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RESUMEN

Introduccioén: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica que se
caracteriza por la presencia de autoanticuerpos. Objetivo: desarrollar inmunoensayos cuba-
nos para determinar anticuerpos y evaluar la utilidad de anticuerpos contra un péptido del
fibrindgeno citrulinado para diagndstico y valoracion clinico terapéutica de pacientes con AR.
Métodos: Se realizd un estudio de casos y controles. Participaron 162 pacientes con AR, 112
pacientes con otras enfermedades y 50 individuos sanos. Se evalué el desempefio analitico
y diagndstico de un inmunoensayo novedoso para determinar anticuerpos contra un péptido
del fibrinogeno citrulinado disefiado mediante informatica, de factor reumatoide y anticuer-
pos antiqueratina. Se determinaron mediante inmunoensayos comerciales los anticuerpos
factor reumatoide, antipéptidos citrulinados de segunda generacion, anti vimentina citruli-
nada mutada, anti vimentina carbamilada y antiqueratina. Se realizd un estudio longitudinal
con 60 pacientes con AR temprana. Se determinaron los anticuerpos, proteina C reactiva,
velocidad de sedimentacion globular, indice de actividad y respuesta al metotrexato a los
seis meses. Resultados: Se introdujeron en la practica 3 inmunoensayos. El desempefio
diagnodstico de los anticuerpos contra el péptido del fibrindgeno citrulinado fue superior a los
inmunoensayos comerciales mas utilizados, con un costo por paciente inferior (5,52 CUC)
a los anticuerpos de segunda generacién (14,00 CUC). Los pacientes con estos anticuer-
pos, tuvieron mayor riesgo para mayor actividad (riesgo=0,96; p=0,0424) y baja respuesta al
tratamiento (riesgo = 0,82; p = 0,0402). La determinacion de anticuerpos contra un péptido
novedoso del fibrindgeno citrulinado tiene menor costo y gran utilidad para el diagnostico y
evaluacion clinico terapéutica en la AR.




Autoantibodies for diagnostic and prognostic in rheumatoid
arthritis: Cuban immunoassay with citrullinated fibrinogen
peptide

ABSTRACT

Keywords Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic and inflammatory disease characterized

by presence of autoantibodies. Objective: to develop Cuban immunoassays to determine anti-
bodies and evaluate the usefulness of antibodies against a citrullinated fibrinogen peptide for
diagnosis and therapeutic clinical assessment of patients with RA. Methods: A case-control
study was conducted. Participants were 162 patients with RA, 112 patients with other disea-
ses and 50 healthy individuals. The analytical and diagnostic performance of a novel immu-
noassay was evaluated to determine antibodies against a citrullinated fibrinogen peptide de-
signed by computer, rheumatoid factor and antiqueratin antibodies. Commercial rheumatoid
factor antibodies, second generation citrullinated peptides, mutated citrullinated vimentin,
carbamylated vimentin and antiqueratin were determined by commercial immunoassays. A
longitudinal study was conducted on 60 patients with early RA. Antibodies, C-reactive protein,
erythrocyte sedimentation rate, activity index and response to methotrexate after six months
were determined. Results: Three immunoassays were introduced into practice. The diagnos-
tic performance of the antibodies against the citrullinated fibrinogen peptide was superior
to the most commonly used commercial immunoassays, with a lower cost per patient (5,52
CUC) than the second-generation antibodies (14,00 CUC). Patients with these antibodies had
a higher risk for greater activity (risk = 0,96; p = 0,0424) and low response to treatment (risk =
0,82; p = 0,0402). The determination of antibodies against a novel citrullinated fibrinogen pep-
tide has lower cost and great utility for the diagnosis and therapeutic clinical evaluation in RA.

rheumatoid arthritis; antibodies against
citrullinated peptides; fibrinogen

INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad caracteri-
zada por inflamacion crénica y presencia de autoanticuerpos
(128 Aunque no se han determinado los factores primarios
gue desencadenan la AR, existen evidencias que indican que
la inflamacion sinovial, ocurre probablemente como resulta-

do de complejas interacciones medioambientales y genéticas
(4,56)

El diagndstico de la AR se realizaba mediante los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia de 1988, que estable-
cen seis criterios clinicos y la determinacién de los anticuer-
pos factor reumatoide (FR) como unico criterio serolégico .

Debido a la vinculacion de las proteinas citrulinadas con
los mecanismos patogénicos de la AR (%8, | a determinacion
de anticuerpos que reconocen estos antigenos proteicos, se
ha incluido en los nuevos criterios para el diagnostico de esta
enfermedad, establecidos en el 2010 por el Colegio Americano
de Reumatologia y la Liga Europea contra el Reumatismo ©.

En diversos estudios se ha demostrado que estos anticuer-
pos que reconocen proteinas citrulinadas, se presentan en eta-
pas tempranas de la enfermedad, tienen un elevado valor para
el diagnostico, con una alta especificidad, ya que son capaces

de diferenciar pacientes con AR de pacientes con otras artro-
patias, ademads de ser predictivos de la erosion articular ©1010,

Los primeros anticuerpos contra péptidos citrulinados des-
critos fueron el factor perinuclear y los anticuerpos antiquera-
tina (AKA) (2. Actualmente uno de los ensayos mas utilizados
es la determinacion de anticuerpos contra péptidos citrulina-
dos de segunda generacion (anti-CCP2), que ademés de su alta
especificidad, se presentan en etapas tempranas (2.

En estudios mas recientes, se han detectado proteinas
citrulinadas en el tejido sinovial de las articulaciones inflama-
das de pacientes con AR como vimentina, enolasa, fibronec-
tina, coldgeno tipo Il, fibrindgeno y fibrina (2. Estas proteinas
son consideradas candidatos relevantes para el desencade-
namiento de la autoinmunidad y su utilizacion para la determi-
nacion de anticuerpos en pacientes con AR, puede conllevar a
un incremento en el valor diagndéstico de los inmunoensayos
utilizados en la actualidad (1314,

También se han descrito en los pacientes con AR, anti-
cuerpos que reaccionan con proteinas modificadas por car-
bamilacion, otra modificacion postraduccional vinculada a
los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad (. En
Latinoamérica, no existen estudios que demuestren el uso de
anticuerpos contra antigenos carbamilados.
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Existe un creciente interés por desarrollar pruebas especi-
ficas que mejoren el diagndstico de la AR, que permitan ade-
mas su diferenciacion temprana respecto a otras enferme-
dades reumaticas que afectan a las articulaciones y el tejido
conectivo, sobre todo en pacientes con un peor prondstico,
asi como la evaluacion de la progresion de la enfermedad y
la respuesta al tratamiento. Ademas el tratamiento adecua-
do, con un control periddico de la actividad inflamatoria de la
enfermedad, contribuye a mejorar el prondstico de la AR (9.

El objetivo de la presente investigacion fue desarrollar in-
munoensayos cubanos para determinar anticuerpos en la AR
y evaluar la utilidad de un inmunoensayo para determinar an-
ticuerpos que reconocen un péptido novedoso del fibrindgeno
citrulinado (anti-PFC), para el diagndstico y valoracion clinico
terapéutica de pacientes con AR en nuestro pals.

METODOS

Se llevé a cabo un estudio analitico observacional de ca-
sos y controles con 162 pacientes (81 con AR temprana y 81
con AR establecida), mayores de 18 afios, del Centro de Reu-
matologia y que cumplieron los criterios del CAR/EULAR (9).
Se excluyeron pacientes con neoplasias y gestantes. Partici-
paron ademas 50 individuos sanos'y 112 individuos con otras
enfermedades infecciosas, inflamatorias y autoinmunes (26
pacientes con sintomatologia, pero sin diagndéstico definitivo
de AR, 20 con enfermedad mixta del tejido conectivo, 20 con
hepatitis virales cronicas, 18 con lupus eritematoso sistémico,
8 con esclerodermia, 6 con artritis psoriasica, 6 con espondi-
lo artropatias, 6 con miositis autoinmune y 2 con sindrome
de Sjogren) del Centro Nacional de Genética Médica de Cuba
(CNGM). La investigacién fue aprobada por el comité de ética
del CNGM y se obtuvo el consentimiento informado de todos
los participantes.

En un disefo longitudinal prospectivo, 60 pacientes con
AR temprana sin tratamiento se reevaluaron a los seis meses
de implementado el tratamiento con metotrexato para medir
la utilidad de los anticuerpos anti-PFC para medir la evolucion
clinica y la respuesta terapéutica.

Determinacion de los indicadores clinicos

Se determind la velocidad de sedimentacion globular
(VSG) en 2 mL de sangre anticoagulada con 0,5 mL de citrato
de sodio (3,8%), en 1 hora. La proteina C reactiva se determiné
mediante la técnica cualitativa de aglutinacién en latex (Diag-
nostic Automation/Cortez Diagnostics, EUA). Se calculo el
indicador clinico de actividad de la enfermedad basado en el
conteo de 28 articulaciones (DAS 28) con la VSG (). Se consi-
derd DAS 28 en remision (DAS 28 <2,6), DAS 28 baja actividad
(DAS 28 2,6 y <3,2), moderado (DAS 28 >3,2 y <5,1) y elevado

(DAS 28 >5,1) y los criterios de mejoria clinica de 20 %, 50 %y
70 %y de respuesta al tratamiento del CAR ().

Disefio y obtencion del péptido citrulinado del
fibrinégeno

Se realiz6 la prediccion de determinantes antigénicos de
las cadenas ay B del fibrindgeno, en la estructura tridimensio-
nal de la proteina obtenida del banco de datos RSCB-PDB-101,
utilizando los programas informaticos BepiPred 1.0 y Discoto-
pe 1.2. Se seleccionaron 2 péptidos del fibrindbgeno se unieron
mediante enlace covalente con un aminodcido cisteina inter-
medio y con la ubicacion de una cisteina final y la sustitucion
de la terminacion carboxilica terminal de la cisteina por car-
boxamida terminal. Las dos subunidades peptidicas fueron
citrulinadas en dos residuos de arginina. Se realizo la sintesis
en fase solida mediante la metodologia Fmoc/tBu (9-fluoere-
nilmetiloxicarbonilo/tert-butilo).

La purificacion se realizd por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (HPLC-RP) preparativa en un equi-
po LabChrom (Merck Hitachi, Alemania). El grado de pureza
se determind mediante RP-HPLC analitica en el equipo AKTA
100 (GE Healthcare, EUA). La determinacion de la masa mole-
cular se realizd mediante espectrometria de masas mediante
jonizacion por electronebulizacion (ESI-MS), en un espectro-
metro Q-Tof (Micromass, Inglaterra).

Determinacién de autoanticuerpos

La determinacion de anticuerpos anti-PFC de tipo I1gG,
se realizd mediante un ensayo de inmuno absorcién ligado
a enzimas (ELISA) de tipo indirecto. Se sensibilizaron las pla-
cas de maxima absorcién de 96 pocillos (Thermo scientific,
Dinamarca) con el péptido del fibrindgeno a la concentracién
de 10 ug/mL en solucion amortiguadora fosfato salina 0,15M,
pH = 7,2 (PBS). Se incubd 16 h en cdmara humeda de 20 °C
a 25 °C. Se lavd 3 veces con PBS 'y Tween 20 al 0,05 % en
un lavador de micro ELISA (SUMA, Cuba) afiadiendo 200 pL
en cada pocillo. Se adicioné albumina de suero bovino (BSA)
(SIGMA, USA) diluida al 2 % en PBS, se incubd 1 h en cédmara
humeda de 20 °C a 25 °C y se realiz6 el lavado nuevamente.

Los controles positivo y negativo se prepararon a partir
de pacientes con AR e individuos sanos respectivamente
y se afadieron al igual que las muestras diluidas 1/100 en
PBS, BSA 2 % y Tween 20 al 0,05 %. Se adiciond el suero es-
tandar desde 120 U/mL hasta 6,2 U/mL, preparado a partir
del suero de pacientes con AR, cuya concentracion fue eva-
luada con respecto al suero estandar del ensayo anti-CCP2
(IBL, Alemania). Se incubd de 20 °C a 25°C durante 1 h en
camara humeda. Luego de otro paso de lavado se afiadio el
conjugado anti IgG con peroxidasa (Dako cytomation, Dina-
marca) 100 L en cada pocillo a la dilucién sugerida para el re-
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activo (1/6000), en PBS, Tween 20 al 0,05 %. Se incubd Th de
20 °Ca25°Cy selavo la placa. Se afiadio el sustrato dihidro-
cloruro de orto fenilendiamina (SIGMA, EUA) T mg/mL diluido
en la disolucién amortiguadora citrato de sodio 0,1 mol/L, PH
5,5 con peroxido de hidrogeno T mg/mL (MERCK, Alemania).
Se incubd 30 min a una temperatura de 20 + 5°C. La reaccion
se detuvo por la adicion de 50 yL de acido sulfurico 3 mol/L
(MERCK, Alemania) en agua y se midié la absorbancia a 492
nm en un lector de ELISA PR-521 (SUMA, Cuba). Se utilizé un
ajuste logaritmico para la curva de calibracion.

De manera similar se realizo la determinacion de FR IgM
e IgA utilizando 1gG de conejo (CENPALAB, Cuba) en el recu-
brimiento de las placas.

Los AKA se determinaron mediante inmunofluorescencia
indirecta con cortes de eséfago de ratas.

La determinacion de anticuerpos con ELISA comerciales fue
anti vimentina citrulinada mutada IgG (anti-MCV), FR IgM e IgA
y anti vimentina carbamilada IgM (anti-VIMCARB) de Orgentec,
Alemania, asi como anti-CCP2 de IBL International, Alemania.

Se determind el desempefio analitico teniendo en cuenta
los requisitos establecidos en las regulaciones establecidas
por el Centro para el Control Estatal de los Medicamentos
(CECMED) (1920,

Analisis estadistico

Se utilizaron los programas Statistica 7.0 y EPIDAT 3.1.
Las variables cualitativas se expresaron como frecuencia y
porcentajes. Se calculd el estadigrafo x?, con prueba exacta
de Fisher, para valores esperados inferiores a 5y se estimo
el 0dd Ratio (OR) como magnitud de asociacién. Se deter-
minaron las diferencias entre las densidades opticas de los
controles mediante el estadigrafo t de Student. Las variables
cuantitativas con distribucién diferente a la normal se expre-
saron como mediana y recorridos intercuartiles. Se realizo la
comparacion de las variables cuantitativas entre grupos con
U de Mann Whitney. Para la correlacion se determiné el coefi-
ciente de Spearman. Para determinar el valor diagndstico se
realizaron las tablas de contingencia para el total de pacientes
con AR, con respecto a los individuos sanos y pacientes con
otras enfermedades autoinmunes, autoinflamatorias e infec-
ciosas cronicas. De igual manera se realizé por separado para
el grupo de pacientes con AR temprana y para el grupo de
pacientes con AR establecida.

Se calcularon la sensibilidad y especificidad diagnosti-
cas, asi como los valores predictivos positivo y negativo. Se
determind el indice de Youden (1Y) y el drea bajo la curva ope-
rativa del receptor (ROC). Para determinar la relacién entre la
presencia de anticuerpos y la evolucion clinico terapéutica al
tratamiento con metotrexato, se determind el riesgo, el esta-

digrafo Chi cuadrado de asociacién El nivel de significacion
estadistica empleado fue 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prediccion de epitopos de la proteina fibrinégeno y
disefio de un péptido citrulinado

El péptido citrulinado del fibrindgeno fue sintetizado qui-
micamente, mediante unién covalente con un aminoacido
cisteina de los epitopes de la cadena a (secuencias de ami-
nodacidos de 210 a 220, con citrulinacion en 216) y de la cade-
na B (secuencias de aminodcidos de 45-55, con citrulinacion
en 47) de la proteina, que fueron citrulinadas en dos residuos
de arginina. La secuencia de aminodcidos fue KDLLPS citru-
lina DRQHCGH citrulina PLDKKREEC, cubriendo el 1,9 % de
la cadena a (11 /560 aminodcidos) y cubriendo el 2,4 % de la
cadena B (11/461) del fibrindgeno.

La secuencia de aminodcidos seleccionada fue Lys Asp
lle lle Pro Ser citrulina Asp Arg GIn His citrulina Pro Leu Asp
Lys Lys Arg Glu Glu Cys (KDLLPS citrulina DRQHCGH citru-
lina PLDKKREEC), cubriendo el 1,9 % de la cadena a del fi-
brindgeno (11/560 aminodcidos) y cubriendo el 2,4 % de la
cadena B del fibrindgeno (11/461). El péptido disefiado tuvo
una carga neta positiva (2+), un balance arginina/citrulina de
1, una masa molecular de 2916,46 +0,02 Da que coincidio con
la masa molecular tedrica 2916,46 Da y una pureza de 98,3.

Desarrollo de los inmunoensayos

Para el desarrollo de los inmunoensayos anti-PFC, FR IgM
e IgA 'y AKA se seleccionaron como condiciones 6ptimas aque-
llas donde se obtuvo la mayor discriminacion entre las densi-
dades opticas de un suero control positivo conformado por
muestras de suero de pacientes con AR y un suero control ne-
gativo formado por muestras de suero de individuos sanos, tal
como se ha planteado para el desarrollo de inmunoensayos “7.

Desempeiio analitico de los inmunoensayos

Se demostraron los requerimientos analiticos segun las
regulaciones del CECMED #9. (9 Para los métodos cuantitati-
vos: sensibilidad, precision, exactitud y especificidad, para los
anticuerpos anti-PFC en un rango de 6,2 a 100 U/mL (valor de
corte =40 U/mL) y paralos anticuerpos FR IgM (valor de corte
= 40) e IgA (valor de corte = 40) en un rango de 5 a 500 U/mL.
Para la determinacion cualitativa AKA se demostro precision
y especificidad.

Desempeiio diagnéstico de los inmunoensayos

Los anticuerpos que reconocen proteinas de la vimentina
y el fibrindgeno (anti-VIMCARB, anti-MCV, anti-PCF) tuvieron
mayor valor diagnostico, con mayor area bajo la curva ROC
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(figura 1). Es importante la capacidad de estos antigenos mo-
dificados presentes en las articulaciones como el fibrinoge-
no, para la produccion de autoanticuerpos (9. El desempefio
diagnéstico de los anticuerpos anti-PFC fue superior a los
inmunoensayos comerciales mas utilizados (factor reumatoi-
de y anti péptidos citrulinados de segunda generacion (figura
1). Las determinaciones de FR desarrolladas en el laboratorio
tuvieron superior desempefio diagnostico a los respectivos
ensayos comerciales.

En la AR temprana, la determinacion de anticuerpos an-
ti-VIMCARB fue el inmunoensayo de mayor valor diagndstico,
para el cual se observo la mayor area bajo la curva ROC, se-
guido de los anticuerpos anti-PFC (figura 2).

Otros investigadores plantean que el fibrindgeno citrulina-
do puede serimportante en la AR, porque los anticuerpos que
reconocen estos péptidos, tienen mayor sensibilidad para el
diagndstico de la enfermedad que otros ACPC y un desempe-
fio diagndstico similar a los anti-CCP2 @2,

El analisis de los indicadores diagndsticos de los inmu-
noensayos de determinacion de anticuerpos en los pacientes
con AR se muestra en la tabla 1.

En el 2014, Cornillet y col. evaluaron el reconocimiento de
ACPC de un péptido de la cadena B de la fibrina citrulinada
(60-74, citrulinacion 60, 72, 74), con una sensibilidad (71 %) y
especificidad (95 %), similares a la obtenida para los anticuer-
pos anti-CCP2 (74 % sensibilidad y 95 % de especificidad) en
la misma poblacion ®®. Demostraron ademas que estos epi-
topos de la fibrina son reconocidos por anticuerpos contra el
fibrindgeno citrulinado. Estudiaron ademas la reactividad de
epitopos de la fibrina frente a ACPC, mediante la combinacion

de un péptido citrulinado de la cadena a de la fibrina (36-50)
y un péptido citrulinado de la cadena B (60-74) (23). En este
estudio se obtuvo una sensibilidad de 47 %, al fijar la especifi-
cidad diagnostica a 98 % 9,

En otros estudios se observé una especificidad de 98 %
y sensibilidades similares (47 % a 48 %) de la mezcla de un
péptido citrulinado de la cadena a del fibrindgeno (36-50) y
uno de la cadena B (60-74) @4,

Por otra parte, se ha planteado que el rango de sensibilida-
des para los anticuerpos anti-CCP2 se encuentra entre 41 %y
88 % y la especificidad entre 90 % y 99 % 529 En las investiga-
ciones realizadas en Latinoamérica con anticuerpos anti-CCP2,
el rango varfa tanto para la sensibilidad (61,8 % a 97,6 %) como
para la especificidad (52,5 %-97,0 %) 1114,

Estudios previos han demostrado que los anticuerpos
anti-MCV constituyen una herramienta diagndstica de gran
utilidad, especialmente en la AR temprana y en pacientes se-
ronegativos de anti-CCP2 (7).

Por otra parte, observamos en este estudio un mayor va-
lor diagndstico determinado de los anticuerpos anti-MCV con
respecto a los anticuerpos anti-CCP2, lo que esta en concor-
dancia con lo observado por Diaz-Tozcano y col. (.

La sensibilidad de la anticuerpos anti-VIMCARB en los
pacientes cubanos con AR observada en este estudio, fue su-
perior a la observada en un estudio realizado por Ospelt y col.
(50 %), con anticuerpos contra proteinas carbamiladas (9.

Se ha observado en otros estudios que la determinacién
de FR IgM tiene una sensibilidad de 60 % a 80 % y una especi-
ficidad de 50 % a 85 % para el diagnostico de la AR @7,

Fig. 1. Desempefio diagnodstico de los métodos de determinacion de autoanticuerpos. ROC: curva operativa del receptor, VIMCARB: vimentina
carbamilada, MCV: vimentina citrulinada mutada, PFC: péptido del fibrindgeno citrulinado, CCP2: péptidos citrulinados de segunda generacion,
FR: factor reumatoide, Ig: inmunoglobulina. La prueba de homogeneidad de dreas mostré diferencias entre todas las curvas ROC (p = 0,000).
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Fig. 2. Anélisis de las curvas ROC obtenidas durante la evaluacion del desempefio diagndstico de los inmunoensayos en la AR temprana. ROC:
curva operativa del receptor. Anti-PFC: anti péptido citrulinado del fibrindgeno. Anti-MCV: anti-vimentina citrulinada mutada. Anti-VIMCARB: anti
vimentina carbamilada. Anti-CCP 2: anti péptidos citrulinados de segunda generacion. FR: factor reumatoide. IC: intervalo de confianza. La prueba
de homogeneidad de areas mostro diferencias entre todas las curvas ROC (p = 0,000).

Por su parte los AKA han demostrado una alta espe-
cificdad para el diagndstico de la AR, con la desventaja de
que es una técnica cualitativa y se dificulta la obtencion del
sustrato @9,

Caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes y relacion con los anticuerpos anti-PCF

Los pacientes incluidos en el grupo de AR temprana tu-
vieron una mediana de edad de 48 afios (39 a 53). De estos,
60 pacientes fueron recién diagnosticados y 21 pacientes tu-
vieron una mediana de duracion de la enfermedad a partir del
diagnostico, de 7 meses (5 a 12) La mediana de edad en los
pacientes con AR establecida fue de 51 afios (44 a 61), con
una mediana de duracion de la enfermedad de 5 afios (2 a 10).
La frecuencia del sexo femenino fue elevada en la AR tempra-
na (76,5 %) y establecida (82,7 %).

La mediana de la edad en los pacientes con AR estableci-
da fue de 51 afios en un rango desde 44 a 61 afilos y con una
mediana de duracion de la enfermedad de 5 afios en un rango
de 2 a 10 afios. Se observo una frecuencia elevada del sexo

femenino tanto en el grupo de pacientes con AR temprana
(76,5 %), como en el grupo de pacientes con AR establecida
(82,7 %).

En la figura 3 se muestra el estudio de correlacion entre
los anticuerpos anti-PFC vy los indicadores clinicos y serold-
gicos de actividad de la enfermedad. En la AR temprana se
observo correlacion positiva de los anticuerpos anti-PFC con
elDAS 28 (r=0,2714;p=0,0142) y el FR (r = 0,299; 0,0066). En
la AR establecida se observo correlacion para los anticuerpos
con valor prondstico anti-CCP2 (r = 0,5050; p = 0,0000) y FR
(r=0,4074; p = 0,0002) con los anticuerpos anti-PFC. Se ob-
servo que la presencia de proteina C reactiva estuvo asociada
a la presencia de estos anticuerpos en los pacientes con AR
temprana (x?=5,8; OR=4,7,1C=1,2-17,9;p = 0,0163) y en los
pacientes con AR establecida (x?= 5,3; OR = 2,9; IC = 1,2-7,4;
p=0,0217).

De los pacientes con AR temprana incluidos en el estu-
dio 60 fueron recién diagnosticados, virgenes de tratamiento
y 27 pacientes ya tenian tratamiento con metotrexato en el
momento de la inclusion.
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Tabla 1. Desempeiio diagndstico de los métodos de determinacidn de anticuerpos en los pacientes con AR

Anti-PFC laboratorio | 72,2; 88,9; 92,9; 61,5;
65,0-79,4 81,4-96,4 88,0-97,8 52,3-70,8
Anti-VIMCARB 84,0; 90,1; 89,5; 84,9;
comercial 78,0-89,9 85,2-95,0 84,3-94,7 79,2-90,5
Anti-MCV comercial 84,0; 88,9; 93,8; 73,5;
78,0-89,9 81,4-96,4 89,5-98,1 64,2-82,7
Anti-CCP2 comercial 51,2; 98,8; 98,8; 50,3;
43,2-59,2 95,7-100,0 95,9-100,0 42,2-58,4
FR 1gM comercial 51,9; 85,2; 87,5; 46,9;
43,9-59,9 76,8-93,5 80,4-94,6 38,5-55,4
FR 1gA comercial 74,1; 66,7; 69,0; 72,0;
63,9-84,2 55,8-77,6 58,7-79,3 61,2-82,8
FR IgM laboratorio 50,0; 75,0; 66,7; 50,0;
34,8-65,2 61,7-88,3 49,9-83,5 39,5-60,5
FR IgA laboratorio 68,3; 79,2; 73,8; 76,7;
58,8-77,9 70,8-87,6 67,5-80,1 67,37-86,0
AKA comercial 94,0; 92,5; 94,0; 92.5;
88,9-99,2 86,1-98,9 88,9-99,1 86,1-98,9
AKA laboratorio 95,0; 95,0; 95,9; 93,8;
90,2-99,7 89,6-100,0 91,6-100,0 88,0-99,7

AR: artritis reumatoide, VIMCARB: vimentina carbamilada, MCV: vimentina citrulinada mutada, PFC: péptido del fibrinégeno citrulina-
do, CCP2: péptidos citrulinados de segunda generacion, AKA: anticuerpos antiqueratina, FR: factor reumatoide, Ig: inmunoglobulina,

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, IC: Intervalo de confianza del 95 %.

Todos los pacientes con AR temprana sin tratamiento,
luego de la inclusion en el estudio fueron tratados con me-
totrexato a una dosis de 7,5 mg semanales por kilogramo de
peso. La dosis se mantuvo o fue incrementada hasta alcanzar
una dosis maxima de 25 mg semanales.

Se utilizé prednisona en todos los pacientes a dosis de
10 mg diarios, durante los tres primeros meses del tratamien-
to, seguin la evaluacion del reumatoélogo.

De los pacientes con AR establecida, el 81,5 % tenian
tratamiento con metotrexato y el 35,8 % se encontraban con
otros FAME como monoterapia o en combinacion con meto-
trexato, como segundo escalén terapéutico en el momento de
inclusion en el estudio.

Evolucion clinica, respuesta al tratamiento con
metotrexato y anticuerpos anti-PFC en los pacientes
con la enfermedad temprana

Se ha recomendado que en los pacientes con AR, seis
meses sea el tiempo minimo de tratamiento para determinar
la respuesta clinica, aunque a los 3 meses se pueden hacer
valoraciones si no existe ninguna mejoria 9.

Los pacientes con AR temprana tratados con metotrexato
que presentaron anticuerpos anti-PFC al inicio del tratamiento
tuvieron mayor riesgo (0,96) de tener actividad clinica de la
enfermedad moderada o elevada (DAS 28 mayor de 3,2) a los
seis meses de tratamiento, que aquellos pacientes seronega-
tivos de estos anticuerpos (riesgo = 0,78). El riesgo relativo
observado fue 1,23 (IC = 0,9-1,8) y se demostro que la existen-
cia de actividad clinica de la enfermedad moderada o elevada
(DAS 28 mayor de 3,2) en los pacientes con AR temprana a
los seis meses de tratamiento con metotrexato, puede estar
asociada a la presencia de anticuerpos anti-PFC al inicio del
tratamiento (x?= 4,1; OR = 7,0; IC = 0,9-58,0; p = 0,0424).

Ademas se observé un mayor riesgo de tener actividad
clinica moderada o elevada (riesgo = 0,92), para los pacien-
tes con concentraciones de anticuerpos anti-PFC iguales o
mayores a 40 U/mL al inicio del tratamiento, que en aquellos
pacientes seronegativos de estos anticuerpos o con concen-
traciones inferiores a 40 U/mL. El riesgo relativo fue 1,35 (IC
=1,00-1,82) y se demostrd asociacion entre la presencia de
anticuerpos anti-PFC a concentraciones iguales o mayores a
40 U/mL al inicio del tratamiento y la actividad clinica mode-
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rada o elevada (DAS 28 mayor de 3,2) a los seis meses de
tratamiento con metotrexatoy (x?=4,1; OR = 5,4; IC = 1,2-23,9;
p=0,0417).

Los pacientes con AR temprana que presentaron anti-
cuerpos anti-PFC al inicio del tratamiento tuvieron mayor ries-
go (riesgo = 0,82) de no tener respuesta o tener una baja res-
puesta (mejoria clinica igual o inferior al 20 %) al metotrexato
a los seis meses de tratamiento, que aquellos pacientes sero-
negativos de estos anticuerpos (riesgo = 0,44). El riesgo relati-
vo observado fue 1,85 (IC = 0,9-3,9) y se demostroé asociacion
entre la presencia de anticuerpos anti-PFC al inicio del trata-
miento y la no respuesta o la baja respuesta al tratamiento
con metotrexato, a los seis meses de tratamiento (x*= 4,2; OR
=58;1C=1,3-26,1; p = 0,0402).

Es importante sefalar que se observo una tendencia li-
neal (x*= 6,6; p = 0,018), donde el riesgo fue mayor para los
pacientes con concentraciones de anticuerpos anti-PFC su-
periores a 40 U/mL (riesgo = 0,86; riesgo relativo = 1,9; IC =
0,9-4,1) y para los pacientes con concentraciones inferiores
e iguales a 40 U/mL (riesgo = 0,77, riesgo relativo=1,7; IC =
0,8-3,7), en comparacién con los pacientes seronegativos de
estos anticuerpos (riesgo = 0,44) al inicio del tratamiento,
con diferencias entre los tres niveles de riesgo (x?= 6,5; p =
0,037).

En varias investigaciones se ha demostrado que la pre-
sencia de ACPC al inicio del tratamiento se vincula a un peor
pronostico y a una peor respuesta al tratamiento con meto-
trexato 03,

Fig. 3. Correlacién de los anticuerpos anti-PFC y los indicadores clinicos y serolégicos de actividad de la enfermedad. A) AR temprana. B) AR
establecida. AR: artritis reumatoide. DAS 28: indice de actividad de la enfermedad basado en el conteo de 28 articulaciones. VSG: velocidad de
sedimentacion globular. Anti-CCP 2: anti péptidos citrulinados de segunda generacion. FR: factor reumatoide comercial. *Correlacion de Spear-
man para los anticuerpos anti-PFC con el DAS 28 (r=0,2714; p=0,0142) y el FR (r=0,299; 0,0066) en la AR temprana y en la AR establecida con los
anticuerpos anti-CCP2 (r=0,5050; p=0,0000) y FR (r=0,4074; p=0,0002) con los anticuerpos anti-PFC.
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Los resultados de esta investigacion demuestran la uti-
lidad de los anticuerpos anti-PFC no solo para medir la ac-
tividad de la enfermedad y definir tratamiento, sino como
variable de prondstico para medir la evolucion clinica y la res-
puesta al tratamiento. La presencia de anticuerpos anti-PFC,
representa un mayor riesgo para un mal prondstico clinico
y baja respuesta al tratamiento. Este resultado se relaciona
con la implicacion de los antigenos citrulinados de proteinas
como el fibrindgeno en la etiopatogenia de la AR.

Se ha observado que el fibrindgeno citrulinado es capaz
de activar a los macrofagos a través de receptores especifi-
cos contribuyendo a la liberacion de citocinas proinflamato-
rias 2 En este contexto este antigeno es presentado al siste-
ma inmune, lo que conlleva a la ruptura de la tolerancia como
se ha postulado en la inmunopatogenia de la AR (2.

La produccion de citocinas, de anticuerpos y formacion
de inmunocomplejos que participan en el dafio articular, des-
encadenada tras estos eventos, justifican el hecho de que los
anticuerpos anti-PFC sean un factor de mal prondstico clinico
y mala respuesta al tratamiento.

El costo por paciente de la determinacion de anticuerpos
anti-PFC es inferior (5,52 CUC) a los anticuerpos anti-CCP2
(14,00 CUC). Para la determinacion de FR el costo por pacien-
te es de 4,54 CUC y el costo del kit comercial pesos por pa-
ciente, mientras que el ensayo comercial de 11,80 pesos por
paciente. La técnica de AKA tiene un costo de 1,79 pesos por
paciente, mientras que el ensayo comercial es de 6,00 CUC
por paciente.

Conclusiones

Se introdujeron en la practica la determinacion de anti-
cuerpos FR, AKA y anticuerpos anti-PFC. La determinacion de
anticuerpos contra el péptido del fibrindgeno citrulinado es
un biomarcador novedoso, de menor costo, buen desemperfio
diagndstico y de gran utilidad para medir el prondstico de pa-
cientes cubanos con AR.
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