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Resumen:
							                           
Se evaluó la relevancia clínica de analizar conjuntamente dos nuevos au­toanticuerpos (anti-vimentina citrulinada mutada: anti-MCV y anti-peptidil arginina desaminasa 4: anti-PAD4) en conjunto con los utilizados clásica­mente en el diagnóstico (factor reumatoideo: FR y anticuerpos contra pép­tidos citrulinados cíclicos de la anti-CCP) en la artritis reumatoidea (AR). Los autoanticuerpos se determinaron mediante ensayos inmunoenzimáti­cos en suero de 370 pacientes con AR y 200 controles. Se observó que los anticuerpos anti-MCV presentaron la mayor especificidad de todos los analizados (100%), mientras que los anticuerpos anti-PAD4 presentaron la menor sensibilidad (24%) y especificidad (95%). El 4% de los individuos seronegativos a FR y anti-CCP fue seropositivo a anti-MCV o PAD4. Los pa­cientes triples seropositivos (FR, anti-CCP y anti-MCV) presentaron mayor inflamación sistémica/articular y actividad clínica que los que expresaron otras combinaciones de autoanticuerpos (.<0,001). Por otra parte, los pa­cientes sólo positivos a FR cursaron con menor inflamación y actividad clínica (.<0,001). En conclusión, la inclusión de los anticuerpos anti-MCV al panel utilizado para el diagnóstico de la AR (FR y anti-CCP) podría me­jorar el diagnóstico oportuno de los individuos, principalmente en aquellos pacientes seronegativos a FR y anti-CCP. Por otra parte, existen perfiles de autoanticuerpos asociados a la actividad clínica de los pacientes.



Palabras clave: perfiles de autoanticuerpos, artritis reumatoidea, factor reumatoideo, anticuerpos contra proteínas citrulinadas, peptidil arginina desaminasa tipo 4, anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada.
		                         


Abstract:
						                           

In this paper it was evaluated the clinical relevance of analyzing together two new autoantibodies (anti-mutat­ed citrullinated vimentin: anti-MCV and anti-peptidyl arginine deiminase type 4: anti-PAD4) and those used classically in the diagnosis (rheumatoid factor: RF and antibodies against cyclic citrullinated peptide: an­ti-CCP) of rheumatoid arthritis (RA). The autoantibodies were examined by immunoenzymatic assays in sera of 370 patients with RA and 200 controls. It was observed that anti-MCV antibodies have the highest level of specificity of all the analyzed (100%), while the anti-PAD4 antibodies have the lowest sensitivity (24%) and specificity (95%). Four percent of the individuals that were seronegative for RF and anti-CCP were seropos­itive for anti-MCV or PAD4. Triple seropositive patients (RF, anti-CCP, and anti-MCV) have greater systemic/ joint inflammation and clinical activity than those with other combinations of autoantibodies (p<0.001). Patients who are only positive for FR had less inflammation and clinical activity (p<0.001). In conclusion, the inclusion of anti-MCV antibodies into the panel used for the diagnosis of RA (RF and anti-CCP) could improve the early diagnosis of individuals, mainly in patients that were seronegative for RF and anti-CCP. On the other hand, there are profiles of autoantibodies associated with the clinical activity of RA patients. 




Keywords: autoantibody profiles, rheumatoid arthritis, rheumatoid factor, antibodies against ci­trullinated proteins, peptidyl arginine deaminase type 4, antibodies against mutated citrullinated vimentin.
                                


Resumo:
						                           

O objetivo deste estudo foi avaliar a relevância clínica de analisar dois novos autoanticorpos (anti-vimentina citrulinada mutada: anti-MCV e anti-peptidilarginina deiminase 4: anti-PAD4) e os convencionalmente uti­lizados no diagnóstico (fator reumatóide: FR e anticorpos contra peptídeos citrulinados cíclicos: anti-CCP) da artrite reumatóide (AR). Os autoanticorpos foram avaliados através de ensaios imunoenzimáticos em soro de 370 doentes com AR e 200 controles. Foi observado que os anticorpos anti-MCV apresentaram o maior grau de especificidade de todos os analisados (100%), enquanto que os anticorpos anti-PAD4 apresentaram a menor sensibilidade (24%) e especificidade (95%). Quatro por cento dos indivíduos soronegativos para FR e anti-CCP foram soropositivos para anti-MCV ou PAD4. Os doentes tríplice soropositivos (FR, anti-CCP e anti-MCV) apresentam maior inflamação sistêmica/articular e atividade clínica do que aqueles com outras combinações de autoanticorpos (p<0.001). Os doentes apenas positivos para FR apresentaram menor in­flamação e atividade clínica (p<0.001). Em conclusão, a inclusão dos anticorpos anti-MCV para o painel utilizado para o diagnóstico de AR (FR e anti-CCP) poderia melhorar o diagnóstico oportuno dos indivíduos, principalmente daqueles que são soronegativos para FR e anti-CCP. Por outro lado, existem perfis de autoan­ticorpos associados à atividade clínica de doentes. 




Palavras-chave: perfis de autoanticorpos, artrite reumatóide, fator reumatóide, anticorpos contra proteínas citrulinadas, peptidilarginina deIminase 4, anticorpos contra vimentina citrulinada mutada.
                                







Introducción

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad au­toinmune de etiología desconocida que se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos y sinovitis crónica de múltiples articulaciones, lo cual conduce a la des­trucción de cartílago y hueso, y finalmente a discapaci­dad 
(1)
. La prevalencia de AR es del 1% a nivel mundial y es una de las principales causas de costo socioeconó­mico institucional en México 
(2)
(3)
.

La alta variabilidad de los síntomas y signos que pre­sentan los pacientes con AR dificulta el diagnóstico, por lo cual, en 2010, el Colegio Americano de Reumatolo­gía (ACR) y la Liga Europea contra el Reumatismo (EU­LAR) propusieron criterios para su clasificación. Los mismos permiten un diagnóstico oportuno de la AR, ya que se incluyen marcadores serológicos tempranos y es­pecíficos de esta patología como los anticuerpos contra proteínas citrulinadas (ACPAs), los cuales en conjunto con el factor reumatoideo (FR) proporcionan hasta el 50% (3 de 6) del puntaje requerido para ser clasificado con AR 
(4)
.

El FR fue el primer autoanticuerpo asociado con AR, el cual incluye a una familia de anticuerpos diri­gidos contra la porción Fc de las inmunoglobulinas G (IgG) y se detecta en el 60-80% de los pacientes con AR; sin embargo, es poco específico 
(5)
(6)
. En los últimos años se han identificado de manera inde­pendiente nuevos autoanticuerpos en la AR, de los cuales los ACPAs, principalmente los dirigidos contra vimentina citrulinada mutada (anti-MCV) y los anti­cuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4 (anti-PAD4) se han asociado con severidad y actividad clínica 
(7)
(8)
.

La citrulinación es una modificación postraduc­cional (desaminación) en residuos de argininas, que conduce a la formación de un aminoácido no esencial llamado citrulina. Las proteínas encargadas de la citru­linación son un grupo de enzimas llamadas PAD (pep­tidil arginina desaminasa), de las cuales PAD4 está rela­cionada con excesiva citrulinación de proteínas en AR 
(9)
. Esta modificación produce cambios estructurales en las proteínas diana y les confiere características de antigenicidad, por lo que son reconocidas por células B infiltradas en la articulación, las cuales las fagocitan, las procesan y producen anticuerpos contra estas pro­teínas, los cuales forman inmunocomplejos que perpe­túan el proceso inflamatorio y dañan las articulaciones y diversos órganos 
(10)
.

Los ACPAs son autoanticuerpos dirigidos contra pro­teínas citrulinadas de la sinovial, tales como filagrina, fibrina y vimentina que actualmente son determinados indirectamente en los pacientes con AR mediante la prueba de anticuerpos contra péptidos citrulinados cí­clicos (anti-CCP) 
(11)
, que detecta ACPAs sin especifi­car el tipo de proteína contra la que van dirigidos.

En la actualidad, no existen reportes clínicos que evalúen perfiles de autoanticuerpos en pacientes con AR y sólo evalúan al FR y a los anti-CCP, los cuales en po­blación mexicana se han descrito como negativos hasta en un 20% de los pacientes con AR (12,13,14). Ser sero­negativo a FR y anti-CCP puede retrasar el diagnóstico oportuno y tratamiento de los pacientes, ya que no per­mite cubrir los 6 puntos requeridos para la clasificación actual del ACR/EULAR, 2010.

La inclusión de nuevos autoanticuerpos (anti-PAD4 y anti-MCV) al panel previamente existente (FR y anti- CCP) podría aumentar considerablemente la sensibili­dad de los criterios diagnósticos vigentes. Asimismo, es posible que existan perfiles específicos de autoanticuer­pos en poblaciones con diverso componente genético y que estos a su vez estén relacionados con actividad o severidad clínica de la AR.

El objetivo del presente estudio fue identificar perfi­les de autoanticuerpos (FR, anti-CCP, anti-MCV y anti- PAD4) con funcionalidad diagnóstica y analizar su aso­ciación con la actividad y severidad de la enfermedad en mestizos mexicanos con AR.




Materiales y Métodos



POBLACIÓN DE ESTUDIO


Se incluyeron 370 pacientes con AR clasificados de acuerdo con los criterios del ACR/EULAR, 2010, re­clutados de los servicios de Reumatología del Hospital General de Occidente de Zapopan, Jalisco, México y del Hospital General “Dr. Raymundo Abarca Alarcón”, Chilpancingo, Guerrero, México. Además, se incluye­ron a 200 individuos sanos como sujetos control (SC). Todos los individuos se identificaron como mestizos mexicanos (individuos nacidos en México con un ape­llido derivado de España y antepasados mexicanos al menos tres generaciones anteriores).

El estudio se realizó de acuerdo con lo establecido en la Declaración de Helsinki y fue aprobado por el Co­mité de Ética de la Universidad de Guadalajara. Todos los sujetos firmaron un consentimiento informado por escrito antes de inscribirse en el protocolo.





EVALUACIÓN CLÍNICA


Se obtuvieron datos demográficos y clínicos al mo­mento de la toma de muestra de sangre de todos los sujetos de estudio. La actividad clínica de los pacientes se estimó por un reumatólogo, utilizando la puntuación del índice de actividad de la enfermedad DAS-28 (escala 0-10) 
(15)
 y la discapacidad funcional se evaluó a través de la aplicación del Cuestionario de Evaluación de la Salud-Índice de Discapacidad (HAQ-DI, escala 0-3) 
(16)
. Se midieron los marcadores de inflamación: proteína C reactiva de alta sensibilidad (PCR) mediante un ensayo turbidimétrico (COD31029, BioSystems) y la velocidad de sedimentación globular (VSG) utilizando el método de Wintrobe.





CUANTIFICACIÓN DE AUTOANTICUERPOS


El factor reumatoideo se cuantificó utilizando un ensayo turbidimétrico (COD31030; BioSystems) y su va­lor de corte para positividad fue de 30 UI/mL. Los an­ticuerpos anti-CCP, anti-MCV y anti-PAD4 se cuantifica­ron mediante ensayos inmunoenzimáticos (ELISA) de segunda generación (FCCP600, Axis-Shield Diagnostics, Dundee; ORG 548, Orgentec Diagnostika, Mainz y Cayman Chemical, Ann Arbor, respectivamente). El valor de corte para seropositividad fue de 5 U/mL para los anti-CCP y de 20 U/mL para los anti-MCV. Para los anticuerpos anti-PAD4, como no existe un valor de corte estándar para su positividad, se estableció el valor de corte como el valor correspondiente al percentil 95 del grupo con­trol de 200 individuos sanos, resultando en un valor de corte de 4,749 U/mL, lo que dio una especificidad del 95%.





ANÁLISIS ESTADÍSTICO


El análisis estadístico se realizó con los paquetes STATA v9.2 y GraphPad Prism 5. Las variables conti­nuas al resultar no-paramétricas se expresaron como medianas y percentiles 5-95. Las variables categóricas se expresaron como porcentaje y se compararon por c2. La prueba de Kruskal-Wallis se utilizó para analizar las diferencias entre tres o más grupos (datos no pa­ramétricos), seguido por el ajuste de Dunn para com­paraciones múltiples. Los coeficientes de correlación lineal se examinaron mediante la prueba de correla­ción de Spearman. Un valor de probabilidad p<0,05 se consideró significativo.






Resultados



CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y DEMOGRÁFICAS DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO


Los datos demográficos y clínicos del total de pa­cientes con AR y SC se presentan en la Tabla I. Ambos grupos de estudio presentaban una mediana de edad de 47 años y en su mayoría estaban constituidos por mujeres (91% en AR y 94% en SC). Los marcadores de inflamación en los SC se encontraron dentro de los va­lores normales [mediana (percentiles 5-95): VSG=15,5 (3-37) y PCR=1,35 (0,2-9,4)] y ambos fueron significati­vamente más bajos que en pacientes con AR (p<0,001). En promedio, los pacientes tenían actividad moderada, DAS-28=5 (0,5-23) y discapacidad leve, HAQ–DI=0,36 (0-1,75). La mayoría de los pacientes (71%) eran tra­tados con metotrexato, ya sea en monoterapia o poli­terapia. Respecto a los autoanticuerpos, los pacientes mostraron títulos significativamente más altos que los SC (p<0,001).




Tabla I




Características clínicas y demográficas de los pacientes con AR y SC.
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 a Datos proporcionados en medianas (p5-p95). b Datos proporcionados en porcentajes y n; DAS-28: puntaje de la actividad de la enfermedad 28; HAQ-DI: cuestionario de evaluación de la salud-índice de discapacidad, versión en español; VSG: velocidad de sedimentación globular; FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4. AINEs: anti-inflamatorios no esteroideos; DMARDs: drogas anti-reumáticas modificadoras de la enfermedad.












SEROPOSITIVIDAD A AUTOANTICUERPOS EN PACIENTES CON AR Y SC


En la Tabla II se muestra la determinación de la sero­positividad a los autoanticuerpos FR, anti-CCP, anti-MCV y anti-PAD4 en el total de pacientes y SC. En AR, la se­ropositividad fue la siguiente: FR=81%, anti-CCP=82%, anti-MCV=73% y anti-PAD4=24%, siendo los anti-CCP el marcador que se encontró con títulos más altos en los pacientes. Por otra parte, en SC la seropositividad fue: FR=2,5%, anti-CCP=3,5%, anti-MCV=0% y anti- PAD4=10%.




Tabla II




Seropositividad a autoanticuerpos en pacientes con AR y SC.
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 Las concentraciones de autoanticuerpos se muestran como porcentaje y n (número de individuos). La alta seropositividad se define como un valor 3 veces mayor que el valor de corte; FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anti­cuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil argini­na desaminasa tipo 4.












AUTOANTICUERPOS Y SU VALOR DIAGNÓSTICO EN AR


Para determinar el valor diagnóstico de los autoanti­cuerpos evaluados en este estudio, se calculó la sensibi­lidad, especificidad y el valor predictivo positivo VP (+) de cada autoanticuerpo. Para esto, se tomó en cuenta la seropositividad de cada uno de ellos en pacientes y SC. El FR mostró una sensibilidad del 80% y una espe­cificidad del 98%, que fue notablemente similar a los valores obtenidos para los anticuerpos anti-CCP (82% y 97%, respectivamente). Los VP (+) resultantes fueron del 98% para ambos autoanticuerpos.

En comparación con el FR y los anti-CCP, los anticuer­pos anti-MCV mostraron menor sensibilidad (73%), pero una especificidad superior (100%), resultando en un VP (+) del 100%. Por otra parte, los anticuerpos anti-PAD4 mostraron una sensibilidad muy baja (24%), pero una buena especificidad (95%), resultando en un VP (+) del 90% (Tabla III).




Tabla III




Valor diagnóstico de los autoanticuerpos FR, anti-CCP y anti-MCV y anti-PAD4 en AR.
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 VP (+): valor predictivo positivo; AR: artritis reumatoidea; SC: sujetos control. FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citru­linados cíclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4.












SEROPOSITIVIDAD A COMBINACIONES DE AUTOANTICUERPOS EN AR


Para valorar la importancia clínica de adicionar nuevos autoanticuerpos (anti-MCV y anti-PAD4) al panel de ruti­na (FR y anti-CCP) para el diagnóstico de la AR, se analizó la seropositividad a distintas combinaciones de autoanti­cuerpos en los pacientes (Tabla IV).




Tabla IV




Seropositividad a combinaciones de autoanticuerpos en pacientes con AR.
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 Las frecuencias se obtuvieron por conteo directo. FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos; Anti-MCV: anti­cuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4.








Los grupos más frecuentes fueron los siguientes: triples positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV, 30,5%); seronegativos (19%), positivos para todos los autoanticuerpos (16%), positivos sólo a anti-CCP (10%), positivos sólo a FR (9%) y dobles positivos (FR y anti-CCP, 5%); las demás combi­naciones se observaron en menos del 5% de los pacientes.

Posteriormente, se determinó la correlación entre los distintos autoanticuerpos para observar el grado de re­dundancia que implicaría analizarlos en conjunto (Fig. 1). El FR correlacionó positivamente con los anticuerpos anti-CCP (Fig. 1a, rs=0,45, p<0,001), anti-MCV (Fig. 1b, rs=0,41, p<0,001) y anti-PAD4 (Figura 1c, rs=0,17, p=0,003). Por su parte, los anticuerpos anti-CCP correlacionaron fuertemente con los anti-MCV (Fig. 1d, rs=0,64, p<0,001), pero no correlacionaron con los anticuerpos anti-PAD4 (Fig. 1e, rs=0,15, p=0,05). Sin embargo, estos últimos correlacionaron con los anticuerpos anti-MCV (Fig. 1f, rs=0,24, p=0,001).
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Figura 1




Correlación entre los autoanticuerpos FR, anti-CCP, anti-MCV y anti-PAD4 en pacientes con AR. rs, coeficiente de correlación de Spearman.



















ASOCIACIÓN DE AUTOANTICUERPOS CON LAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LA AR


Se realizó un análisis de correlación entre los niveles séricos de autoanticuerpos y las características clínicas de los pacientes con AR. Como se muestra en la Tabla V, se observó que el FR correlaciona positivamente con los marcadores de inflamación VSG (rs=0,10, p=0,001)y PCR (rs=0,15; p=0,002). Asimismo, los anticuerpos anti- MCV correlacionaron con estos marcadores (VSG: rs= 0,12; p=0,04 y PCR: rs= 0,15; p=0,006).




Tabla V




Correlaciones entre autoanticuerpos y características clínicas de la AR.
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 rs: coeficiente de correlación de Spearman; FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4; VSG: velocidad de sedi­mentación globular; PCR: proteína C reactiva de alta sensibilidad; DAS28: puntaje de la actividad de la enfermedad 28; HAQ-DI: cuestionario de evaluación de la salud-índice de discapacidad. En negrita se muestran las correlaciones con significancia estadística.








Por otra parte, los anticuerpos anti-CCP y anti-PAD4 correlacionaron positivamente con el tiempo de evolu­ción de la enfermedad (rs=0,12, p=0,04 y rs=0,26, p=0,03, respectivamente).





CORRELACIONES ENTRE LA SEROPOSITIVIDAD A COMBINACIONES DE AUTOANTICUERPOS CON LAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LA AR


Se realizó un análisis comparativo de las variables clínicas entre grupos de pacientes que presentaban se­ronegatividad, seropositividad individual o combinada a alguno de los autoanticuerpos para buscar perfiles predictores de inflamación, actividad o discapacidad.

Se observaron diferencias estadísticamente signifi­cativas en los niveles de PCR entre los diversos grupos (Fig. 2a, p<0,001); siendo evidente que los pacientes seropositivos sólo a anti-MCV, los triples positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV o FR, anti-CCP y anti-PAD4) y los positivos a todos los autoanticuerpos presentaban ni­veles más altos de PCR que el resto de las combina­ciones, mientras que los seropositivos sólo a FR pre­sentaban los niveles más bajos (p<0,001). Sin embargo, la prueba de Dunss mostró que la diferencia radicaba principalmente entre los altos niveles de PCR de los pa­cientes triple positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV) y los bajos niveles de PCR presentes en los pacientes sero­positivos sólo a FR [mediana (percentiles 5–95): 31,10 mg/dL (11-214) vs. 13,1 mg/dL (0,5-57), p<0,001).
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Figura 2




Comparación de marcadores de inflamación entre pacientes con AR seropositivos a distintas combinaciones de autoanticuerpos.






FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada muta­da; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4; VSG: velocidad de sedimentación globular; PCR: proteína C reactiva de alta sensibilidad. El signo “+” indica seropositividad a algún autoanticuerpo y el signo “-“ indica seronegatividad. Fig. 2a: grupo FR+, anti-CCP+ y anti-MCV+ vs grupo FR+ p<0,001. Fig. 2b: grupo FR+, anti-CCP+ y anti-MCV+ vs grupo FR+ p<0,001. Los valores de p generales fueron calculados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones múltiples a posteriori se realizaron según el método de Dunns.











Con respecto a la VSG, también se observaron di­ferencias entre grupos (Fig. 2b, p<0,001); sin embar­go, nuevamente los pacientes triples positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV) presentaron niveles más altos de este marcador de inflamación en comparación con los pacientes seropositivos sólo a FR[mediana (percen­tiles 5–95): 40 mm/h (22-62) vs. 20 mm/h (20-48), p<0,001).

Por otra parte, la comparación del tiempo de evo­lución entre grupos no mostró significancia estadísti­ca (p=0,1). Sin embargo, se observó una tendencia de seropositividad sólo a anti-PAD4 en los individuos con mayor duración de la enfermedad (Fig. 3a).
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Figura 3




Comparación de parámetros de actividad y discapacidad clínica entre pacientes con AR seropositivos a distintas combinaciones de autoanticuerpos T. evolución: tiempo de evolución (duración de la enfermedad). 






DAS28: puntaje de la actividad de la enfermedad 28; HAQ-DI: cuestionario de evaluación de la salud-índice de discapacidad. FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4. Fig. 3b: grupo FR+, anti-CCP+ y anti-MCV+ vs. grupo FR+ p<0,001. Fig. 3b: grupo FR+, anti-CCP+ y anti-PAD4+ vs. grupo FR+ p<0,001. Fig. 3b: grupo FR+ y anti-CCP+ vs. grupo FR+ p<0,001. Figura 3c: grupo FR+, anti-CCP+ y anti-MCV+ vs. grupo FR+ p<0,001. Los valores de p generales fueron calcu­lados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones múltiples a posteriori se realizaron según el método de Dunns.











Otro hallazgo importante fue la asociación de los pacientes triples positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV o FR, anti-CCP y anti-PAD4) y dobles positivos (FR y anti- CCP) con mayor número de articulaciones inflamadas en comparación con los pacientes que eran sólo positivos a FR (Fig. 3b, p<0,001), siendo los triples positivos (FR, anti-CCP y anti-PAD4) los que presentan un mayor compromiso articular (p<0,001).

Con respecto a la actividad de la enfermedad (DAS-28) se observaron diferencias entre grupos (Fig. 3c, p=0,01), siendo los pacientes triples positivos (FR, anti-CCP y an­ti-MCV) los que presentaban una actividad mayor de la enfermedad en comparación con los pacientes que sólo eran positivos al FR [mediana (percentiles 5–95): DAS- 285.1 (3,1-7,3) vs. DAS-28 3,8 (2,4-4,6), p<0,001).

Finalmente, se realizó la comparación del índice de discapacidad (HAQ-DI) entre grupos; sin embargo, no se observaron diferencias estadísticamente significati­vas (Fig. 3d, p=0,3).






Discusión y Conclusiones

El diagnóstico temprano y el inicio inmediato de un tratamiento adecuado son obligatorios para prevenir la progresión radiológica y discapacidad funcional de los pacientes con AR. Los nuevos criterios de clasificación para AR ACR/EULAR 2010 han mejorado el diagnóstico temprano de AR mediante la utilización de cuatro prue­bas serológicas: las relacionadas con procesos inflamato­rios (PCR y VSG) y las relacionadas a procesos inmunoló­gicos (FR y anti-CCP)
 (4)
(17)
. Sin embargo, la búsqueda de marcadores que incrementen el diagnóstico oportu­no y que además impacten en la predicción de la activi­dad de la enfermedad, sigue siendo el objetivo de estu­dios en el área de reumatología 
(18)
. Con base en la revisión de la literatura, éste es el primer estudio que evalúa el impacto conjunto de cuatro autoanticuerpos y reporta perfiles asociados con las características clínicas de los pacientes.

Similar a lo reportado en otros estudios 
(13)
(19)
, los anti-CCP fueron los autoanticuerpos que se presenta­ron con mayor frecuencia en los individuos con AR de la población estudiada (82%), lo cual apoya su estable­cimiento como el marcador conocido más sensible para el diagnóstico de la AR, el cual está presente hasta 10 años antes de la etapa clínica de la enfermedad 
(20)
. Por otra parte, los autoanticuerpos que se presenta­ron con menor frecuencia en AR fueron los anti-PAD4 (24%), lo cual fue similar a lo reportado previamente en población indígena de Canadá y Estados Unidos 
(21)
. Tomando en cuenta que la mediana del tiempo de evolución de los pacientes estudiados fue de 5 años, se postula que posiblemente los anticuerpos anti-PAD4 son marcadores que se presentan en etapas más tardías de la enfermedad, tal como se sugiere en un reporte previo de Harris et al.





(22)

.

Con respecto a la especificidad, los anti-MCV mos­traron superioridad a los otros 3 autoanticuerpos, la cual fue del 100%. Estos resultados difieren con lo re­portado en población del norte de Irán en donde la especificidad de los anti-CCP fue ligeramente mayor a la de los anti-MCV (96% vs. 95%)
 (23)
; al respecto, es bien conocido que la seropositividad a autoanticuerpos en pacientes con AR e individuos sanos varía conside­rablemente entre poblaciones 
(24)
 y de esto depende su valor clínico en cada una de ellas. Por lo tanto, en mestizos mexicanos, la implementación de este bio­marcador sería de utilidad en el diagnóstico de la AR y justifica la importancia de contrastar la funcionalidad clínica de nuevos biomarcadores con los utilizados de forma estándar en el diagnóstico, lo cual podría per­mitir la implementación de marcadores específicos en cada población.

En general, el presente estudio propone que si bien los anticuerpos anti-MCV parece que no proporcionan un rendimiento diagnóstico adicional sobre los anti- CCP, sería importante su inclusión en la clínica debido a su alto grado de especificidad, la cual se fundamenta en el valor predictivo positivo del 100% observado en la población de estudio.

Además, también se observó que los títulos de anti- MCV al igual que el FR, correlacionan positivamente con los marcadores de inflamación (VSG y PCR), lo que está completamente de acuerdo con reportes previos 
(25)
y sugieren que la inclusión de anti-MCV al panel diagnóstico de la AR, además de impactar en la espe­cificidad, podría servir como predictor de actividad de la enfermedad 
(27)
. Por otra parte, los títulos de anti- CCP y anti-PAD4 correlacionaron positivamente con el tiempo de diagnóstico de los pacientes, siendo el coe­ficiente de correlación mayor en los anti-PAD4. Estos hallazgos, junto con el hecho de que la mayoría de los individuos con anticuerpos anti-PAD4 también fueron positivos para anti-CCP, apoyan la noción de que la res­puesta inmune anti-PAD4 se produce principalmente en la AR establecida
 (22)
, justo después de la produc­ción de ACPAs.

Adicionalmente, cuando se analizó la seropositivi­dad a combinaciones de autoanticuerpos en los pacien­tes, se detectó que la combinación más frecuente fue la compuesta por triple seropositividad (FR, anti-CCP y anti-MCV), similar a lo reportado en un estudio re­ciente de este grupo de trabajo 
(28)
. Esto se explica por la alta correlación observada entre estos tres autoanti­cuerpos, lo cual concuerda con lo reportado por otros estudios 
(23)
(25)
.

Tomando en cuenta los costos y la correlación obser­vada, se podría argumentar que si un resultado anti-CCP y FR es positivo, entonces la determinación de anti-MCV no es estrictamente necesaria. Sin embargo, se observó que un 2% de los pacientes seronegativos a FR y anti- CCP fueron seropositivos para anti-MCV y otro 2% fue seropositivo a anti-PAD4, por lo que la inclusión de estos 2 autoanticuerpos a los criterios de clasificación vigentes podría ser valiosa para el diagnóstico de la AR en pacien­tes seronegativos a anti-CCP y FR. Estos datos, al igual que otros previamente publicados 
(27)
(29)
 sugieren que la inclusión de estos marcadores podría incrementar en un 4% el número de pacientes diagnosticados oportuna­mente, los cuales al ser seronegativos a menudo no pue­den ser diagnosticados en etapas pre-clínicas de la enfer­medad por falta del puntaje requerido por los criterios de clasificación vigentes.

Interesantemente, los pacientes triples seropositivos (FR, anti-CCP y anti-MCV) presentaban un alto número de articulaciones inflamadas, altos niveles de inflama­ción medidos mediante PCR y VSG y la mayor actividad clínica (medida mediante el índice DAS28), mientras que los individuos sólo positivos a FR presentaban lo contrario. Estos hallazgos son muy relevantes debido a que las combinaciones específicas de seropositividad a autoanticuerpos podrían dar pauta a los reumatólogos para establecer perfiles predictores de un buen pronós­tico o pronóstico desfavorable en estos pacientes y co­nociendo esto, se podría implementar un tratamiento personalizado para cada subgrupo de individuos.

Basado en reportes individuales y en las correlacio­nes encontradas en este estudio, se puede sugerir que la asociación del perfil triple seropositivo (FR, anti-CCP y anti-MCV) con mayor actividad de la enfermedad se debe al efecto sinérgico de estos autoanticuerpos en la fisiopatología de la AR. Sin embargo, es posible que el mayor efecto pronóstico se deba a los anticuerpos anti- MCV, ya que los individuos anti-CCP+/FR+ no mostra­ron asociación alguna con estos parámetros e incluso los individuos positivos sólo a FR mostraron un pronós­ tico más favorable. Además, por lo general el FR no se relaciona con la actividad de la enfermedad y una cohorte de pacientes con AR temprana mostró que los anti-MCV funcionan mejor que los anti-CCP en la identificación de mal pronóstico radiográfico en pa­cientes con AR temprana 
(29)
. Asimismo, un estudio prospectivo de 10 años informó que la presencia de anti-MCV puede predecir el daño articular con igual o mayor fuerza que los anti-CCP 
(31)
.

Los anticuerpos anti-MCV son miembros clave de la familia de ACPAs, donde la vimentina es secretada y citrulinada al interior de los macrófagos en respuesta a la apoptosis, o por la presencia de citocinas pro-in­flamatorias, condiciones que son altamente frecuentes en AR 
(32)
. Aunque el papel exacto de los ACPAs en la patogénesis de la AR no se entiende completamente, estudios in vitro demostraron que estos autoanticuerpos inducen la producción de TNF-α por los macrófagos, la osteoclastogénesis y la activación del complemento 
(33)
, por lo que existe un ciclo de retroalimentación positiva entre los niveles de inflamación y la producción de anti-MCV y esto podría explicar las asociaciones en­contradas en el presente estudio.

Con respeto a la asociación de que los individuos positivos sólo a FR presentan menores niveles de mar­cadores inflamatorios y menor actividad de la enfer­medad, no existen reportes similares al presente con los que se puedan contrastar los resultados; sin em­bargo, un estudio basado en el diagnóstico de enfer­medades reumáticas a través del FR y anti-CCP mostró que los pacientes que eran FR+/anti-CCP- a menudo eran clasificados con artritis inflamatoria no especifica (NOS) 
(34)
, la cual es una subcategoría asignada a las enfermedades que no cumplen con los signos suficien­tes para ser clasificadas en una patología específica; por lo anterior, no se descarta que los pacientes sólo positivos a FR encontrados en este estudio pudieran ser pacientes sobre-diagnosticados. Otra posible expli­cación podría ser que estos individuos presentan un componente genético distinto al resto de los pacientes con las demás combinaciones de autoanticuerpos. En este sentido, tal vez una de las principales diferencias genéticas radica en los alelos de los genes HLA-II, de­bido a que estos alelos se han relacionado fuertemente con la seropositividad a los distintos autoanticuerpos en AR 
(35)
(38)
.

En conclusión, estos hallazgos indican que entre los pacientes con AR existen subgrupos de individuos con distintas combinaciones de seropositividad a autoan­ticuerpos, las cuales están directamente relacionadas con la actividad de la enfermedad. Por lo tanto, la im­plementación de perfiles de autoanticuerpos en la AR puede impactar directamente en el diagnóstico, pro­nóstico y tratamiento personalizado de los individuos. Sin embargo, se necesitan más estudios para corrobo­rar estos hallazgos y es pertinente que los estudios fu­turos sobre este tópico se enfoquen en la determina­ción del componente genético (como alelos del HLA) de los subgrupos analizados para comprobar dichas hipótesis. Los anticuerpos anti-MCV presentan menor sensibilidad que el FR y los anti-CCP, pero muestran una especificidad superior para el diagnóstico de AR en población mestiza mexicana.
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