de 91.0%), para FR-lgA de 13.0 U/mbL (sensibilidad de 75% vy
especificidad de 8398%) y para el FR-IgM de 155 U/mlb (sensibilidad del 81.8% v
especificidad de 81.0%). De manera relevante, los valores de referencia encontrados
difirieron de los indicados en el equipo Orgentec (= 20 U/mL) lo cual cuestiona la
validez de los valores de referencia sugeridos por la compafia en diferentes
poblaciones. De los tres isotipos el FR-IgM tuvo la mayor sensibilidad y especificidad,
seguido por el FR-igA, para ambos grupos de pacientes como ha sido reportado en
la literatura por algunos autores. No obstante los valores de sensibilidad para FR-
IgM, en nuestro estudio, fueron superiores®” ®. Algunos factores que pudieran
explicar dichas diferencias son el origen éitnico de las poblaciones estudiadas, la
variabifidad en la temporalidad a la hora de definir “artritis temprana” o la inclusién de
diferentes entidades en el diagnostico de artritis temprana. A este respecto cabe

mencionar que la gran mayoria de los pacientes de la clinica de artritis ternprana
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autores “ se enconiré una asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-PCC
FR-igA y un mayor numero de criterios del Colegio Americano de Reumatologia para
AR. Es decir, los pacientes que presentan ambos anticuerpos parecieron tener una

AR mas definida desde las etapas tempranas.
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Conclusiones

1.

Se compararon tres equipos de segunda generacion para detectar
anticuerpos anti-PCC en poblacion sana, en pacientes con artritis
temprana y en pacientes con AR tardia. El mejor equipo fue el ED
Inmmunoscan RA de la marca Eurc-Diagnostica, Maimo, Sweden. En
general, existié una mejor comelacidn entre titulos aitos gue entre
medios vy bajos. En pacientes con artritis temprana, la presencia de
anticuerpos anti-PCC se correlaciond con mavor aclividad clinica v
serolégica.

Se establecieron dos valores de referencia para anticuerpos anti-PCC.
Para el grupo de artritis temprana el valor de referencia se establecio en
25.0 UimkL con una sensibilidad de 67.4% y especificidad de 98.9%, VPP
de 96.0 % v VPN de 99.0 % (sensibilidad de 85.0 % v especificidad de
89.0%). En el grupo de pacientes con AR tardia el valor de referencia se
establecié en 385 U/mbL con una sensibilidad de 84.0 % y una
especificidad de 98.9 %. Sin embargo, por facilidad en el manejo de los
valores de referencia solo se usara el valor de 25.0 U/ml.

Detectamos ademas en los tres grupos la actividad de FR de isotipos
igG, lgA e IgM. E! mejor equipc fue el de la compania Orgentec
{Disgnostika GmbH). Se observd una baja correlacion entre los equipos
a titulos bajos de cualquier isotipo de FR. Los pacientes con AR tardia
tuvieron titulos mayores de FR-lgA que los pacientes con arlritis
tenprana. La presencia de FR-gG e IgA correlaciond con una mayor
actividad seroldgica en los pacientes con artritis temprana.

En pacientes con artritis temprana, la presencia de anti-PCC y FR-IgA se
asocid a un mayor nimero de criterios del Colegio Americano de
Reumatologia para AR, es decir con una AR mejor definida.
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ANEXOS

1. CUESTIONARIO DE EVALUACION DEL ESTADO DE SALUD HAQ.
Version validada al espafiol.

En esta seccién nos interesa conoce de que forma afecta su enfermedad su capacidad para
desempefiar sus actividades en la vida diaria. Puede agregar cualquier comentario que crea
oportunc al dorso de esta pagina.

DURANTE LA SEMANA PASADA:
Vestirse y arreglarse:

{Puede Usted: Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puede
dificultad dificuitad dificultad hacerlo

1.-Vestirse solo(a), incluyendo amarrarse las
agujetas de los zapatos y abrocharse los botones?

2.-Lavarse el cabello?

Levantarse

éPuede Usted: Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo
dificultad dificultad dificultad hacerlo

3.-levantarse de una silla sin apoyarse?

4.- acostarse y levantarse de la cama?

Comer
| éPuede Usted Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo
| dificultad dificultad dificultad hacerio

5.-cortar la came en el plato?

6.-levantar una taza o vaso lleno hasta la boca?

7.-abrir un carton nuevo de leche?

Caminar

{Puede Usted Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo

dificultad dificultad dificultad hacerlo

8.-caminar afuera de su casa sobre un terreno
plano?

9.-subir cinco escalones?

Si utiliza habitualmente algun UTENSILIO O APARATO DE AYUDA para hacer alguna de sus
actividades arriba mencionadas, por favor, marquelo con una cruz en la siguiente lista:

1.- Baston 5.- Aparatos utilizados para vestirse (gancho para abrocharse
2.- Andador los botones, aparato para subir cierres, cakzador etc)

3.- Muletas 6.- Utensilios adaptados para cocinar o comer.

4.- Silla de ruedas 7.- Silla especialmente adaptada.

8.- Otros (especifiquelos: )

Si en alguna de estas actividades suele necesitar LA AYUDA DE OTRA PERSONA por favor, marguela
con una cruz en la lista siguiente:

9.- Vestirse y arreglarse 11.- Comer.
10.- Levantarse 12.- Caminar.
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Higiene

cPuede Usted: Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo
dificultad dificultad dificultad hacerjo

10-lavarse y secarse el cuerpo?

11.-abrir y cerrar las llaves del agua?

12.-sentarse y levantarse del inodoro?

Alcance

iPuede Usted: Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo
dificultad dificultad dificultad hacero

13.-Alcanzar y bajar una bolsa de 2 kg que esté por
arriba de su cabeza?

14.- Agacharse para recoger ropa del suelo?

Agamrar

¢Puede Usted: Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo
dificultad dificultad dificultad hacerio

15-abnr las puertas de un auto?

16.- Abrir frascos que ya habian sido abiertos?

17.- Abrir y cervar las caniflas?

Actividadades.

éPuede Usted Sin ninguna | Con alguna Con mucha No puedo
dificuttad dificultad dificultad hacerlo

18-Hacer mandados ¢ ir de compras?

19.- Entrar y salir de un auto?

20.- Hacer tareas domesticas (barrer, arreglar el
jardin)?

Si utiliza habitualmente algin UTENSILIO O APARATO DE AYUDA para hacer alguna de sus actividades
arriba mencionadas, por favor, marquelo con una cruz en la siguiente lista:

13.- Asiento elevado para el inodoro 17.- Aparatos con mango largo para alcanzar cosas
14.- Asiento para baflarse 18.- Utensilios con mango largo en el bafio (cepilio
15.-Abridor de frascos (para frascos para la espalda, etc)

ya abiertos) 19.- Otros (especifique; h)

Si en alguna de estas actividades suele necesitar LA AYUDA DE OTRA PERSONA, por favor marquela
con una cruz en la lista siguiente:

20.- Higiene personal 21.- Agarrar y abrir cosas
22.- Alcanzar cosas 23.- Mandados y tareas domésticas.

Nombre y Firma del Paciente:




2. ESCALA VISUAL ANALOGA PARA EL PACIENTE.

Fjemplo: Marque en la linea como se indica, el punto que mejor refleja
su condicién:

Sin dolor El peor dolor
posible

~ Cologue en la iinea el punto donde Ud. considere que refleja en
promedio el dolor que padece por la artritis durante la Gltima semana.

Sin dolor El peor dolor
posible

Evaluacion global del paciente respecto a la actividad de la patologia.
¢Considerando todas las formas en que la artritis lo afecta, en promedio,
como ha estado durante la ditima semana?.

Muy bien - Muy mal

Nombre y Firma del paciente
Nota: Esta hoja no debe ser vista por su médico tratante.
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