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Resumen

Se evalué la relevancia clinica de analizar conjuntamente dos nuevos au-
toanticuerpos (anti-vimentina citrulinada mutada: anti-MCV y anti-peptidil
arginina desaminasa 4: anti-PAD4) en conjunto con los utilizados clasica-
mente en el diagnéstico (factor reumatoideo: FR y anticuerpos contra pép-
tidos citrulinados ciclicos de la anti-CCP) en la artritis reumatoidea (AR).
Los autoanticuerpos se determinaron mediante ensayos inmunoenzimati-
cos en suero de 370 pacientes con AR y 200 controles. Se observé 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 pa-
cientes triples seropositivos (FR, anti-CCP y anti-MCV) presentaron mayor
inflamacién sistémica/articular y actividad clinica que los que expresaron
otras combinaciones de autoanticuerpos (p<0,001). Por otra parte, los pa-
cientes sélo positivos a FR cursaron con menor inflamacién y actividad
clinica (p<0,001). En conclusion, la inclusién de los anticuerpos anti-MCV
al panel utilizado para el diagnoéstico de la AR (FR y anti-CCP) podria me-
jorar el diagnéstico 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 clinica de los pacientes.

Palabras clave: perfiles de autoanticuerpos * artritis reumatoidea * factor
reumatoideo * anticuerpos contra proteinas citrulinadas * peptidil arginina
desaminasa tipo 4 * anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada
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Abstract

In this paper it was evaluated the clinical relevance of analyzing together two new autoantibodies (anti-mutat-
ed 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: an-
ti-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 seropos-
itive 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 ci-
trullinated proteins * peptidyl arginine deaminase type 4 * antibodies against mutated citrullinated
vimentin

R esumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a relevancia clinica de analisar dois novos autoanticorpos (anti-vimentina
citrulinada mutada: anti-MCV e anti-peptidilarginina deiminase 4: anti-PAD4) e os convencionalmente uti-
lizados no diagndstico (fator reumatdide: FR e anticorpos contra peptideos citrulinados ciclicos: anti-CCP)
da artrite reumatdide (AR). Os autoanticorpos foram avaliados através de ensaios imunoenzimaticos 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 individuos soronegativos para
FR e anti-CCP foram soropositivos para anti-MCV ou PAD4. Os doentes triplice soropositivos (FR, anti-CCP
e anti-MCV) apresentam maior inflamagao sistémica/articular e atividade clinica do que aqueles com outras
combinagdes de autoanticorpos (p<0.001). Os doentes apenas positivos para FR apresentaram menor in-
flamacéo e atividade clinica (p<0.001). Em conclusdo, a inclus&o dos anticorpos anti-MCV para o painel
utilizado para o diagnéstico de AR (FR e anti-CCP) poderia melhorar o diagndstico oportuno dos individuos,
principalmente daqueles que sdo soronegativos para FR e anti-CCP. Por outro lado, existem perfis de autoan-
ticorpos associados a atividade clinica de doentes.

Palavras-chave: perfis de autoanticorpos * artrite reumatéide * fator reumatoide * anticorpos contra
proteinas citrulinadas * peptidilarginina delminase 4 * anticorpos contra vimentina citrulinada
mutada

Introduccién

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad au-
toinmune de etiologia desconocida que se caracteriza
por la presencia de autoanticuerpos y sinovitis crénica
de multiples articulaciones, lo cual conduce a la des-
truccion de cartilago y hueso, y finalmente a discapaci-
dad (1). La prevalencia de AR es del 1% a nivel mundial
y es una de las principales causas de costo socioecono-
mico institucional en México (2) (3).

La alta variabilidad de los sintomas y signos que pre-
sentan los pacientes con AR dificulta el diagnéstico, por
lo cual, en 2010, el Colegio Americano de Reumatolo-
gia (ACR) yla Liga Europea contra el Reumatismo (EU-
LAR) propusieron criterios para su clasificaciéon. Los
mismos permiten un diagnostico oportuno de la AR, ya
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que se incluyen marcadores serol6gicos tempranos y es-
pecificos de esta patologia como los anticuerpos contra
proteinas 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 diri-
gidos contra la porciéon Fc de las inmunoglobulinas
G (IgG) y se detecta en el 60-80% de los pacientes
con AR; sin embargo, es poco especifico (5)(6). En
los ultimos anos se han identificado de manera inde-
pendiente nuevos autoanticuerpos en la AR, de los
cuales los ACPAs, principalmente los dirigidos contra
vimentina citrulinada mutada (anti-MCV) y los anti-
cuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4



(anti-PAD4) se han asociado con severidad y actividad
clinica (7) (8).

La citrulinaciéon es una modificaciéon postraduc-
cional (desaminacién) en residuos de argininas, que
conduce a la formacion de un aminoacido no esencial
llamado citrulina. Las proteinas encargadas de la citru-
linacién son un grupo de enzimas llamadas PAD (pep-
tidil arginina desaminasa), de las cuales PAD4 esta rela-
cionada con excesiva citrulinacion de proteinas en AR
(9). Esta modificacion produce cambios estructurales
en las proteinas diana y les confiere caracteristicas de
antigenicidad, por lo que son reconocidas por células
B infiltradas en la articulacion, las cuales las fagocitan,
las procesan y producen anticuerpos contra estas pro-
teinas, los cuales forman inmunocomplejos que perpe-
tdan el proceso inflamatorio y danan las articulaciones
y diversos 6rganos (10).

Los ACPAs son autoanticuerpos dirigidos contra pro-
teinas 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 ci-
clicos (anti-CCP) (11), que detecta ACPAs sin especifi-
car el tipo de proteina contra la que van dirigidos.

En la actualidad, no existen reportes clinicos que
evaluen perfiles de autoanticuerpos en pacientes con
ARy s6lo evalian al FRy a los anti-CCP, los cuales en po-
blacién mexicana se han descrito como negativos hasta
en un 20% de los pacientes con AR (12-14). Ser sero-
negativo a FR y anti-CCP puede retrasar el diagnostico
oportuno y tratamiento de los pacientes, ya que no per-
mite cubrir los 6 puntos requeridos para la clasificacion
actual del ACR/EULAR, 2010.

La inclusiéon de nuevos autoanticuerpos (anti-PAD4
y anti-MCV) al panel previamente existente (FR y anti-
CCP) podria aumentar considerablemente la sensibili-
dad de los criterios diagnosticos vigentes. Asimismo, es
posible que existan perfiles especificos de autoanticuer-
pos en poblaciones con diverso componente genético
y que estos a su vez estén relacionados con actividad o
severidad clinica de la AR.

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

Materiales y Métodos

POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 370 pacientes con AR clasificados de
acuerdo con los criterios del ACR/EULAR, 2010, re-
clutados de los servicios de Reumatologia del Hospital
General de Occidente de Zapopan, Jalisco, México y
del Hospital General “Dr. Raymundo Abarca Alarcon”,
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Chilpancingo, Guerrero, México. Ademas, se incluye-
ron a 200 individuos sanos como sujetos control (SC).
Todos los individuos se identificaron como mestizos
mexicanos (individuos nacidos en México con un ape-
llido derivado de Espana y antepasados mexicanos al
menos tres generaciones anteriores).

El estudio se realizé de acuerdo con lo establecido
en la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el Co-
mité de Etica de la Universidad de Guadalajara. Todos
los sujetos firmaron un consentimiento informado por
escrito antes de inscribirse en el protocolo.

EVALUACION CLINICA

Se obtuvieron datos demograficos y clinicos al mo-
mento de la toma de muestra de sangre de todos los
sujetos de estudio. La actividad clinica de los pacientes
se estimo6 por un reumatologo, utilizando la puntuacién
del indice de actividad de la enfermedad DAS-28 (escala
0-10) (15) y la discapacidad funcional se evalué a través
de la aplicacion del Cuestionario de Evaluacion de la
Salud-Indice de Discapacidad (HAQ-DI, escala 0-3) (16).
Se midieron los marcadores de inflamacién: proteina C
reactiva de alta sensibilidad (PCR) mediante un ensayo
turbidimétrico (COD31029, BioSystems)y la velocidad de
sedimentacion globular (VSG) utilizando el método de
Wintrobe.

CUANTIFICACION DE AUTOANTICUERPOS

El factor reumatoideo se cuantificé utilizando un
ensayo turbidimétrico (COD31030; BioSystems) y su va-
lor de corte para positividad fue de 30 UI/mL. Los an-
ticuerpos anti-CCP, anti-MCV y anti-PAD4 se cuantifica-
ron mediante ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) de
segunda generacion (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 estandar
para su positividad, se estableci6 el valor de corte como
el valor correspondiente al percentil 95 del grupo con-
trol de 200 individuos sanos, resultando en un valor
de corte de 4,749 U/mL, lo que dio una especificidad
del 95%.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé con los paquetes
STATA v9.2'y GraphPad Prism 5. Las variables conti-
nuas al resultar no-paramétricas se expresaron como
medianas y percentiles 5-95. Las variables categoéricas
Se expresaron como porcentaje y se compararon por
¥2. La prueba de Kruskal-Wallis se utilizé para analizar
las diferencias entre tres o mas grupos (datos no pa-
ramétricos), seguido por el ajuste de Dunn para com-
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paraciones multiples. Los coeficientes de correlacion
lineal se examinaron mediante la prueba de correla-
cion de Spearman. Un valor de probabilidad p<0,05 se
considero significativo.

Resultados

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE
LOS SUJETOS DE ESTUDIO

Los datos demograficos y clinicos del total de pa-
cientes con ARy SC se presentan en la Tabla I. Ambos
grupos de estudio presentaban una mediana de edad
de 47 anos y en su mayoria estaban constituidos por
mujeres (91% en ARy 94% en SC). Los marcadores de
inflamaci6n en los SC se encontraron dentro de los va-
lores normales [mediana (percentiles 5-95): VSG=15,5
(3-37) y PCR=1,35 (0,2-9,4) ] y ambos fueron significati-
vamente mas bajos que en pacientes con AR ($<0,001).

En promedio, los pacientes tenian actividad moderada,
DAS-28=5 (0,5-23) y discapacidad leve, HAQ-DI=0,36
(0-1,75). La mayoria de los pacientes (71%) eran tra-
tados con metotrexato, ya sea en monoterapia o poli-
terapia. Respecto a los autoanticuerpos, los pacientes
mostraron titulos significativamente mas altos que los

SC ($<0,001).

SEROPOSITIVIDAD A AUTOANTICUERPOS
EN PACIENTES CON AR Y SC

En la Tabla II se muestra la determinacion de la sero-
positividad a los autoanticuerpos FR, anti-CCP, anti-MCV
y anti-PAD4 en el total de pacientes y SC. En AR, la se-
ropositividad fue la siguiente: FR=81%, anti-CCP=82%,
anti-MCV=73% vy anti-PAD4=24%, siendo los anti-CCP
el marcador que se encontré con titulos mas altos en
los pacientes. Por otra parte, en SC la seropositividad
fue: FR=2,5%, anti-CCP=3,5%, ant-MCV=0% vy anti-
PAD4=10%.

Tabla |. Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con AR y SC.

Variables AR n=370 SC n=200 p
Demogréficas
Edad (afios) 2 47 (27-70) 47 (25-68) 0,82
Género % (n) P 0,48
Masculino 9 (33) 6 (12) -
Femenino 91 (337) 94 (188) -
Estado de la enfermedad
Tiempo de evolucién (afios) 2 5(0,5-23) - -
Evaluacion clinica
DAS-28° 3,2(1,9-6,7) - -
HAQ-DIP 0,36 (0-1,75) - -
Proteina C reactiva mg/dL @ 19,3 (3-203) 1,35 (0,2-9,4)) | <0,001
VSG (mm/hora) @ 34,5 (11-56) 15,5 (3-37) <0,001
Factor reumatoideo Ul/mL 2 138 (9-300) 8 (0-42) <0,001
Anti-CCP (U/mL) @ 62 (1.4-900) 1.8 (0,9-4,1) <0,001
Anti-MCV (U/mL)? 87 (3-1050) 6 (2,5-15,5) <0,001
Anti-PAD4 (U/mL) 2 2091 (113-10500) | 1598 (260-4749) | <0,001
Tratamiento % (n)
AINEs b 58 (215) - -
Esteroides ® 42 (155) - -
DMARDS ® - -
Sulfasalazina? 19 (70) - -
Cloroquina® 39 (144) - -
Metotrexato b 71 (262) -

2 Datos proporcionados en medianas (p5-p95). P Datos proporcionados en porcentajes y n; DAS-28: puntaje de la actividad de la enfermedad
28; HAQ-DI: cuestionario de evaluacién de la salud-indice de discapacidad, version en espafiol; VSG: velocidad de sedimentacién globular;
FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada
mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4. AINEs: anti-inflamatorios no esteroideos; DMARDs: drogas anti-

reumaticas modificadoras de la enfermedad.
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Tabla Il. Seropositividad a autoanticuerpos en pacientes con AR y SC.

Autoanticuerpos AR’O n=370 SC’O n=200
% (n) % (n)
Factor reumatoideo (Ul/mL)
Negativos (<30 Ul/mL) 19 (71) |97,5(195)
Bajos positivos (30-90 Ul/mL) 23 (86) 1(2)
Altos positivos (>90 Ul/mL) 58 (213) 1,5(3)
Anti-CCP (U/mL)
Negativos (<5 U/mL) 18 (67) |96,5(193)
Bajos positivos (5-15 U/mL) 8 (29) 1,5 (3)
Altos positivos (>15 U/mL) 74 (274) 2 (4)
Anti-MCV (U/mL)
Negativos (<20 U/mL) 27 (99) | 100 (200)
Bajos positivos (20-60 U/mL) 17 (63) 0 (0)
Altos positivos (>60 U/mL) 56 (208) 0 (0)
Anti-PAD4 (U/mL)
Negativos (<4749 U/mL) 76 (283) | 95(190)
Bajos positivos (4749-14247 U/mL) 24 (87) 5(10)
Altos positivos (>14247 U/mL) 0 (0) 0 (0)

Las concentraciones de autoanticuerpos se muestran como porcentaje y n
(nimero de individuos). La alta seropositividad se define como un valor 3
veces mayor que el valor de corte; FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anti-
cuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra
vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil argini-
na desaminasa tipo 4.

AUTOANTICUERPOS Y SU VALOR DIAGNOSTICO EN AR

Para determinar el valor diagnéstico de los autoanti-
cuerpos evaluados en este estudio, se calcul6 la sensibi-
lidad, especificidad y el valor predictivo positivo VP (+)
de cada autoanticuerpo. Para esto, se tomé en cuenta
la seropositividad de cada uno de ellos en pacientes y
SC. El FR mostré una sensibilidad del 80% y una espe-
cificidad 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 comparacion con el FRylos anti-CCP, los anticuer-

Autoanticuerpos en artritis reumatoidea 53

pos 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).

SEROPOSITIVIDAD A COMBINACIONES
DE AUTOANTICUERPOS EN AR

Para valorar la importancia clinica de adicionar nuevos
autoanticuerpos (anti-MCV y anti-PAD4) al panel de ruti-
na (FRy anti-CCP) para el diagnéstico de 1a AR, se analiz6
la seropositividad a distintas combinaciones de autoanti-
cuerpos en los pacientes (Tabla IV).

Los grupos mas frecuentes fueron los siguientes: triples
positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV, 30,5%); seronegativos
(19%), positivos para todos los autoanticuerpos (16%),
positivos s6lo a anti-CCP (10%), positivos sélo a FR (9%)
y dobles positivos (FR y anti-CCP, 5%); las demds combi-
naciones se observaron en menos del 5% de los pacientes.

Posteriormente, se determiné la correlacion entre los
distintos autoanticuerpos para observar el grado de re-
dundancia que implicaria analizarlos en conjunto (Fig.
1). E1 FR correlacioné positivamente con los anticuerpos
anti-CCP (Fig. la, r=0,45, $<0,001), anti-MCV (Fig. 1b,
17=0,41, p<0,001) y anti-PAD4 (Figura lc, r.=0,17, p=0,003).
Por su parte, los anticuerpos anti-CCP correlacionaron
fuertemente con los anti-MCV (Fig. 1d, 7=0,64, p<0,001),
pero no correlacionaron con los anticuerpos anti-PAD4
(Fig. le, r=0,15, $=0,05). Sin embargo, estos tltimos
correlacionaron con los anticuerpos anti-MCV (Fig. 1f,

7=0,24, p=0,001).

ASOCIACION DE AUTOANTICUERPOS
CON LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA AR

Se realiz6 un analisis de correlacion entre los niveles
séricos de autoanticuerpos y las caracteristicas clinicas
de los pacientes con AR. Como se muestra en la Tabla
V, se observé que el FR correlaciona positivamente con
los marcadores de inflamacion VSG (r=0,10, p=0,001)y
PCR (r=0,15; $=0,002). Asimismo, los anticuerpos anti-
MCV correlacionaron con estos marcadores (VSG: r=

0,12; p=0,04 y PCR: r= 0,15; p=0,006).

Tabla Ill. Valor diagndstico de los autoanticuerpos FR, anti-CCP y anti-MCV y anti-PAD4 en AR.

Autoanticuerpos AR SC Sensibilidad | Especificidad VP (+)
(n=370) (n=200) (%) (%) (%)
FR 299 5 80 98 98
Anti-CCP 303 7 82 97 98
Anti-MCV 271 0 73 100 100
Anti-PAD4 87 10 24 95 90

VP (+): valor predictivo positivo; AR: artritis reumatoidea; SC: sujetos control. FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citru-
linados ciclicos; Anti-MCV: anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4.
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Tabla IV. Seropositividad a combinaciones de autoanticuerpos en
pacientes con AR.

Seropositivo a AR, n=370
% (n)
Ninguno 19 (70)
Sélo FR 9 (35)
Sélo Anti-CCP 10 (37)
Sélo Anti-MCV 2 (6)
Sélo Anti-PAD4 2(7)
Sélo FR y anti-CCP 5 (20)
Sélo FR y anti-MCV 1(4)
Sélo FR y anti-PAD4 0 (0)
Sélo Anti-CCP y anti-MCV 2(9)
Sélo Anti-CCP y PAD4 0,5 (2)
Sélo Anti-MCV y PAD4 0(0)
Sélo FR, anti-CCP y anti-MCV 30,5 (114)
Sélo FR, anti-CCP y anti-PAD4 2 (6)
Todos los autoanticuerpos 16 (60)

Las frecuencias se obtuvieron por conteo directo. FR: factor reumatoideo;
Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos; Anti-MCV: anti-
cuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra
peptidil arginina desaminasa tipo 4.

Por otra parte, los anticuerpos anti-CCP y anti-PAD4
correlacionaron positivamente con el tiempo de evolu-
cion de la enfermedad (7=0,12, p=0,04y r=0,26, p=0,03,
respectivamente).

CORRELACIONES ENTRE LA SEROPOSITIVIDAD
A COMBINACIONES DE AUTOANTICUERPOS CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA AR

Se realiz6 un analisis comparativo de las variables
clinicas entre grupos de pacientes que presentaban se-

ronegatividad, seropositividad individual o combinada
a alguno de los autoanticuerpos para buscar perfiles
predictores de inflamacion, actividad o discapacidad.

Se observaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas en los niveles de PCR entre los diversos grupos
(Fig. 2a, p<0,001); siendo evidente que los pacientes
seropositivos s6lo 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 ni-
veles mas altos de PCR que el resto de las combina-
ciones, mientras que los seropositivos s6lo a FR pre-
sentaban los niveles mds bajos (p<0,001). Sin embargo,
la prueba de Dunss mostré que la diferencia radicaba
principalmente entre los altos niveles de PCR de los pa-
cientes triple positivos (FR, anti-CCP y anti-MCV) y los
bajos niveles de PCR presentes en los pacientes sero-
positivos s6lo a FR [mediana (percentiles 5-95): 31,10
mg/dL (11-214) vs. 13,1 mg/dL (0,5-57), p<0,001).

Con respecto a la VSG, también se observaron di-
ferencias entre grupos (Fig. 2b, $<0,001); sin embar-
go, nuevamente los pacientes triples positivos (FR,
anti-CCP y anti-MCV) presentaron niveles mas altos
de este marcador de inflamacién en comparaciéon con
los pacientes seropositivos s6lo a FR[mediana (percen-
tiles 5-95): 40 mm/h (22-62) vs. 20 mm/h (20-48),
$<0,001).

Por otra parte, la comparacion del tiempo de evo-
lucién entre grupos no mostré significancia estadisti-
ca (p=0,1). Sin embargo, se observé una tendencia de
seropositividad s6lo a anti-PAD4 en los individuos con
mayor duracion de la enfermedad (Fig. 3a).

Otro hallazgo importante fue la asociacion 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 nimero de articulaciones inflamadas
en comparacion con los pacientes que eran s6lo positi-

Tabla V. Correlaciones entre autoanticuerpos y caracteristicas clinicas de la AR.

FR Anti-CCP Anti-MCV Anti-PAD4

Variables r p r. p r p re p
Edad, afios -0,04 (0,44 -0,03 [0,57 -0,01 (0,73 0,04 0,56
Tabaquismo, afios 0,05 0,75 0,05 0,89 0,04 0,73 0,004 0,97

Marcadores inflamatorios

VSG, mm/h 0,10 0,001 0,05 0,68 0,12 |0,040 0,01 0,90

PCR, mg/dL 0,15 0,002 0,04 0,35 0,15 |0,006 0,008 0,91
Actividad clinica y discapacidad

Tiempo de evolucién, afios 0,07 0,20 0,12 0,045 0,08 |0,17 0,26 0,03

DAS-28, escala 0-10 0,09 0,11 -0,09 (0,08 0,04 (0,48 -0,02 0,76

HAQ-DI, escala 0-3 0,04 0,39 -0,06 [0,29 0,08 (0,17 -0,003 0,97

rs: coeficiente de correlacion de Spearman; FR: factor reumatoideo; Anti-CCP: anticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos; Anti-MCV:
anticuerpos contra vimentina citrulinada mutada; Anti-PAD4: anticuerpos contra peptidil arginina desaminasa tipo 4; VSG: velocidad de sedi-
mentacion globular; PCR: proteina C reactiva de alta sensibilidad; DAS28: puntaje de la actividad de la enfermedad 28; HAQ-DI: cuestionario
de evaluacion de la salud-indice de discapacidad. En negrita se muestran las correlaciones con significancia estadistica.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2018; 52 (1): 49-60



a) _=0,45, p<0,001

1000-
O OO0 @mMOoOo O G @O O O O
)
£ © 0
3 e
& 5001
Q
= 5
<
0 100 200 300
FR (U/mL)
c) r.=0,17, p=0,03
12000- o
om oo ® o @
’ET o
S 8000 o o)
2 o) 6o o
3
< 5 © CQo%o o o 8
L 400040 0 o0
3; v\() ol (%2;) 0] [¢)
00
&° ®
. 00
100 200 300
FR (Ul/mL)
e)
r;=0,15, p=0,05
12000
@o o® 00 ® O
) o 993
£ 3000 0®
2 o © Q
<
< g
o (o) o o [e)
= 400014 Q@ o
c
<

Anti-CCP (U/mL)

Autoanticuerpos en artritis reumatoidea 55

b) F_=0,41, p<0,001
1200

- 1080080%9 80 o Bo oS3 B
[e] Q

5 800 ° ° g

5 8

= B

"E S

<

0 100 200 300

FR (Ul/mL)
d)
1200 r.=0,64, p<0,001

:r (@]
E 8
S 800 °
(>_> o
T 4009 g
é (@]

o . §

0 200 400 600 800

Anti-CCP (UImL)
f I =0,24, p=0,001
12000 s~ et PO,
© 000 o o o

I o8
£
2
<
o
<
o
s
<

Q O
0 400 800
anti-MCV (U/mL)

1200

Figura 1. Correlacion entre los autoanticuerpos FR, anti-CCP, anti-MCV y anti-PAD4 en pacientes con AR.
r,, coeficiente de correlacion de Spearman.

vos a FR (Fig. 3b, p<0,001), siendo los triples positivos
(FR, anti-CCP y anti-PAD4) los que presentan un mayor
compromiso articular ($<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 an-
ti-MCV) los que presentaban una actividad mayor de la
enfermedad en comparacion con los pacientes que s6lo
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 realizé la comparacion del indice de
discapacidad (HAQ-DI) entre grupos; sin embargo, no
se observaron diferencias estadisticamente significati-
vas (Fig. 3d, p=0,3).

Discusion y Conclusiones

El diagnoéstico temprano vy el inicio inmediato de un
tratamiento adecuado son obligatorios para prevenir la
progresion radiolégica y discapacidad funcional de los
pacientes con AR. Los nuevos criterios de clasificacion
para AR ACR/EULAR 2010 han mejorado el diagnéstico
temprano de AR mediante la utilizacién de cuatro prue-
bas serolégicas: las relacionadas con procesos inflamato-
rios (PCRy VSG) y las relacionadas a procesos inmunol6-
gicos (FRy anti-CCP) (4) (17). Sin embargo, la bisqueda
de marcadores que incrementen el diagnostico oportu-
no y que ademas impacten en la prediccién de la activi-
dad de la enfermedad, sigue siendo el objetivo de estu-
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dios en el area de reumatologia (18). Con base en la
revision de la literatura, éste es el primer estudio que
evalua el impacto conjunto de cuatro autoanticuerpos y
reporta perfiles asociados con las caracteristicas clinicas
de los pacientes.

Similar a lo reportado en otros estudios (13) (19), los
anti-CCP fueron los autoanticuerpos que se presenta-
ron con mayor frecuencia en los individuos con AR de
la poblacién estudiada (82%), lo cual apoya su estable-
cimiento como el marcador conocido mas sensible para
el diagnéstico de la AR, el cual estd presente hasta 10
anos antes de la etapa clinica de la enfermedad (20).
Por otra parte, los autoanticuerpos que se presenta-
ron con menor frecuencia en AR fueron los anti-PAD4
(24%), lo cual fue similar a lo reportado previamente
en poblacién indigena de Canada y Estados Unidos
(21). Tomando en cuenta que la mediana del tiempo
de evolucion de los pacientes estudiados fue de 5 anos,
se postula que posiblemente los anticuerpos anti-PAD4
son marcadores que se presentan en etapas mas tardias
de la enfermedad, tal como se sugiere en un reporte
previo de Harris et al. (22).

Con respecto a la especificidad, los anti-MCV mos-
traron superioridad a los otros 3 autoanticuerpos, la
cual fue del 100%. Estos resultados difieren con lo re-
portado en poblacién del norte de Iran en donde la
especificidad de los anti-CCP fue ligeramente mayor a
la de los anti-MCV (96% wvs. 95%) (23); al respecto, es
bien conocido que la seropositividad a autoanticuerpos
en pacientes con AR e individuos sanos varia conside-
rablemente entre poblaciones (24) y de esto depende
su valor clinico en cada una de ellas. Por lo tanto, en
mestizos mexicanos, la implementacion de este bio-
marcador seria de utilidad en el diagnostico de la AR
y justifica la importancia de contrastar la funcionalidad
clinica de nuevos biomarcadores con los utilizados de
forma estindar en el diagnoéstico, lo cual podria per-
mitir la implementacién de marcadores especificos en
cada poblacion.

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

Ademas, también se observo que los titulos de anti-
MCV al igual que el FR, correlacionan positivamente
con los marcadores de inflamacién (VSGy PCR), lo que
esta completamente de acuerdo con reportes previos
(25)y sugieren que la inclusion de anti-MCV al panel
diagnostico de la AR, ademds de impactar en la espe-
cificidad, podria servir como predictor de actividad de
la enfermedad (27). Por otra parte, los titulos de anti-
CCP y anti-PAD4 correlacionaron positivamente con el
tiempo de diagnéstico de los pacientes, siendo el coe-
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ficiente de correlacion mayor en los anti-PAD4. Estos
hallazgos, junto con el hecho de que la mayoria de los
individuos con anticuerpos anti-PAD4 también fueron
positivos para anti-CCP, apoyan la nocién de que la res-
puesta inmune anti-PAD4 se produce principalmente
en la AR establecida (22), justo después de la produc-
cion de ACPAs.

Adicionalmente, cuando se analizé la seropositivi-
dad a combinaciones de autoanticuerpos en los pacien-
tes, se detect6 que la combinaciéon mas frecuente fue
la compuesta por triple seropositividad (FR, anti-CCP
y anti-MCV), similar a lo reportado en un estudio re-
ciente de este grupo de trabajo (28). Esto se explica por
la alta correlacion observada entre estos tres autoanti-
cuerpos, lo cual concuerda con lo reportado por otros
estudios (23) (25).

Tomando en cuenta los costos y la correlaciéon obser-
vada, se podria argumentar que si un resultado anti-CCP
y FR es positivo, entonces la determinacion de anti-MCV
no es estrictamente necesaria. Sin embargo, se observo
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 inclusion de estos
2 autoanticuerpos a los criterios de clasificacion vigentes
podria ser valiosa para el diagnostico de la AR en pacien-
tes seronegativos a anti-CCP y FR. Estos datos, al igual
que otros previamente publicados (27) (29) sugieren que
la inclusion de estos marcadores podria incrementar en
un 4% el nimero de pacientes diagnosticados oportuna-
mente, los cuales al ser seronegativos a menudo no pue-
den ser diagnosticados en etapas pre-clinicas de la enfer-
medad por falta del puntaje requerido por los criterios
de clasificacion vigentes.

Interesantemente, los pacientes triples seropositivos
(FR, anti-CCP y anti-MCV) presentaban un alto nimero
de articulaciones inflamadas, altos niveles de inflama-
ci6on medidos mediante PCR y VSG y la mayor actividad
clinica (medida mediante el indice DAS28), mientras
que los individuos sélo positivos a FR presentaban lo
contrario. Estos hallazgos son muy relevantes debido a
que las combinaciones especificas de seropositividad a
autoanticuerpos podrian dar pauta a los reumatélogos
para establecer perfiles predictores de un buen pronos-
tico o pronoéstico desfavorable en estos pacientes y co-
nociendo esto, se podria implementar un tratamiento
personalizado para cada subgrupo de individuos.

Basado en reportes individuales y en las correlacio-
nes encontradas en este estudio, se puede sugerir que
la asociacion 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
fisiopatologia de la AR. Sin embargo, es posible que el
mayor efecto pronéstico se deba a los anticuerpos anti-
MCV, ya que los individuos anti-CCP+/FR+ no mostra-
ron asociacion alguna con estos parametros e incluso
los individuos positivos s6lo a FR mostraron un pronos-
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tico mas favorable. Ademas, por lo general el FR no
se relaciona con la actividad de la enfermedad y una
cohorte de pacientes con AR temprana mostré que
los anti-MCV funcionan mejor que los anti-CCP en la
identificacion de mal pronéstico radiografico en pa-
cientes con AR temprana (29). Asimismo, un estudio
prospectivo de 10 anos informé que la presencia de
anti-MCV puede predecir el dano 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 macréfagos en respuesta
a la apoptosis, o por la presencia de citocinas pro-in-
flamatorias, 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 ¢n vitro demostraron que €stos autoanticuerpos
inducen la producciéon de TNF-a. por los macroéfagos,
la osteoclastogénesis y la activacion del complemento
(33), por lo que existe un ciclo de retroalimentaciéon
positiva entre los niveles de inflamacién y la produccién
de anti-MCV y esto podria explicar las asociaciones en-
contradas en el presente estudio.

Con respeto a la asociaciéon de que los individuos
positivos s6lo a FR presentan menores niveles de mar-
cadores inflamatorios y menor actividad de la enfer-
medad, no existen reportes similares al presente con
los que se puedan contrastar los resultados; sin em-
bargo, un estudio basado en el diagnéstico de enfer-
medades reumaticas a través del FR y anti-CCP mostré
que los pacientes que eran FR+/anti-CCP- a menudo
eran clasificados con artritis inflamatoria no especifica
(NOS) (34), la cual es una subcategoria asignada a las
enfermedades que no cumplen con los signos suficien-
tes para ser clasificadas en una patologia especifica;
por lo anterior, no se descarta que los pacientes s6lo
positivos a FR encontrados en este estudio pudieran
ser pacientes sobre-diagnosticados. Otra posible expli-
cacion podria ser que estos individuos presentan un
componente genético distinto al resto de los pacientes
con las demas combinaciones de autoanticuerpos. En
este sentido, tal vez una de las principales diferencias
genéticas radica en los alelos de los genes HLA-II, de-
bido a que estos alelos se han relacionado fuertemente
con la seropositividad a los distintos autoanticuerpos
en AR (35) (38).

En conclusion, estos hallazgos indican que entre los
pacientes con AR existen subgrupos de individuos con
distintas combinaciones de seropositividad a autoan-
ticuerpos, las cuales estdn directamente relacionadas
con la actividad de la enfermedad. Por lo tanto, la im-
plementacién de perfiles de autoanticuerpos en la AR
puede impactar directamente en el diagnéstico, pro-
noéstico y tratamiento personalizado de los individuos.
Sin embargo, se necesitan mas estudios para corrobo-
rar estos hallazgos y es pertinente que los estudios fu-
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turos sobre este topico se enfoquen en la determina-
cion del componente genético (como alelos del HLA)
de los subgrupos analizados para comprobar dichas
hipétesis. Los anticuerpos anti-MCV presentan menor
sensibilidad que el FR y los anti-CCP, pero muestran
una especificidad superior para el diagnostico de AR
en poblacién mestiza mexicana.
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