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Anticuerpos anti-CCP en artritis reumatoidea: relacién con

caracteristicas clinicas, citocinas Th1/Th2 y HLA-DRB1

Paula A. Correa "2, Gabriel J. Tobén "2, Gustavo Citera 2, José Cadena ',
Emilce Schneeberger 3, José F. Camargo ', José A. Maldonado-Cocco 3, Juan Manuel Anaya '?

" Unidad de Biologia Celular e Inmunogenética, Corporacion para Investigaciones Bioldgicas, Medellin,
Colombia.

2 Clinica Universitaria Bolivariana, Facultad de Medicina, Universidad Pontificia Bolivariana, Medellin,
Colombia.

3 Instituto de Rehabilitacion, Buenos Aires, Argentina.

En el presente estudio se examind la especificidad y la sensibilidad de los anticuerpos anti-
péptidos citrulinados ciclicos (CCP) en pacientes latinoamericanas con artritis reumatoidea
(AR), asi como su relacion con la actividad de la enfermedad, manifestaciones extraarticulares
(MEA), sintesis de citocinas (IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a. e IFN-y) y factor reumatoideo (FR) IgM e
IgA, y con el polimorfismo del HLA-DRB1. Se examinaron 79 pacientes con AR (69 con AR
establecida y 10 con AR temprana sin previo tratamiento), 56 pacientes con espondilitis
anquilosante (EA), 25 con lupus eritematoso sistémico (LES), 50 con sindrome de Sjégren
primario (SSp) y diez individuos sanos. De las 69 pacientes con AR establecida, 36 fueron
reevaluadas 2 afos después. La actividad de la AR se examind segun los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia. Los anticuerpos anti-CCP2, el FR y los niveles de citocinas se
determinaron mediante inmunoensayo, y la genotipificacion del HLA se llevé a cabo por reaccion
en cadena de la polimerasa utilizando mezclas de iniciadores especificos. Los anticuerpos
anti-CCP se observaron en 96% de los pacientes con AR en la primera evaluacion y en 86%
en la segunda (p=0,12), sin modificacion significativa en los valores (131+58,7 vs. 130,6+67,1
Ul). Su sensibilidad y especificidad global fue de 94% y 92%, respectivamente, pero cuando
sélo se consideraron los niveles altos (>60 Ul) fueron de 84% y 95%, respectivamente. La
razon de probabilidades (RP) positiva fue de 12 y la RP negativa de 0,06. El valor predictivo
(VP) positivo fue de 87% y el VP negativo de 96%. Los anticuerpos anti-CCP se observaron en
12% de los pacientes con LES y con SSp, en 2% de los de EA y en 10% de los controles sanos.
En los pacientes con AR no se asociaron con la actividad de la enfermedad, MEA y alelos del
HLA-DRB1. Tampoco se observaron correlaciones significativas entre sus valores y los niveles
de citocinas. En conclusion, los anticuerpos anti-CCP tienen un interés diagnéstico para la AR
en nuestra poblacion, pero su utilidad en el seguimiento clinico es limitada y su sintesis es
independiente del HLA-DRB1 y no se correlacionan con niveles de citocinas Th1/Th2.

Palabras clave: artritis reumatoidea, anticuerpos antipéptidos citrulinados ciclicos, factor
reumatoideo, HLA-DRB1, citocinas, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjoégren,
espondilitis anquilosante.

Anti-cyclic citrullinated peptide antibodies in rheumatoid arthritis: relation with clinical
features, cytokines and HLA-DRB1

The specificity and sensitivity of anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (anti-CCP) was
examined in Latin-American patients with rheumatoid arthritis (RA). The variables considered
included: 1) relation with the activity of disease, 2) extra-articular manifestations (EAM), 3)
synthesis of cytokines (IL-4, IL-10, IL-12, TNF-co., and IFN-y) and IgM and IgA rheumatoid factor
(RF), and 4) the association with HLA-DRB1 polymorphism. Seventy-nine RA patients were
assessed (69 with established RA, and 10 with recent-onset RA not receiving any treatment),
56 with ankylosing spondylitis (AS), 25 with systemic lupus erythematosus (SLE), 50 with
primary Sjégren’s syndrome (pSS), and 10 healthy individuals. Of the 69 patients with established
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RA, 36 were reexamined 2 years later. The activity of the RA was measured by criteria adopted
by the American College of Rheumatology. Anti-CCP2, RF and cytokines levels were determined
by ELISA. HLA genotypes were established by first, PCR sequence amplification using
sequence-specific primers and then, complete sequencing of the product. Anti-CCP antibodies
were observed in 96% of patients with RA during the first evaluation and in 86% at the second
evaluation (p=0.12). No significant change in antibody titre was observed between the two
evaluations (131+£58.7 and 130.6+67.1 U, respectively). The overall sensitivity and specificity
was 94% and 92%, respectively; however, at titres >60 IU, the values were 84% and 95%,
respectively. The anti-CCP likelihood ratio positive test was 12 and the likelihood ratio negative
test was 0.06. The positive predictive value was 87%, and the negative predictive value was
96%. Anti-CCP antibodies were observed in 12% of SLE and pSS patients, in 2% of AS patients,
and in 10% of healthy controls. In RA patients, these antibodies were not associated with the
activity of disease, EAM or HLA-DRB1 alleles; no significant correlation was observed between
antibody titre and cytokines level. Although anti-CCP antibodies have potential as a diagnostic
tool for RA, they are not useful for monitoring clinical activity or predicting the clinical course of
disease. Antibody synthesis is HLA-DRB1 independent and not correlated with Th1/Th2
cytokines.

Key words: rheumatoid arthritis, anti-cyclic citrullinated peptide antibodies, rheumatoid factor,
HLA-DRBH1, cytokines, systemic lupus erythematosus, Sjégren’s syndrome, ankylosing
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spondylitis.

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad
articular autoinmune, inflamatoria y crénica, que
afecta principalmente a las mujeres. Frecuente-
mente compromete otros 6rganos distintos a las
articulaciones y tiene un impacto adverso en la
esfera biopsicosocial. Su causa es desconocida.
No obstante, se han identificado factores
endocrinos, ambientales y genéticos involucrados
en el desarrollo de la misma, los cuales son
variables de una poblacion a otra (1).

Se ha sugerido una variedad de autoantigenos
como inductores de la respuesta autoinmune en
la AR (2-5). Hasta hace poco, la determinacion
sérica del factor reumatoideo (FR), una
inmunoglobulina dirigida contra la fraccion
constante (Fc) de las inmunoglobulinas de clase
IgG, era la Unica prueba utilizada para el estudio
de esta patologia. De hecho, su presencia es
considerada como criterio de clasificacion de la
enfermedad (6). Sin embargo, el FR no es
altamente sensible ni especifico (sensibilidad
66%; especificidad, 87%) (7), y puede encontrarse
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en otras enfermedades autoinmunes, enferme-
dades neoplasicas, infecciones crénicas e,
incluso, en personas sanas.

Nienhuis y Mandema, en 1964, fueron los primeros
en describir autoanticuerpos especificos en
pacientes con AR, distintos al FR (8). El primero
de este grupo de autoanticuerpos se denominé
factor antiperinuclear (FAP), por dirigirse contra
el factor perinuclear, un componente de los
granulos queratohialinos que rodean el nucleo de
las células de la mucosa oral humana en
diferenciaciéon. Estos autoanticuerpos se
reportaron como positivos muy temprano en el
curso de la enfermedad, con una frecuencia de
49% a 91% y con una especificidad entre el 73%
y el 99%, lo cual los convertia en posibles
marcadores diagnosticos confiables (8). No
obstante, dado que no todas las células de la
mucosa oral humana expresan el sustrato
antigénico y a que la prueba se realiza mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl), en la cual los
resultados dependen en gran parte del observador,
su determinacion cayo en desuso.

En 1979, Young et al. describieron, mediante IFI,
otro tipo de autoanticuerpos que parecian ser
especificos en AR (9). Estos reaccionaban contra
proteinas presentes en el epitelio estratificado del
eso6fago de rata y se denominaron anticuerpos
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antiqueratina (AKA). Se reportaron como positivos
en el 40% de los pacientes, con una alta
especificidad. Incluso, se podian encontrar
positivos antes del inicio de los sintomas
osteoarticulares (10). En un estudio previo,
observamos la presencia de AKA en el 61% de
los pacientes con AR establecida (11).

El antigeno reconocido por los AKA y el FAP es
el mismoy corresponde a la (pro)filagrina (12-16),
la cual se expresa en diferentes sustratos (15).
Por lo tanto, estos anticuerpos se denominan
actualmente anticuerpos anti-filagrina o anti-
profilagrina (17). La filagrina (filament aggregating
protein) es una proteina producida durante las
fases finales de diferenciacion de las células
epiteliales de los mamiferos. Es sintetizada como
un precursor proteico (profilagrina) que contiene
entre 10 y 12 moléculas de filagrina (18).
Posteriormente, se demostrd que cerca del 20%
del aminoécido arginina de la filagrina se convertia
a citrulina por la enzima peptidil arginina deaminasa
(PAD) (18). Este cambio pequeio, relacionado con
la masa molecular, genera importantes cambios
en la carga eléctrica, lo cual produce diferencias
en la interaccion de la proteina con otras
moléculas. Ademas, la citrulina es esencial para
el reconocimiento antigénico por los anticuerpos
antifilagrina (19). No obstante, la AR no afecta los
tejidos que contienen normalmente la filagrina,
como la piel o la mucosa oral, y no se encuentra
en la membrana sinovial. Sin embargo, la
membrana sinovial de pacientes con AR esta
infiltrada por células plasmaticas productoras de
anticuerpos antifilagrina, lo cual sugiere la
presencia en dicho tejido de un autoantigeno
reconocido por estos anticuerpos (19). En este
sentido, se observaron en la membrana sinovial
de los pacientes con AR proteinas intracelulares
citrulinadas, que no eran reconocidas por
anticuerpos monoclonales contra la filagrina, y no
se encontraron en los controles (20). Reciente-
mente, un estudio demostrd la citrulinacion de
proteinas sinoviales en los modelos murinos de
AR, como un proceso activo, debido a la presencia
de PAD4, y sugirié que la induccién de
autoanticuerpos contra estos nuevos antigenos
(proteinas citrulinadas) es especifica de los
humanos (21). En resumen, las proteinas
citrulinadas de la membrana sinovial, no

142

Biomédica 2004;24:140-52

relacionadas con la filagrina, podrian disparar
respuestas autoinmunes en la AR.

Schellekens et al. desarrollaron una prueba de
inmunoanalisis ligada a enzimas (ELISA) para la
deteccidén de anticuerpos contra péptidos ciclicos
citrulinados derivados de la filagrina (anti-CCP1)
(22). El estudio con este método reveld una
sensibilidad del 68% y una especificidad del 98%
en pacientes con AR (22). Como la filagrina no se
expresa en la membrana sinovial, se escogieron
posteriormente otros péptidos no relacionados con
ella para mejorar la técnica, la cual se conoce
como CCP2 (23). Su uso en poblacion caucasica
ha mostrado una sensibilidad que oscila entre el
66% y el 82% y una especificidad que oscila entre
el 90% y el 98% (23,24). Por lo tanto, su
determinacién ha mostrado ser de interés
diagnédstico (23-26). No obstante, su valor
prondstico es controvertido.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
sensibilidad, la especificidad y los niveles de los
anticuerpos anti-CCP2 en pacientes con AR, y
examinar su relacion con la actividad de la
enfermedad y con sus caracteristicas inmuno-
genéticas y fenotipicas (FR, alelos HLA, citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias).

Materiales y métodos
Pacientes y controles

Se estudiaron 79 pacientes con AR (69 con
enfermedad establecida y 10 con AR temprana,
vistos en la primera consulta y que no habian
recibido ningun tratamiento para su enfermedad).
En todos los casos, las pacientes cumplieron los
criterios de clasificacion para AR (6). La actividad
de la enfermedad en el momento del estudio se
registro y evalu6 de acuerdo con el numero de
articulaciones con sinovitis activa y los
parametros clinicos y bioldgicos sugeridos por el
Colegio Americano de Reumatologia, previa-
mente descritos en detalle (27). De acuerdo con
su actividad, la AR se clasific6 como muy activa,
moderadamente activa y en remision (27).

Se incluyeron también 56 pacientes con
espondilitis anquilosante (EA) definida (28), 25
pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
(29), 50 pacientes con sindrome de Sjégren
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primario (SSp) (30) y diez individuos sanos. Todos
los pacientes con AR, LES, SSp e individuos
sanos fueron mujeres atendidas en la Clinica
Universitaria Bolivariana, en Medellin, Colombia.
El 91% de los pacientes con EA fueron hombres
atendidos en el Instituto de Rehabilitacién, en
Buenos Aires, Argentina. Esta investigacion se
llevd a cabo de acuerdo con la Resolucion N°
008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la
Republica de Colombia y se considerdé como de
riesgo minimo. El estudio conté con la aprobacion
del comité de ética de la Corporacion para
Investigaciones Bioldgicas.

Determinacion de anticuerpos anti-CCP

Las muestras de sangre se tomaron en el
momento de la evaluacion clinica, en horas de la
mafana y sin ayuno. De éstas se obtuvo el suero,
el cual se almacené a —-20° C hasta su
procesamiento. La deteccion de anticuerpos anti-
CCP2 se realiz6 mediante ELISA, utilizando el
estuche Quanta Lite (Inova Diagnostics Inc., San
Diego, CA, USA). En este estuche, la placa se
encuentra sensibilizada con un péptido citrulinado
ciclico. El suero de los pacientes, diluido 1:101,
se agrego a los pozos por separado, lo que
permitié que los anti-CCP presentes en dicho suero
se unieran al antigeno inmovilizado. Luego, cada
pozo se lavé con solucién tamponada de fosfatos
(PBS), eliminando los residuos de muestra y las
uniones inespecificas antigeno-anticuerpos, y se
procedidé a agregar un conjugado de anti-lgG
humana marcado con enzima. Una segunda
incubacion le permitié a este conjugado unirse a
los anticuerpos que se habian adherido
previamente al pozo. Luego de lavar el conjugado
no fijado, la actividad enzimatica se midio
agregando un sustrato cromogénico y se determind
por el cambio en la intensidad del color que se
produjo. Los sueros se examinaron por duplicado,
y la lectura se hizo en el lector Bio-Rad modelo
550, California, EE.UU. Los resultados se
expresaron en unidades internacionales (Ul) y se
clasificaron de acuerdo con los titulos de la
prueba, definidos por la curva de calibracion y por
las instrucciones de la casa comercial, asi:
negativo, si era menor de 30 Ul; levemente
positivo, entre 30 y 39 Ul; moderadamente positivo,

ANTICUERPOS ANTI-CCP EN ARTRITIS REUMATOIDEA

entre 40 y 59 Ul, y fuertemente positivos cuando
eran mayores de 60 Ul. El valor negativo (<30 Ul)
se reconsiderd luego de obtener el promedio mas
dos veces la desviacion estandar del resultado
observado en los controles sanos.

Se calcularon la sensibilidad, la especificidad, las
razones de probabilidades y los valores
predictivos de los anti-CCP de acuerdo con las
férmulas previamente descritas (31).

Determinacion del FR

El FR IgA e IgM se analiz6 mediante ELISA
utilizando los estuches Quanta Lite (Inova
Diagnostics Inc., San Diego, CA, USA), segun
las instrucciones de la casa comercial. Los
resultados se hicieron en el lector Bio-Rad modelo
550. Los valores inferiores a 20 Ul se consideraron
negativos tanto para el FR IgA como IgM.

Determinacion de citocinas

Simultaneamente, en las mismas muestras en las
que se determinaron los anti-CCP y el FR, se
examinaron las concentraciones séricas de
interleucina 4 (IL-4), 10 (IL-10), 12 (IL-12-p70-),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) e interferdn
gamma (IFN-y) mediante ELISA de captura,
utilizando los reactivos OptEIA (Pharmingen, BD
Biosciences, San Diego, California, USA), los
cuales utilizan un anticuerpo monoclonal
especifico para cada citocina. Estos anticuerpos
se fijan a cada uno de los pozos del plato (Nalgen
Nunc International - Brand Products, lllinois, USA)
con incubacion de 12 horas a 4°C, y con el objeto
de capturar la citocina de la muestra. Luego de
eliminar el posible exceso de anticuerpo
monoclonal, mediante lavado con 10 mM PBS, a
pH 7,0 con 0,05% de Tween 20, se realiz6 el
bloqueo de uniones inespecificas adicionando el
diluyente (10 mM PBS, pH 7,0 con 10% de suero
bovino fetal) e incubando durante una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregé
suero total (100 pl) de pacientes a los pozos, y se
incubé durante dos horas a temperatura ambiente.
Luego de lavar los pozos, se agrego un segundo
anticuerpo especifico por cada citocina humana,
esta vez conjugado con peroxidasa de rabano, y
se incubd durante una hora mas. Finalmente, se
reveld la union antigeno-anticuerpo con el sustrato
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(ABTS Chromogen/Substrate Solution for ELISA,
Zymed Laboratories, San Francisco, California,
USA). La reaccion se detuvo con 0,01% de azida
de sodio en 0,1 M de acido citrico. La lectura de
los platos se realiz6 en los 30 minutos siguientes,
a una longitud de onda de 415 nm en el lector Bio-
Rad modelo 550. Se realizaron los controles
apropiados de calidad, segun las instrucciones
del estuche. Los valores se determinaron por
regresion lineal teniendo en cuenta la absorbancia
y las concentraciones en pg/ml de las soluciones
estandar.

Determinacion de HLA

Los alelos HLA-DRB1 se determinaron en ADN
genomico usando la técnica de reaccion en cadena
de polimerasa, con iniciadores especificos (UCLA
HLA-DR, UCLA Tissue Typing Laboratory, Los
Angeles, CA, USA), tal como se describio
anteriormente (11). Se evalud la presencia del
epitopo compartido, que corresponde a las
secuencias de aminoacidos en las posiciones 70
a 74 de la cadena 3 del HLA-DRB1 (11).

Analisis estadistico

Los resultados individuales se recolectaron y
analizaron con el paquete SPSS version 9.05 para
Windows (Chicago, IL). Se utilizaron porcentajes
y medidas de tendencia central para describir las
variables, cuyos resultados se reportan en
promedios y desviaciones estandar, o en mediana
y rango intercuartil, dependiendo de su
distribucion, la cual se evalué mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov.

Las diferencias entre los promedios se examinaron
mediante la prueba de Mann-Whitney a dos colas,
y aquéllas entre porcentajes mediante las pruebas
de %2 o Fisher a dos colas. Las diferencias entre
los niveles de anticuerpos anti-CCP en las dos
evaluaciones realizadas se examinaron mediante
la prueba t pareada. Las correlaciones entre los
niveles de citocinas, autoanticuerpos y la duracion
de la enfermedad se calcularon mediante la prueba
de Spearman a dos colas. En todos los casos, el
valor de p<0,05 se considerd significativo.

Resultados

Se realizaron tres determinaciones de anticuerpos
anti-CCP en pacientes con AR. En la primera

144

Biomédica 2004;24:140-52

evaluacion se examinaron los anticuerpos anti-
CCP en 69 pacientes con AR establecida, de las
cuales en 66 (96%) fueron positivos, asi: 4 (5,8%)
positivos bajos (rango: 31-36 Ul), 4 (5,8%)
moderados (rango: 43-55 Ul) y 58 (84,1%)
positivos altos (rango: 68-222 Ul). En 3 (4,3%)
pacientes fueron negativos (7, 9 y 15 Ul,
respectivamente).

En una segunda oportunidad (intervalo de 2 anos),
se evaluaron 36 de las 69 pacientes del grupo
inicial, de las cuales en 31 (86%) los anti-CCP
fueron positivos. En estas ultimas pacientes, 25
(81%) tuvieron niveles altos. No hubo diferencia
significativa entre la sensibilidad de los anti-CCP
en las dos mediciones (p=0,12), como tampoco
en sus niveles (131+58,7 vs. 130,6+67,1 UI,
p=0,6). Las caracteristicas generales de estas
pacientes y los resultados obtenidos se muestran
en el cuadro 1.

Se evaluaron también 10 pacientes con AR
temprana (atendidos por primera vez luego de la
presentacion de los sintomas), en quienes la
seropositividad para anti-CCP fue de 80%, en
todos los casos con valores positivos altos (rango:
77-168). Los niveles negativos de las dos
pacientes en este grupo fueron 15y 24 Ul,
respectivamente.

De los 56 pacientes con EA, sélo uno presenté
anticuerpos anti-CCP (53 Ul) (p<0,001 comparado
con el grupo de AR). En 25 pacientes con LES,
los anti-CCP fueron positivos en tres (12%)
(p<0,001 comparado con el grupo de AR). Dos
presentaron niveles positivos altos (66 y 111 U,
respectivamente), y una niveles positivos bajos
(39 Ul). De las 50 pacientes con SSp, 6
presentaron anticuerpos anti-CCP (12%) (p<0,001
comparado con el grupo de AR). Cinco de éstas
tuvieron niveles altos y una, nivel bajo. En el grupo
de control sano, sélo un caso (10%) fue positivo
(37 UI) (p<0,001 comparado con el grupo de AR).

Al evaluar en conjunto las 79 pacientes con AR,
la sensibilidad de los anti-CCP fue del 94% vy la
especificidad diagndstica del 92%. La razén de
probabilidades positiva fue de 12 y la razén de
probabilidades negativa fue de 0,06. El valor
predictivo positivo fue de 87% y el valor predictivo
negativo de 96,3%. Cuando se consideraron sélo
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas e inmunogenéticas de
69 pacientes con AR.

Caracteristica

Edad (afios)* 50,7 + 40
Duracion de la enfermedad (afos)* 6,5 + 6,2
Actividad de la AR (%)
Muy activa 19
Moderadamente activa 74
Remisién 7
Nodulosis (%) 13
FR total (+) (%) 80
FR IgM (titulos)** 33 (8,5-121,7)
FR IgA (+) (%) 86
FR IgA (titulos)* 56,1 + 61,5
Anticuerpos anti-CCP (%) 96
Anticuerpos anti-CCP (titulos)* 131 £ 58,7
Negativo (<30 Ul) (%) 4
Positivo bajo (30-39 Ul) (%) 6
Positivo moderado (40-59 Ul) (%) 6
Positivo alto (>60 Ul) (%) 84
TNFo (n=64) (pg/ml)** 7,1 (1-28,9)
IFNy (n=60) (pg/ml)** 4,8 (3-9,4)
IL-4 (n=62) (pg/ml)** 4,3 (1,7-13,7)

IL-10 (n=58) (pg/ml)**
IL-12 (n= 64) (pg/ml)**

11,9 (4.4-36,3)
30,4 (20-98,8)

HLA-DRB1*04 (%) 56
Epitopo compartido ?’QRRAA™ (%) 33
Epitopo compartido °QKRAA™ (%) 4

* Los datos corresponden al promedio + desviacion
estandar. ** Los datos corresponden a la mediana (rango
intercuartil). Anti-CCP: anticuerpos anti-péptido citrulinado
ciclico; FR: factor reumatoideo; Ul: unidades internacio-
nales; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa; IFNy: interferdn
gamma; IL: interleucina.

los individuos con titulos altos (66 de 79 pacientes
con AR, 2 de 25 pacientes con LES, 5 de 50
pacientes con SSp y ningun control sano ni con
EA), la sensibilidad fue de 84% y la especificidad
de 95%.

El andlisis de las manifestaciones clinicas de la
AR en funcion de los niveles de anticuerpos anti-
CCP no mostré asociacion significativa en ninguna
de las evaluaciones. De la misma manera, no se
observaron diferencias significativas entre la
presencia o los valores de estos anticuerpos y la
actividad de la enfermedad.

La presencia y los valores de estos anticuerpos
se comparo con los valores de citocinas (IL-4, IL-
10, IL-12, IFN v, TNF o) y los valores de FR
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isotipos IgM e IgA. Los anticuerpos anti-CCP se
correlacionaron con los niveles de FR IgA y FR
IgM. Las principales correlaciones entre los valores
de los anticuerpos anti-CCP con otras variables
se muestran en el cuadro 2.

La genotipificacion del HLA-DRB1 se realizé en
las 69 pacientes con AR establecida. No se
observaron asociaciones significativas entre alelos
del HLA-DRB1 o el epitopo compartido y la
presencia de anticuerpos anti-CCP. De las 66
pacientes anti-CCP positivo, 32 (48%) fueron HLA-
DRB1*04, 23 (35%) presentaron el epitopo
compartido °QRRAA™y 3 (4,5%) el epitopo
PQKRAA™,

Discusion

En este estudio se encontré una alta sensibilidad
(94%) y especificidad (92%) de los anticuerpos
anti-CCP en pacientes con AR. Estos anticuerpos
se mantuvieron estables durante la evolucién de
la enfermedad y no se asociaron con la actividad
de la misma, manifestaciones extraarticulares,
niveles de citocinas, HLA-DRB1 ni epitopo
compartido. La razén de probabilidades positiva
indica que un resultado de anticuerpos anti-CCP
superior a 30 Ul es 12 veces mas probable que
corresponda a un paciente con AR que sin esta
enfermedad. De manera similar, la probabilidad de
que un individuo con resultado negativo no
padezca AR es del 96,3% (valor predictivo
negativo). Es importante anotar que cuando se
consideraron solo los niveles altos (>60 Ul), la
sensibilidad fue de 84% y la especificidad de 95%.

El dafio articular en la AR puede presentarse de
manera temprana, incluso antes de que se
detecten cambios erosivos o disminucion del
espacio articular mediante los métodos
radiologicos convencionales (32). Se ha propuesto
que el progreso radioldgico en la AR no sigue un
curso lineal y que, por el contrario, puede
comportarse como una cinética de primer orden,
en la que dicho dafo podria ocurrir en los primeros
anos de la enfermedad (33). Sin embargo, no
hemos observado una correlacién significativa
entre la duracion de la enfermedad y el progreso
radiolégico (Anaya et al., datos sin publicar). A
pesar de esto, los cambios radioldgicos se
incluyen en los actuales criterios de clasificacion
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Cuadro 2. Coeficientes de correlacion de los niveles de anticuerpos anti-CCP, FR, duracién de la enfermedad y citocinas
Th1 y Th2 en pacientes con AR establecida.

CcCcpP FRIgA FRIgM Duracién TNFo IFNYy IL-4 IL-10
FRIgA 0,32*
FRIgM 0,33* 0,64*
Duracién  -0,03 0,1 0,1
TNFa 0,03 -0,1 0,04 -0,161
IFNy 0,07 -0,03 0,05 -0,18 0,32*
IL-4 0,01 -0,17 -0,1 -0,02 0,23 0,68*
IL-10 0,14 -0,02 0,3* 0,04 -0,03 0,35* 0,42*
IL-12 0,15 -0,3* -0,04 -0,02 0,25* 0,41* 0,36* 0,48

* p<0,05 (mediante la prueba de Spearman, a dos colas).
Para abreviaciones, ver cuadro 1.

Cuadro 3. Estudios de sensibilidad y especificidad de los anticuerpos anti-CCP en pacientes con AR.

Autor (referencia) Afho Pacientes Sensibilidad Especificidad
(n) (%) (%)
Goldbach-Mansky et al. (7) 2000 238 41 91
Schellekens et al. (22) 2000 288 68 98
Kroot et al. (25) 2000 273 66 ND
Bizarro et al. (36) 2001 98 41 98
Bas et al. (26) 2002 179 68 96
Bas et al. (37) 2003 196 56 90
Lee et al. (24) 2003 249 66 90
Pinheiro et al. (37) 2003 150 80 98
Zeng et al. (38) 2003 191 47 97,4
Presente estudio* 2004 79 94 92

Los estudios posteriores al 2001 utilizaron como sustrato péptidos citrulinados ciclicos no relacionados con la filagrina
(CCP2).

* Cuando sélo se consideraron los niveles altos (>60 Ul), la sensibilidad fue de 84% vy la especificidad de 95%.

ND: sin dato

Cuadro 4. Relacion entre los anticuerpos anti-CCP y el curso de la AR.

Autor (referencia) Ano Pacientes (n) Comentarios

Kroot et al. (25) 2000 273 Asociacion con el progreso radiolégico, pero no con la
incapacidad funcional.

Vencovsky et al. (41) 2003 104 Asociacion con erosiones 6seas.

Meyer et al. (42) 2003 133 Asociacion con el progreso radioldgico.

Bas et al. (37) 2003 179 Asociacion con erosiones dseas.

Jansen et al. (43) 2003 282 La combinacién de anti-CCP y erosiones 6seas al

inicio de la enfermedad podria predecir el progreso
radiolégico con una sensibilidad y una especificidad
de 78% y 82%, respectivamente.

Lee et al. (24) 2003 249 Asociacion con el progreso radioldgico

Presente estudio 2004 79 Sin asociacién con manifestaciones extraarticulares,
como nodulosis, ni con la actividad de la enfermedad.
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de la AR (6), lo cual indica que su diagndstico
puede ser tardio si se tiene en cuenta este criterio.
Por otro lado, el unico criterio seroldgico es el FR,
una prueba con moderada especificidad (87%) y
sensibilidad (80%). Por lo tanto, es necesaria la
modificacion de los actuales criterios de
clasificacion de la AR para poder considerar como
tales a pacientes con enfermedad temprana, y
asi iniciar un tratamiento precoz que permita
prevenir el progreso de la misma.

La sensibilidad encontrada en este estudio para
los anti-CCP fue del 94%, cifra superior a la
observada en algunos estudios previos (24-26).
Este resultado se podria explicar por las
diferencias en el tamafio de la muestra, el origen
de las poblaciones estudiadas, por tratarse, en
su mayoria, de pacientes con AR establecida y
por los niveles que se consideraron como
positivos. Cuando se consideraron solo aquellos
individuos con niveles positivos altos, la
sensibilidad de la prueba fue de 84%. Dubucquoi
et al. compararon la positividad de anticuerpos
anti-CCP en pacientes con AR en funciéon de la
linealidad del péptido citrulinado (34). El uso de
péptidos citrulinados ciclicos mostré mejor
sensibilidad y especificidad que los AKA y que el
péptido citrulinado lineal (34). Igualmente, este
estudio mostré una menor sensibilidad de los
anticuerpos anti-CCP al inicio de la enfermedad
que en pacientes con AR establecida (34).

En los pacientes con AR temprana se observd
una sensibilidad de los anticuerpos anti-CCP de
80%. Sdlo se incluyeron 10 pacientes con estas
caracteristicas debido a que éstos rara vez acuden
al reumatdlogo. En el cuadro 3 se resumen los
resultados de los estudios relacionados con la
sensibilidad y la especificidad de estos
anticuerpos.Van Gaalen et al. mostraron que éstos
tienen un alto valor predictivo de AR en pacientes
con artropatia indiferenciada (35). Estos resultados
fueron confirmados por Rantapaa-Dahlqvist et al.
(38), quienes, ademas, observaron un alto valor
predictivo para el FR IgA. En el presente estudio
se observé una mayor prevalencia de anti-CCP
(94%) que de FR IgA (86%). La prevalencia de
FR IgA fue idéntica a la anteriormente reportada
en otro grupo de pacientes con AR de Medellin
(11). Dado que la distribucion de los isotipos de
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autoanticuerpos puede variar con la raza (11), la
evaluacion del valor predictivo entre anti-CCP y
FR IgA en nuestra poblacion podria ser objeto de
futuras investigaciones.

No se observaron diferencias significativas entre
la presencia y los niveles de anti-CCP en las dos
evaluaciones, separadas por un periodo de 2 afios.
Por lo tanto, y dada la ausencia de asociacion
con la actividad de la enfermedad y las
manifestaciones extraarticulares, la utilidad de
estos anticuerpos parece ser unicamente
diagnodstica. Pinheiro et al. reportaron una
correlacidon, mas no asociacion, entre los niveles
de anticuerpos anti-CCP y la actividad de la AR
en pacientes con larga duracion (promedio, 12
anos) (39). En el presente estudio no se considero
el progreso radioldgico como marcador prondstico.
No obstante, otros trabajos han mostrado una
asociacion entre estos anticuerpos y erosiones
Oseas (cuadro 4).

Los anticuerpos anti-CCP se correlacionaron con
el FR IgA e IgM (cuadro 2). El tener resultados
positivos para anti-CCP y FR aumenta la
especificidad aunque, en conjunto, posean una
sensibilidad baja (cuadro 5).

La AR ha sido descrita clasicamente como una
enfermedad autoinmune, en la cual la respuesta
predominante es conducida por células con patréon
de citocinas T helper (Th) 1 (44). Mas que la
dominancia de un tipo de citocinas, existe una
compleja interaccion entre éstas. Ciertas
caracteristicas generales de las citocinas, como
su pleiotropismo y redundancia biolégica, dificultan
el entendimiento de los mecanismos involucrados
en la interaccion Th1-Th2. Por otro lado, hay que
tener en cuenta que el patrén de citocinas varia
en funcién de multiples factores, como el estado
de actividad de la enfermedad, el tiempo de
evolucién de la misma y la existencia o no de un
tratamiento instaurado (44). Los anticuerpos anti-
CCP no se relacionaron con los niveles de
citocinas en el presente estudio (cuadro 2). Las
principales correlaciones entre citocinas fueron
concordantes con los patrones de respuesta
linfocitaria Th1 y Th2. Por un lado, los niveles de
IFNY, TNFa e IL-12 (caracteristicas del patrén Th1)
se correlacionaron entre si. Se encontraron
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Cuadro 5. Anticuerpos anti-CCP y relacion con el factor reumatoideo.

Autor Ano Pacientes Anticuerpos Sensibilidad Especificidad
(n) (%) (%)
Bizarro et al. (36) 2001 98 Anti-CCP y FR IgM 33 99,6
Anti-CCP o FR IgM 70 83
Anti-CCP 41 98
FR IgM 62 84
Bas et al. (26) 2002 179 Anti-CCP 68 * 96 *
FR IgM 75 74
Anti-CCP 56 ** 90 **
FR IgM 73 82
Anti-CCP 56 # 90 #
Bas et al. (37) 2003 196 FR IgA 63 90
Anti-CCP y FR IgM 48 96
Anti-CCP y FR IgA 44 98
Anti-CCP 66 90,4
FR IgM 71,6 80,3
Anti-CCP y FR IgM 56,9 91,1
Lee et al. (24) 2003 249 Anti-CCP o FR IgM 81,4 79,5
Presente estudio 2004 79 Anti-CCP 94 92
FR IgM 80 ND
FR IgA 86 ND

Diferencias entre FR y anti-CCP: * diferencias entre sensibilidad, p= 0,08; diferencias entre especificidad, p=0,003;
**diferencias entre sensibilidad, p<0,0001; diferencias entre especificidad, p=0,013; #: diferencias entre sensibilidad,

p=0,072; diferencias entre especificidad, p=1
ND: sin dato

hallazgos similares para las citocinas del patréon
Th2, IL-4 e IL-10. Por el caracter inflamatorio de
la AR, era de esperarse detectar valores altos de
las citocinas proinflamatorias en el suero de estos
pacientes, del mismo modo que elevacion de las
citocinas contrareguladoras del proceso
inflamatorio crénico, como un mecanismo de
defensa, aunque generalmente éste sea
insuficiente (44). Consecuente con lo anterior, los
valores de IFNyse correlacionaron con los valores
de IL-4 e IL-10. Asi mismo, los niveles de IL-12
se correlacionaron con los de IL-10 (cuadro 2).

La presencia y los niveles de anticuerpos anti-
CCP fueron independientes del HLA-DRB1 y del
epitopo compartido. Los principales estudios que
han investigado la relacién entre HLA y los
anticuerpos anti-CCP, incluso el nuestro, muestran
una ausencia de asociacion entre el HLA-DRB1y
los anti-CCP. En la poblaciéon colombiana, el
epitopo compartido °QRRAA™ en los alelos
DRB1*04 confiere un riesgo 23 veces mayor de
desarrollar AR (45). EIHLA-DRB1*0401, portador
del epitopo ’QKRAA™, y considerado el alelo de
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mayor riesgo de gravedad de la enfermedad, es
escaso en poblaciones de Suramérica (46-48),
particularmente en Antioquia, Colombia, de donde
provinieron los pacientes con AR (45). Esto podria
explicar, en parte, la ausencia de asociacién no
so6lo entre el HLA y los anticuerpos anti-CCP, sino
también entre éstos y las caracteristicas clinicas
de la AR.

La susceptibilidad genética a desarrollar
anticuerpos anti-CCP podria estar asociada con
el polimorfismo de los genes de las enzimas
responsables de la citrulinacion, en particular, con
el gen PADI 4, situado en el cromosoma 1 (1p36),
y cuyo producto ‘citrulina’ los residuos de arginina.
Este hallazgo, inicialmente descrito en poblacion
japonesa (49), no se replicé en poblacion
caucasica inglesa (50), lo cual confirma la
necesidad de realizar estudios de inmunogenética
en cada poblacién, antes de extrapolar resultados
obtenidos en poblaciones distintas a la nuestra (1).

Se han descrito cinco tipos de PAD, las cuales
son reguladas por estrégenos y activadas durante
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la apoptosis (51,52). Nissinen et al. demostraron
la presencia de anticuerpos anti-PAD en el 88%
de pacientes con AR en fases iniciales, pero sélo
en el 22% en AR de larga duracién (53). A
diferencia de los anti-CCP, los anticuerpos anti-
PAD se encontraron en una alta proporciéon de
pacientes con otras enfermedades reumatoldgicas
autoinmunes, como LES y SSp (44% y 84%,
respectivamente), pero no en otras enfermedades
autoinmunes como la esclerosis multiple. Por lo
tanto, los anticuerpos anti-PAD podrian ser
marcadores de autoinmunidad en general.

En el presente estudio observamos anticuerpos
anti-CCP en un solo paciente (2%) con EA definida.
Este resultado, original y no publicado
previamente, indica que la respuesta autoinmune
articular en pacientes con EA, en cuanto a la
citrulinacién de péptidos se refiere, es distinta en
AR que en EA. También se estudiaron 3 pacientes
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con artropatia psoriasica y uno con EA asociada
con una enterocolopatia. En todos estos casos
los resultados de anti-CCP fueron negativos (no
se muestran los resultados).

Se observé una prevalencia de anticuerpos anti-
CCP en el 12% de los pacientes con LES y SSp,
no significativamente diferente al 10% observado
en la poblacién sana. Estudios previos sefialaron
una prevalencia de hasta el 20% en pacientes
con LES (54) y del 4% en pacientes con SSp
(34). Ademas del origen racial que pudiera explicar
la diferencia entre los resultados, los criterios de
seleccion de los pacientes deben ser también
considerados en la interpretacion de los mismos.
Los pacientes incluidos en el presente estudio
cumplieron criterios estrictos de clasificacion que
incluyeron la ausencia de erosiones éseas en los
pacientes con LES y SSp, y una biopsia de
glandula salivar positiva en aquéllos con SSp. Los

Autoantigeno no-inmunégeno
Proteinas de la membrana sinovial
no citrulinadas

Autoantigeno inmunégeno
Proteinas citrulinadas

Medio ambiente
Genética
F. neuroendocrinos

Respuesta
linfocitaria B

(5

Respuesta
linfocitaria T

Figura 1. Papel de la citrulinacién de proteinas en el desarrollo de la artritis reumatoidea (AR). Diversos factores como el
polimorfismo del gen que codifica para la enzima peptidil-arginina deaminasa (PADI), estrégenos y la apoptosis, aumentan
la actividad de la enzima PAD, que citrulina los residuos de arginina en diversas proteinas a nivel postraduccional. Asi, por
accion de las PAD2 y PAD4, proteinas de la membrana sinovial, como la fibrina o la vimentina, al citrulinarse se convertirian
en inmundgeno, generando una respuesta autoinmune mediada por linfocitos B, la cual se amplificaria en individuos
susceptibles, o en presencia de factores ambientales (infecciones o tabaquismo), o neuroendocrinos. Es probable que haya
también una respuesta linfocitaria T contra péptidos citrulinados. Este modelo implica que la membrana sinovial seria el
6rgano blanco de la respuesta autoinmune. No hay evidencia de citrulinacion de proteinas del cartilago articular.
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resultados indican que los anticuerpos anti-CCP
son de ayuda diagnéstica diferencial entre AR y
otras enfermedades reumatoldgicas tales como
LES, SSp y EA.

En resumen, los anticuerpos anti-CCP tienen un
interés diagnéstico para la AR en nuestra
poblacién. Sin embargo, su utilidad en el
seguimiento clinico es limitada y su sintesis es
independiente del HLA-DRB1 y no se correlacionan
con niveles de citocinas Th1/Th2. Los anticuerpos
anti-CCP son el resultado de una respuesta
autoinmune especifica generada contra péptidos
citrulinados en la membrana sinovial de los
pacientes con AR (figura 1). Es posible que la
citrulinacién de proteinas genere alteraciones
cualitativas o cuantitativas que participen en la
pérdida de la tolerancia inmunolégica y en el
desarrollo de enfermedad autoinmune (55). Esta
hipdtesis es sustentada por la presencia de
anticuerpos anti-CCP varios afios antes de la
evidencia clinica de AR (56). No obstante, el papel
patogénico de estos autoanticuerpos es todavia
incierto.
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